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Apresentacao

A ATUAL DIRETORIA da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina
Laboratorial (SBPC/ML) sente-se honrada em dar continuidade a publicagdo de
recomendacdes e diretrizes técnicas visando a difundir as boas praticas em labo-
ratorios clinicos, bem como a contribuir para o processo de educagdo continuada
dos profissionais que trabalham nesse setor da assisténcia a saude.

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

Como novidade, esta publicagdo foi enriquecida com a inclusdo de casos clini-
cos com comentarios e temas relacionados a decisivas contribui¢des da area labo-
ratorial, como a utilizagdo da troponina e a defini¢do de diagndsticos de doengas
hematoldgicas.

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

Fica também registrado o meu igual agradecimento as empresas que contribui-
ram com a SBPC/ML, tornando possivel a concretizagao deste projeto: ABBOTT, BD,
Controllab, Hemocue, Radiometer, Roche, Shift, Softeasy, Sysmex e TM Informética.

WILSON SHCOLNIK

Presidente da Sociedade Brasileira de
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1 Gestao da qualidade como ferramenta para minimizar
os erros pré-analiticos

INTRODUCAO

Por defini¢do, “qualidade” é a capacidade de atender as necessidades e expectativas
do cliente. Para que um produto tenha essa caracteristica, precisa ser produzido de
maneira adequada, dentro de determinado padrdo que atenda a essas necessidades
e expectativas; para que isso se dé, quem o produziu precisa ter implantado um
sistema de gestdo da qualidade.

A medicina laboratorial pode ser considerada o setor pioneiro, na area de satde,
a introduzir e promover os conceitos da qualidade. Quando se leva esse conceito
para a drea do laboratorio clinico, pode-se dizer que a gestao da qualidade em
laboratérios funciona como um diferencial competitivo, por demonstrar um con-
trole efetivo dos processos e de sua rastreabilidade em todos os procedimentos.
A gestao da qualidade resulta em um aumento da produtividade, ja que passa a
otimizar melhor o tempo, a partir da utilizacao de procedimentos padronizados.
E importante ressaltar que a implementagdo de Programas de Certificagio e de
Acreditagdo da Qualidade aumenta a adesdo ao controle de processos e pessoas,
de modo a reduzir riscos e falhas que possam comprometer a qualidade do servico
e afetar a seguranca dos pacientes.

A gestao da qualidade deve seguir politicas, prevendo nestas treinamentos com
foco na correta identificacdao do paciente e da amostra. Deve-se priorizar mecanis-
mos informatizados que impegam 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 ¢ sabido, resultados de laboratérios sdo muito importantes para as de-
cisdes médicas. Estima-se que aproximadamente 70% de todos os diagndsticos
sao feitos com base nos testes laboratoriais, cujos resultados sao responsaveis por
afetar a maioria das decisdes quanto a admissao, a alta hospitalar e ao regime tera-



péutico dos pacientes. Por esses motivos, é imprescindivel que médicos e pacien-
tes tenham confian¢a nos laudos fornecidos pelos laboratérios clinicos. A fase do
laboratério conhecida como pré-analitica é apontada como a grande responsavel
pelos erros laboratoriais, em razdo da grande evolugdo e automatizagdo das fa-
ses analiticas e pos-analiticas, com significativa diminui¢do do nimero de erros.
A fase pré-analitica é bem mais dificil de controlar, pois algumas etapas, como o
preparo do paciente, fogem do controle direto do laboratdrio. Para evitar esses pro-
blemas, é preciso se cercar de procedimentos e controles bem definidos, que visem
a aumentar a seguranca e a confiabilidade dessa fase. A educagdo continuada dos
profissionais que realizam a coleta e manipulam as amostras também se mostra
extremamente importante.

Os problemas pré-analiticos podem estar relacionados a elevada rotatividade de
pessoal, a negligéncia, a falta de entendimento sobre boas praticas em laboratério
e ao treinamento insuficiente.

Resultados laboratoriais equivocados provocam condutas médicas errdneas,
que podem ser catastréficas aos pacientes, colaborando para a inseguranga no sis-
tema de saude.

DEFINICAO DE ERROS PRE-ANALITICOS
Segundo a ABNT AMN ISO/TS 22367:2009:

erro de laboratdrio é a falha de uma agdo planejada que nio se completou como foi
proposta, ou 0 uso de um plano incorreto para alcancar uma meta, que pode ocorrer em
qualquer parte do ciclo de laboratdrio (desde o pedido da andlise até o laudo de resulta-
dos e sua interpreta¢éo e a rea¢ao aos erros).'

Na Tabela 1, demonstra-se a frequéncia de erros na fase pré-analitica em labo-
ratorios clinicos.

TABELA 1 Frequéncia de erros na fase pré-analitica em laboratérios clinicos

Frequéncia (%)

Ano 1997 2007
Coleta da amostra inadequada 2,1 0,6
Interpretacdo incorreta da solicitagdo médica 3,2 3,8
Perda da solicitagdo médica 18,1 1,9
Erro na identificacdo do paciente 2,6 88
Coleta em tubo inadequado 2,6 8,1
(continua)



TABELA 1 Frequéncia de erros na fase pré-analitica em laboratérios clinicos
(continuagdo)

Frequéncia (%)

Ano 1997 2007

Amostra coletada em membro com rota de 20,6 1,9

infusdo intravenosa

Tubo vazio - 6,9

Auséncia da entrada da solicitagdo médica no - 2,5

sistema de informatica

Incorreta proporgdo entre sangue e anticoagulante - 13,1
Amostra sem refrigeracdo - 1,9
Perda do tubo - 3,1
Total 49,2 52,6

Fonte: Adaptada de Guimaraes et al., 2011.2

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

Indicac@o pré-teste

A possibilidade de os erros ocorrerem tem inicio no momento da solicitacao do
exame pelo médico, que deve ser instruido com relagdo a solicitacao de exames, ja
que pedidos desnecessarios podem ocasionar conclusoes erréneas, condutas des-
necessarias e elevacdo de custos no sistema de satde. Sao exemplos de solicitagdes
desnecessarias:

« Antigeno prostatico especifico (PSA) em mulheres;
+ CK-MB para diagnoéstico de infarto na auséncia da troponina;
+ Screening de marcadores tumorais.

Deve-se priorizar o uso racional de exames, evitando a solicitagao de alguns que
ndo agregardo valor ao paciente, sem deixar de pedir aqueles que, por protocolos
clinicos, sdo essenciais. Também ¢é da responsabilidade do médico patologista cli-
nico assessorar os médicos a interpretar corretamente os resultados dos exames.

Para destacar a importancia do uso consciente dos exames laboratoriais, a So-
ciedade Brasileira de Patologia Clinica (SBPC) participa do projeto colaborativo
Choosing Wisely Brasil, criado em 2015, a partir da iniciativa Choosing Wisely,
lancada em 2011 pela Funda¢do American Board of Internal Medicine (ABIM),
nos Estados Unidos.



Nessa primeira etapa, foi elaborada uma lista de recomendagdes 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 interpretagdes erroneas e lancamentos de exames incorretos, retar-
dando o cuidado do paciente. A falha podera somente ser percebida no momento
de retorno do paciente ao médico com os resultados.

Atualmente, muitos servigos ja implementaram prontudrios eletronicos, situagao
em que o contato com o médico para elucidar dividas quanto as solicitacdes é bem
mais facil. O médico solicitante deve ser responsavel pelas instrucdes ao paciente
quanto as condigdes requeridas para a realizagdo do exame. Ele deve informar a
paciente quanto a necessidade de realizar jejum, interromper o uso de alguma me-
dicacio, fazer uma dieta especifica ou, ainda, se pode realizar ou ndo uma atividade
fisica antes da coleta dos exames. De qualquer maneira, os pacientes continuarao
ligando aos laboratérios para receber informagdes sobre o melhor horario de coleta
ou a necessidade de frascos adequados para a coleta de amostras em sua casa.

Dieta

A partir de recentes publicagcdes que questionam a necessidade de jejum para a
realiza¢ao dos exames, principalmente aqueles que determinam os niveis de lipi-
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,’
tem havido uma verdadeira revolugao no conceito da necessidade ou ndo de jejum
para coleta dos exames laboratoriais. Esse trabalho sugere que cada pais deve ado-
tar estratégias para implementar o uso rotineiro do nao jejum e deve sinalizar va-
lores anormais com base em pontos de corte de concentragao desejavel em vez de
usar intervalos de referéncia. Varios servigos, inclusive no Brasil, ja adotaram essa
pratica, o que facilitou muito a coleta de exames de pacientes diabéticos, criangas
ou idosos, em horarios mais flexiveis.

E importante citar que a informagao sobre a dieta do paciente pode fazer toda a
diferenga para evitar julgamentos erréneos com relagao aos resultados de labora-
torio (p. ex., as amostra de pacientes que consumirem muito leite integral podem
ser lipémicas, em razao do excesso de gordura, capaz de se mostrar como um inter-
ferente para determinadas reacdes). Acido urico elevado, acidose sem explicagdo
ou elevagao de lactato podem estar relacionados a ingestdo excessiva de alcool as
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vésperas da coleta. Se as informagdes sobre a dieta nao forem transparentes, o mé-

dico podera investigar problemas que ndo existem.

Nordestgaard e colaboradores’ descreveram a varia¢ao dos niveis lipidicos em
uma populagdo canadense (Figura 1).

Dependendo do tempo decorrido desde a ingestdo até a quantidade de bebida
consumida, a ingestao de bebidas alcodlicas pode alterar varios resultados de exa-

mes. Existem variacdes mais nitidas quando do uso cronico de bebidas alcodlicas,
como elevagdo na gama GT e transaminases, e outras mais caracteristicas, quando
agudo. Em um periodo de 2 a 4 horas apds a sua ingestao, pode haver reducao de
glicemia e aumento de lactato e acido urico.
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FIGURA 1 Variagdo dos niveis lipidicos em uma populagio canadense.

Fonte: adaptada de Nordestgaard et al., 2016.3



Drogas de abuso

A morfina, por exemplo, pode causar espasmos no esfincter de Oddi, elevagdo do
nivel das enzimas pancreaticas (amilase e lipase) e reduc¢do da insulina e da nora-
drenalina. Ja a maconha pode aumentar os niveis de sddio, potassio, ureia e cloro,
bem como reduzir a glicose e o 4cido urico.

Influéncia do ritmo bioldgico
A concentragao plasmatica de vérias substancias flutua durante o dia, por varia-
¢des ciclicas (diarias, sazonais ou bioldgicas) e lineares (idade).

Cadastro

A identificacao do paciente, com a inclusdo de dados demograficos, informagoes
sobre uso de medicamentos, peso e altura, data da altima menstruagdo (quando
aplicavel) e tempo de jejum, deve ser corretamente registrada, sendo fundamental
na hora da analise da consisténcia dos resultados dos exames.

Identificacdo do paciente e de suas amostras

Fundamental atencdo deve ser dispensada durante a identificagdo do paciente. Ao
entrar no posto de coleta, o profissional devera checar a identificagdo do paciente
versus o pedido médico e etiquetas de seus tubos. Ja existem dispositivos mdveis
(PALM) com aplicativos passiveis de utilizacdo no momento da coleta, possibili-
tando a migragdo das informagdes do paciente diretamente ao sistema de infor-
matica laboratorial. Com eles, é possivel extrair rapidamente estatisticas de pro-
dutividade por colhedor e sobre o tempo gasto desde o acionamento do colhedor
até a confirmagao de coleta, entre outras informagdes. Deve-se lembrar sempre da
importancia de utilizar dois identificadores para todas as etapas de identificagéo,
como nome completo e numero de prontudrio.

Sequéncia de tubos

O flebotomista precisa observar a sequéncia correta dos tubos que serdo utiliza-
dos, verificar o volume de sangue apropriado para cada tubo e realizar a correta
homogeneizagao dos tubos, pois compreendem fatores determinantes na obten-
¢do de amostras adequadas para a realizagdo de exames. Conforme a norma do
Manual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), o flebotomista deve
observar, ainda, a correta técnica de utilizagdo do torniquete e da venopuncéo,
pois esses procedimentos podem interferir nos resultados de alguns parametros
analiticos. Caso ndo se siga a ordem de coleta dos tubos com critério, podem
ocorrer variagdes de resultados, muitas vezes dificeis de detectar. Por exemplo,
coletar amostra em um tubo que contenha heparina antes de coletar no tubo que



contém citrato de sddio pode levar a heparina para dentro do tubo de citrato e
causar resultados erroneos em exames de coagula¢ao; e efetuar coleta no tubo
de EDTA k3 antes do tubo seco pode causar elevacio nos niveis de potassio. Se-
gundo a Norma H3-A6 do CLSI, a ordem dos tubos deve considerar a sequéncia
descrita na Figura 2.

Tubo com
ativador de Tubo de Tubo de
‘ EDTA -}

Frasco de Tubo com WEDER

fluoreto

hemocultura citrato (EDTA)

codgulo (com heparina
ou sem gel)

FIGURA 2 Sequéncia dos tubos para coleta de sangue conforme Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI).

EDTA: 4cido etilenodiamino tetra-acético.

Torniquete

E utilizado para facilitar a visualizagdo da veia apropriada. Porém, se nio forem
respeitadas as orientagdes quanto ao tempo de garroteamento, podera haver inter-
feréncia em analitos, como potassio, hematdcrito ou quaisquer outros influencia-
dos pela hemoconcentragéo.

Hemodlise

Mesmo que discreta, a hemolise tem alto impacto em alguns analitos, como a tro-
ponina. Entretanto, quando a intensidade da hemolise ¢ maior, pode haver aumen-
to de algumas enzimas, como aldolase, fosfatase alcalina, lactato desidrogenase
(DHL), aspartato transaminase (AST), potdssio, magnésio e outras, causando a
rejeigdo da amostra. Se o fato nao for percebido durante a analise, o laboratério
podera liberar resultados com grandes alteragdes, que nao refletem o quadro do
paciente. Modernas linhas de automagao pré-analitica dispdem de mddulos capa-
zes de detectar hemolise e lipemia nas amostras, antes de serem passadas para os
modulos analiticos.

Os fatores que aumentam o risco de hemolise incluem:

+ Usar agulha de calibre muito pequeno (23 ou menos) ou muito grande para
0 vaso;

+ Pressionar o émbolo da seringa para forcar a entrada de sangue em um tubo,
aumentando, assim, o cisalhamento dos globulos vermelhos;

+ Coletar espécimes sanguineos de um cateter intravenoso (IV) ou uma linha
central;



+ Encher um tubo de maneira insuficiente, de tal modo que a razao anticoagulan-
te/sangue seja maior que 1:9;

 Reutilizar tubos que foram preenchidos a mao com quantidades improprias de
anticoagulantes;

+ Agitar um tubo de maneira excessivamente vigorosa;

» Naio esperar que o dlcool ou desinfetante seque na pele;

+ Usar tubo grande demais para coleta a vacuo (p. ex., tubo de adulto para um
paciente pediétrico).

E importante lembrar que, em determinadas patologias, a amostra podera es-
tar com hemolise, em virtude de doenga hemolitica. Nesses casos, o laboratério
pode optar por liberar os resultados com a informacdo sobre a presenca da he-
molise, para que o médico solicitante tenha ciéncia e interprete corretamente os
resultados.

Lipemia

Ensaios turbidimétricos ou colorimétricos podem sofrer interferéncia da lipemia
(consequéncia de hipertrigliceridemia ou do aumento de quilomicrons). Caso o
servico opte por liberar esses resultados, a alteracdo deve ser sinalizada no laudo,
para que o médico solicitante tome conhecimento.

Local da puncao

No caso de coleta de gasometrias venosas, quando puncionadas do dorso da mao,
pode-se obter amostra mista, elevando-se os parametros de PO, e a saturagio de
hemoglobina.

Veias antecubitais

Sao as escolhidas preferencialmente em ambulatérios. Porém, em pacientes inter-
nados, com restri¢do de acessos, a enfermagem pode coletar de cateteres centrais,
fato que pode colaborar para a contaminacio de amostras com solu¢des de infusio.
Essa é uma das causas mais comuns de rejeicdo de amostras provenientes de uni-
dades hospitalares. Para que no haja tal problema, as instru¢des de coleta devem
ser seguidas a risca.

Amostras coletadas apds procedimentos com contraste

ou dessensibilizacao para contraste

Sempre que houver opgio, o paciente deve ser orientado a nao realizar coletas
para exames em situagdes diferentes daquelas do dia a dia. Coletas realizadas apds
contraste para exames de imagem, como os de ressonancia, apresentam redugdo



acentuada dos niveis de calcio. Ja coletas feitas depois da administra¢ao de glico-
corticoides, para dessensibilizacdo do paciente, podem apresentar inumeras altera-
¢des, como aumento significativo de glicemia.

Amostras coaguladas ou com presenca de microcoagulos

Amostras coaguladas inviabilizam a realizagdo de exames como hemograma, amo-
nia, tempo de protrombina, fibrinogénio, entre outros. Problemas provenientes de
microcoagulos também podem prejudicar alguns tipos de equipamentos, causan-
do entupimento, como ¢ o caso de aparelhos de gasometria e contadores de células,
sendo capazes de induzir a erros de medidas.

Aliquotagem

Tanto a identificagdo 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
primdrio é sempre mais seguro.

Atividade fisica

Pode ter efeito transitorio em alguns componentes sanguineos, pela mobilizagao
da agua ou pelas variagdes das necessidades energéticas, entre outros motivos. Po-
dem ocorrer, por exemplo, aumento do nivel de creatinofosfoquinase (CPK) apds
longo esfor¢o muscular e leucocitose, por neutrofilia, apés mobilizagiao do pool
marginal de neutroéfilos.

Transporte de amostras

Em razao da importancia do transporte de amostras, foi criada a RDC 20, espe-
cialmente para regularizar esse procedimento. Falhas no processo de transporte,
alteragdes de temperatura e tempo de transporte acima ou fora do padrao deter-
minado para produtos bioldgicos, amostras e hemocomponentes podem incor-
rer em erro da analise na triagem laboratorial e contaminagdo ou deterioragao
de produtos bioldgicos, além de perda de sua qualidade. Todos os eventos citados
interferem negativamente na terapéutica do paciente.

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

« Orisco de infec¢ao do trabalhador do transporte;
+ A possibilidade de contato com pessoas durante o transito;
« A contaminagdo do ambiente em situacdes de avaria.

Para essa etapa do processo, a gestao da qualidade deve prever um indicador
para monitorar as variagdes de temperatura.



Coletas especiais
Alguns analitos requerem atengao especial no momento da coleta, como nao usar
alcool na assepsia quando for fazer a dosagem de etanol.

INDICADORES DE ERRO DA FASE PRE-ANALITICA
Para fazer a gestao da qualidade da fase pré-analitica, deve-se utilizar indicadores
de desempenho, que sdao medigoes realizadas para acompanhamento de processos.
E 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 graficos que demonstrem claramente a
realidade encontrada.
Um exemplo de indicador da area de atendimento é demonstrado na Figura 3.
A Figura 4 mostra um exemplo de representa¢ao grafica de indicador de recoleta.

Exames solicitados e ndo cadastrados por unidade
de coleta (meta 2%)

4,5

4,5

3,5

2,5

1,5
0,8

1,5
1 0,7
1 0,3
B B
o LN

Unidade A Unidade B Unidade C Unidade D Unidade E  Unidade F

FIGURA 3 Exemplo de indicador da drea de atendimento.

Porcentagem de novas coletas realizadas
em determinado periodo (meta 1%)

Coagulagéo
Microbiologia
Urinalise
Hematologia
Bioquimica
Imunologia

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1.4

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

« Motivo;
o Posto de coleta.

Quanto mais informagdes detalhadas o indicador fornecer, maior a capacidade de
enxergar como o servico esta caminhando e tomar as a¢gdes de melhoria necessarias.

Para a seguranc¢a do processo, ¢ imprescindivel checar a identificagdo dos pa-
cientes e das amostras, de preferéncia com dois identificadores. Além disso, a uti-
lizagao do codigo de barras para identificagdo dos tubos reduz enormemente os
erros de transcri¢do de informagdes. Outros exemplos possiveis de indicadores de
fase pré-analitica que auxiliam na gestao da qualidade sao:

+ Porcentagem de contaminagdo de hemoculturas;

« Satisfagdo dos pacientes com a coleta de exames;

« Tempo de atendimento porta versus coleta;

« Numero de coletas versus técnico de coleta (produtividade).

CONSIDERACOES FINAIS

A fase pré-analitica é a mais suscetivel a erros. Quando o laboratério cumpre todas
as etapas predefinidas na gestao de qualidade, as oportunidades de erros na fase
pré-analitica reduzem significativamente. Infelizmente, é impossivel eliminar to-
dos os erros, mas deve-se almejar a sua redugao, de modo a aumentar a seguranca
do paciente. A analise continua e adequada dos indicadores da qualidade e das
ocorréncias documentadas permitira ao laboratério melhorar seus processos para
cumprir seu objetivo: diminuir significativamente os erros.

Como nao ha consenso acerca dos melhores indicadores para as fases pré-ana-
litica, aconselha-se fazer benchmarking, ou seja, um processo continuo de medidas
de produtos, servigos e praticas para comparagao com os competidores de merca-
do ou companhias reconhecidas.
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GESTAODA
QUALIDADE* @
ANALITICA

Vocé ja imaginou se as ferramentas de controle de qualidade fossem interligadas?

Fornecendo dados concisos sobre a qualidade analitica do laboratorio.

Na Cestdo da Qualidade Analitica — GQA, as
eemes ' informagdes sobre o desempenho dos exames
estdo reunidas, facilitando a andlise criticae a
comprovacao da exceléncia dos resultados, da
qualidade dos servicos oferecidos e da
C— Fs competénciatécnica.

- = = Obtenha e monitore metas por meio da Espe-
cificacdo da Qualidade. Conte com indi-
cadores analiticos para simplificar a gestéo
laboratorial.

SOLUGCOES COMPLETAS PARA
CONTROLE DE QUALIDADE
vide pagina 48

Servicos disponiveis para multiplos segmentos. Consulte o catalogo online em www.controllab.com Contro"ab
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MUITO 4
ALEM DA S
TECNOLOGIA.

Melhoria da gestao,
qualidade e conformidade para‘a
conquista das principais acreditacoes
do setor de Medicina Diagnostica.
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Solugoes completas em software para laboratorios clinicos.

www.shift.com.br
T (17) 2136 1555 | comercial@shift.com.br
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Voceé acredita que é
plausivel ter um
sistema de
Informatica acessivel,
movel, maledvel e

sensacional? A verdade é que, como
profissionais da saide,
estamos acostumados
com as dificuldades
que a nova era trouxe,
nos desafiando a ficar
cada dia mais
tecnolégicos.

Vocé acredita que é
possivel gerenciar um
laboratério mesmo
nao estando dentro
dele?

b Independente das suas
respostas sobre os
questionamentos
Acima, te convido a
conhecer a

Vocé acredita que um
sistema pode ter a l
seguranca da ‘I
Informaciao como uma
de suas premissas?
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A TM Informética criou o LISNET sistema de informacao
de gestao e servicos ao diagndstico.

Um poderoso LIS (Laboratory Information System),
desenvolvido para atender todas as necessidades dos
laboratérios de Andlises nos mais variados perfis e abrangéncia.

A riqueza de
funcionalidades

e a solidez de seus
conceitos foram
caracteristicas
fundamentais para
o sucesso da
informatizacgio de
diversos servicos
publicos e privados,
hospitalares e
ambulatoriais,

assim como laboratéries.de apoio, redes de laboratoérios,

e bancos de sangue.

A caracteristica principal do LISNET é a mobilidade, com seu
funcionamento em nuvens (Cloud-Computing), o acesso ao
sistema é através da internet, instalando o

aphcai'::lvo em seu computador, sendo =3 ﬁ
pOrtétll Oll llm deSktop em Slla. Casa Ol] l‘la B:}p;:fo(:.e ‘“c:g o~ I"ég;g";’-;g:ci

clinica tera acesso ao sistema com todas Jomeacso

as suas funcionalidades 24 horas por dia il
mesmo fora do laboratério, bastando ter PR ,.
conexao com a internet, sendo ela J
3G, Wi-Fi ou banda larga, isso é a L. 3 &
TM trabalhando em prol do seu sucesso! D .E. B

Desktop Notebook Celular
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Monitoramento em Real Time

Em qualquer lugar, estando ou nio no laboratério é possivel acessar o andamento
dos processo sendo possivel gerenciar; pacientes cadastrados, exames executados
no local e urgentes, exames triados por hora, TAT, status dos exames
dentre inumeras outras possibilidades.

Griéficos, estatisticas, relatorios, informacoes do sistema ao seu dispor.
Maiores detalhes entre em contato conosco, teremos o maior prazer em lhe atender.
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Gerenciamento de Amostras e Controle de Qg{a[idade

Pratico, répido e féci[

Através da tela de
gerenciamento de amostras
do LISNET é possivel eriar
inameras ferramentas de
filtros que permitem ao
usudrio criar um fluxo de
trabalho efetivo e rapido!

Jaudar, tudo isso sem ser neee tﬁ}car de tela, tornando o processo
extremamente agil e efic

[ Detate Ansutasos | [\ Revatago Gritce

Conhega o TM Quality! L Aesmaeno
E a ferramenta de manutencio
e gerenciamento dos controles
de qualidade internos do
laboratério. Com ele € possivel
cadastrar os controles de cada
analito dos equipamentos e
conseguir avaliar tendéncias,

ot

Nerfcacss
e

processos, garantir a efetiva Q B B B ST W | 8 o s

liberacao dos analitos com ciéncia e consciéncia da efetividade do
controle de qualidade Interno (CQI)

Ainda com essa ferramenta € possivel bloquear os analitos de acordo
com os controles, obrigando o usuério a realizar os processos corretivos
antes de seguir com a rotina.
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INTERDISCIPLINARIDADE

INTEROPERATIVIDADE
IMPLANTACAO

Interdisciplinaridade: Se partimos da premissa de que diferentes areas de trabalho
aproximam pessoas semelhantes, a existéncia de diferentes dreas de trabalho em um
mesmo time nos trdz diferentes pontos de visdo de um mesmo ponto e, consequentemente,
um maior niimero de possibilidades de solu¢oes, idéias e criacdes.

Interoperatividade: Atualmente, trabalhamos com uma ampla possibilidade de interagoes
entre sistemas! O TM Interface, pode ser um LIS e um HIS, se tornando auténomo e
efetivo, em contrapartida, o LISNET tem uma grande capacidade de integracao com
diversos HIS, o que permite gerenciar o Laboratério de Analises Clinicas com as melhores
ferramentas e com as informacées oriundas do HIS ja estabelecido. Ainda em tempo, vale
ressaltar a interacio entre os nossos sistemas com laboratérios de apoio! Atualmente,
temos um processo muito rapido, pratico e facil de integrar laboratérios; em sua grande
maioria, basta cadastrar e triar no LIS e enviar com a etiqueta priméria para o apoio e
aguardar o retorno dos resultados: '

Implantaciao: Nossa experiente equipe de implantacio tem origem nas bancadas de
Laboratérios Clinicos! Isso nos traz intimidade com o ambiente e fluxos!

A implantagdo ¢ um momento de novidade, de novos processos e n6s, da TMInformdtica
temos orgulho de fazé-las da melhor maneira possivel € com o menor impacto possivel.

~ PARAATM,
SEGURANCA E COISA SERIA!

Microsoit ,
AS . CERTIFIED ailian]ns ORACLE
eguranca é uma das premissas T cisco e

da TM Informaéitica por esse
motivo cliente da TM usa Banco
de dados Oracle, aquele desejo de

METS | MODST | MCA |

MICSE | MACITP | MCP | MCT | DR I CoRi [ OrbA

CONP. | COSP

RHCE | LP1-1 | P12
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-~ 2 il o ”:—.j L ¥
ter.o melhor agora é possivel, tudo )  securlty ( o ITIL. P..1
incluso no nosso pacote de
servicos, éaro nio, seguro e hekpors Cotecsecuty Carticate o Goud ecaty et Prfes Varsgsmans
possivel ter sim, fale conosco, ) e
teremos o maior prazer.em CYHDI . L) SNIA  D-Link
atende-lo, sl

Help Deik Manager Exam
[HOR

. SNIA Storage Network D-Link Advanced
A Tigr 1 mlin
e e Foundation Exam Certification (DA

» Seguranga do banco de dados;

* Backup de link para acesso remoto;

¢ Sem limite de banda para conexoes;

* Atualizacao Live-Update;

* Backup Automaitico das informacoes;

* Banco de dados Cliente-Servidor Oracle;

» Manutengio de banco de dados on-line (ndo é preciso parar o sistema).
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2 Sistematizacao para estudo de interferentes na
avaliacao de um método laboratorial bioquimico

INTRODUCAO

Na rotina assistencial, os métodos laboratoriais estao sujeitos a interferéncia de
fatores enddgenos e exdgenos. Entende-se por “interferente” qualquer substancia
ou processo capaz de interagir e alterar as rea¢des imunoquimicas, falseando os
resultados dos exames laboratoriais.

Os mecanismos de interferéncias sdo diversos: interferéncias fisicas com a ma-
triz da amostra bioldgica (altera¢ao da viscosidade e turbidez); reagdes proteicas
ou enzimaticas do tipo competicao; inibi¢ao ou reagdes cruzadas; entre outros.

Entende-se por interferentes “endégenos” as substancias encontradas na amos-
tra bioldgica, podendo ser naturais ou associadas a saude do paciente: lipemia,
hemolise, coagulo, bilirrubina, proteinas, autoanticorpos, anticorpos heteréfilos,
entre outras.

Interferentes “exdgenos” compreendem substancias consumidas pelo paciente
ou introduzidas na amostra bioldgica, como medicamentos farmacoldgicos, poli-
vitaminicos, fitoterapicos, toxicos, entorpecentes, aditivos e conservantes presentes
nos frascos de coleta, substratos reagentes e calibradores, além de processos pré-
-analiticos relacionados ao transporte, a conservagao, a centrifugagdo e ao preparo
(p. ex., lavagem) das amostras biologicas.

O impacto dos interferentes é variavel, de desprezivel até grave, dependendo da
natureza e da amplitude de variagdo do analito dosado, das condigdes clinicas e
do local de assisténcia ao paciente e até mesmo do grau de conhecimento técnico-
-cientifico dos profissionais envolvidos, sejam eles do laboratério, sejam da assis-
téncia direta ao paciente.

Como consequéncias, a presenca de interferentes laboratoriais pode promover
solicitagdes inadequadas de novos exames, erros de diagnéstico e condutas tera-
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péuticas inapropriadas, com riscos a saide dos pacientes. Portanto, cabe ao labo-
ratorio seguir as boas praticas da qualidade para garantir a representatividade da
amostra e a confiabilidade de seus resultados.

O avango tecnolégico laboratorial possibilitou ndo apenas o aumento da produ-
tividade e a redu¢ao do tempo de libera¢ao, mas também, e principalmente, con-
fiabilidade e eficiéncia aos resultados de exames, com melhorias substanciais ao
processo analitico. Com a automagao laboratorial, as plataformas bioquimicas ja
sao capazes de inspecionar os indices séricos de hemolise, ictericia e lipemia das
amostras bioldgicas, previamente a corrida analitica. Dependendo do indice des-
ses interferentes e do analito a ser dosado, os equipamentos emitem sinais de alerta
para a tomada de decisdo: dar prosseguimento a dosagem laboratorial ou rejeitar a
amostra bioldgica e recoleta.

ESTUDO DE INTERFERENTES EM BIOQUIMICA

E importante ressaltar que os estudos de interferentes devem imitar os processos
reais, sendo semelhantes as dosagens laboratoriais de rotina. Portanto, antes de
qualquer estudo, vale a pena revisar se os processos internos do laboratorio estdo
de acordo com as boas praticas laboratoriais. Na fase pré-analitica, sugere-se rever
os processos de identificagdo, coleta, transporte, armazenamento e centrifugagao
(quando necessario) da amostra bioldgica.

A adequacio dos processos analiticos também deve ser revista: qualidade da
agua; limpeza do material; calibragao dos aparelhos de manipulagido da amostra
(pipetas, vidrarias etc.); condigoes e validade dos materiais utilizados (padrdes, cali-
bradores, controles, reagentes e insumos em geral); condi¢cdes dos equipamentos de
analise (informagdes sobre as manutengdes preventivas e corretivas) e informacdes
do método utilizado (linearidade, limite de detecgdo, calculos; controle da qualida-
de; intervalo de referéncia; limites de decisao clinica; e valores criticos). Intercorrén-
cias externas, como rede elétrica, temperatura ambiente e fatores humanos (erros de
calculos, diluigoes ou operagdes técnicas), também devem ser revisadas.

O estudo de interferentes pode ser conduzido seguindo as recomendagoes espe-
cificas da literatura, e seu principal objetivo sera estimar o erro sistematico causa-
do por algum eventual interferente na amostra bioldgica.

Procedimento do estudo

« Prepara-se um par de frascos para a andlise;

« Em ambos os frascos, adiciona-se o0 mesmo volume da amostra biologica do
paciente que contém o analito a ser dosado;

+ No primeiro frasco, adiciona-se determinado volume de solu¢ao do material
interferente a ser pesquisado;

22



« No segundo frasco, adiciona-se uma solug¢ao de dilui¢io ou um solvente puro,
sem o interferente;

» Asamostras de ambos os tubos sdo processadas pelo método de interesse e seus
resultados sdo comparados entre si;

+ Se houver diferenca entre os resultados acima de um limite definido, pode-se
concluir que houve interferéncia da substancia pesquisada no analito dosado.

ObservacGes importantes referentes ao estudo dos interferentes

As solugoes de analise podem ser amostras bioldgicas dos pacientes (recomen-
dado), pools de amostras bioldgicas de pacientes ou solugdes-padrdo. Quanto a
solugdo interferente, é desejavel utilizar uma solugao-padrao para materiais solu-
veis, pela capacidade de revelar melhor a presenca do interferente. Nos estudos de
lipemia e hemolise, recomenda-se a utilizagdo de amostras bioldgicas ou pools de
pacientes.

A concentragdo do interferente estudado deve ser alta, de preferéncia proximo
da concentragdo maxima esperada na populagao. Se foi observada interferéncia no
nivel maximo, seria interessante testar concentracdes mais baixas para determinar
o limite inferior da interferéncia nos resultados. Quanto ao volume adicionado do
interferente, ele deve ser pequeno para minimizar a dilui¢ao da amostra bioldgica
a ser testada.

E importante manter exatamente as mesmas diluicdes 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 sistematico
pelas diferencas entre os valores médios dos resultados pareados.

Exemplo pritico (passo a passo)

A seguir, é apresentado um exemplo de estudo de interferéncia de determinada
concentragao de uma substincia na dosagem da glicemia de jejum, conduzido em
trés amostras bioldgicas distintas: A, B e C. A glicemia foi dosada em duplicata,
cujos resultados foram:

« Amostra A (interferente) = 115 e 117 mg/dL; Amostra A (solugdo de dilui¢do) =
94 e 96 mg/dL;

« Amostra B (interferente) = 97 e 99 mg/dL; Amostra B (soluc¢do de dilui¢ao) = 82
e 84 mg/dL;

« Amostra C (interferente) = 110 e 108 mg/dL; Amostra C (solugdo de dilui¢ao) =
93 ¢ 91 mg/dL.

1° passo — célculo 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.

2° passo — cdlculo das diferencas entre os resultados pareados:
+ Diferenca na amostra A = 21 mg/dL;
+ Diferenga na amostra B = 15 mg/dL;
+ Diferenga na amostra C = 17 mg/dL.

3° passo — célculo da média da diferenca para todas as amostras biolégicas testadas:
+ Interferéncia média = 17,7 mg/dL.

Critérios de interpretacao

O estabelecimento de valores limitrofes aceitaveis para os desvios encontrados é
importante para conferir o grau de interferéncia da substancia pesquisada nas do-
sagens laboratoriais de um analito.

Habitualmente, tais critérios baseiam-se na comparacdo entre o valor da
interferéncia média observada (erro sistematico observado) e o erro permitido
para o analito dosado. Na dosagem da glicose, por exemplo, a variagao maxima
de desempenho analitico aceitavel é de 10%, conforme os requerimentos para
a qualidade analitica definidos pelo CLIA-88 (Clinical Laboratory Improve-
ment Amendments) (Tabela 1). Tais critérios descrevem a qualidade analitica
em termos do Erro Total Maximo que compreende a soma do erro sistematico
(inexatiddo) e do erro aleatério (imprecisdo).

Considerando o limite superior da normalidade (99 mg/dL), o erro maximo
permitido seria de 9,9 mg/dL. Portanto, no exemplo dado, como a interferéncia
média observada de 17,7 mg/dL foi maior que o erro maximo permitido, conclui-
-se que houve interferéncia da substancia testada na dosagem da glicose, cujos
resultados ndo podem ser aceitaveis. Em outras palavras, o interferente falseou
significativamente a dosagem do analito.

Além de se comparar o erro sistematico observado com o desempenho anali-
tico aceitavel definido pelo CLIA, outros critérios podem ser utilizados pelo la-
boratorio para interpretar o estudo dos interferentes: pode-se calcular pelo teste t
pareado se as diferencas entre os resultados das amostras pareadas, com e sem o
interferente, sdo significativas (p < 0,05) ou comparar o erro sistematico observado
pelo interferente com o coeficiente de variac¢ao bioldgica intraindividual, como
especifica¢ao 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 agdo do interferente investigado.
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TABELA 1 Requerimentos para Qualidade Analitica (CLIA-88): desempenho aceitdvel

Quimica de rotina

Analito

Desempenho analitico aceitdvel

Acido urico

Valor-alvo + 17%

Alanina aminotransferase (ALT)

Valor-alvo + 20%

Albumina

Valor-alvo + 10%

Alfa-1 antitripsina

Valor-alvo + 3 SD

Alfafetoproteina

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)

Célcio 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 coriénica 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%

pCO, (gasometria)

Valor-alvo + 5 mmHg ou + 8% (o maior)

pH (gasometria)

Valor-alvo + 0,04

pO, (gasometria)

Valor-alvo + 3 SD

Potéssio

Valor-alvo + 0,5 mmol/L

Proteinas totais

Valor-alvo + 10%

Sédio 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

Triglicerideos

Valor-alvo + 25%

Hormonio estimulante da tireoide (TSH)

Valor-alvo + 3 SD

Ureia

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

Fonte: adaptada de Westgard, 1992."
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Interferentes estudados
Interferéncias podem depender de métodos ou analisadores. Portanto, recomen-

da
do

-se avaliar as especificacdes analiticas do teste. Os manuais dos equipamentos e
s reagentes geralmente incluem declaragdes sobre estudos de interferéncia reali-

zados pelo fabricante. Na literatura, também ¢é possivel acessar diferentes artigos e
guidelines relacionados aos interferentes laboratoriais bioquimicos.

Nas boas praticas laboratoriais, recomenda-se testar interferentes comuns, como

hemodlise, lipemia, bilirrubina, conservantes e anticoagulantes usados na coleta de
amostras bioldgicas.
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Hemolise: pode ser testada removendo-se uma aliquota de uma amostra biold-
gica, que, depois, ¢ hemolisada mecanicamente ou por congelagio. Esse topico
sera discutido em outro capitulo deste livro com maior detalhamento;

Lipemia: a interferéncia lipidica pode ser testada pela adi¢dao de emulsoes co-
merciais de gorduras ou amostras bioldgicas de pacientes com lipemia pré e
pos-ultracentrifugagdo. O mecanismo de interferéncia resulta da dispersao da
luz, causando erros de medi¢ao em métodos fotométricos, ou do deslocamento
de volume pelo lipidio, resultando na redugdo da parte hidrica;

Bilirrubinas (ictericia): as hiperbilirrubinemias séricas ou plasmaticas podem
causar interferéncia espectral em ensaios proximos ao pico de absorbancia
da bilirrubina de ~ 456 nm. Interferéncia quimica, por exemplo, com reacdes
catalisadas por peroxidase também podem ocorrer. O estudo de interferentes
pode ser realizado com padrdes comerciais de bilirrubina ou com amostras
de pacientes;

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

Medicamentos: interferéncias causadas por farmacos nas amostras bioldgicas
nem sempre sdo pesquisadas no laboratério pela falta de informagoes sobre
quais medicamentos sdo consumidos pelos pacientes. A interferéncia de farma-
cos pode ser: quimica - o farmaco original, os metabdlitos ou os aditivos reagem
de forma cruzada; drogas ou aditivos — atuam como aceleradores ou inibidores
do ensaio; fotométrico — o farmaco, os metabdlitos ou os aditivos tém picos de
absorgao semelhantes aos do cromdgeno medido. Geralmente, recomenda-se
dosagem em métodos comparativos, como a cromatografia e a espectrometria
de massa. Amostras de voluntarios que tomaram o medicamento nas mesmas
concentragdes suspeitas de estar causando a interferéncia também podem ser



coletadas para comparac¢do. Em casos de duvidas, recomenda-se ler as bulas do
medicamento ou contatar os fornecedores;

« Componentes dos tubos de coleta: os aditivos dos tubos (anticoagulantes, ativa-

dores de coagulo, conservantes etc.) podem interagir quimicamente nas reagdes
ou por adsor¢do inespecifica ou ligagdo inespecifica em imunoensaios, falsean-
do as dosagens laboratoriais. Essas substancias podem ser estudadas obtendo-
-se uma amostra de sangue total e, em seguida, distribuindo-se aliquotas 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 titulo de comparagdo. Cabe ressaltar a importancia da revisao dos
processos pré-analiticos, com a sequéncia correta de coleta dos tubos, quando
se tratar de amostra sanguinea.

CONSIDERACOES FINAIS

Diante de qualquer possibilidade de interferéncia nas dosagens analiticas em bio-
quimica, é essencial a revisao de todos os processos pré-analiticos, analiticos e pos-
-analiticos, conforme as recomendagdes das boas praticas laboratoriais.

Os laboratérios devem desenvolver um sistema de qualidade especifico para
lidar com essa questdo. O estudo de interferentes no laboratério clinico precisa en-
volver todos os profissionais, tanto da drea técnica quanto administrativa, pois isso
promove uma oportunidade de investimento em treinamentos tedrico-praticos e
na atualizagdo da equipe.

Outras consequéncias positivas relacionadas ao estudo de interferentes refere-
-se a possibilidade de desenvolvimento ou modificagdo das instru¢des de trabalho,
revisao dos processos de automacao (verificagoes delta check, critérios de libera-
¢do automatica, critérios de rejei¢ao de amostras) e atualiza¢ao dos indicadores da
qualidade, dos limites de decisdo clinica e dos valores de notificagao compulsoria.

E importante a conscientizagdo dos profissionais do laboratério no momen-
to da assinatura e da liberacdo dos laudos, principalmente diante de resultados
discrepantes. Caso necessario, rever os prontudrios, consultar o corpo clinico e
buscar informagdes em literatura cientifica representam estratégias adequadas da
fase pos-analitica, que visam garantir a seguranca e a confiabilidade dos resultados
liberados.

Por fim, trata-se de um tema estratégico, que, embora tenha sido relatado hé va-
rias décadas, ainda continua sendo moderno, pois o constante avango tecnolégico
impacta diretamente na sensibilidade analitica dos métodos laboratoriais, aumen-
tando a chance de serem revelados novos interferentes bioquimicos.
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& micropipeta fixa e variavel mono e

multicanal
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Analisador cobas ¢ 513

Buscando novas maneiras de fazer grandes contribuicdes
Atendendo as demandas crescentes de HbAlc a Roche estabelece um novo
precedente em eficiéncia laboratorial com uma solugéo inovadora, reafirmando
a sua lideranca no mercado IVD. Com resultados de alta qualidade, o sistema
cobas c 513 realiza de forma dedicada, o teste Roche Tina-quant® HbA1c
AlcDx Gen.3 ', padronizado em conformidade com o IFCC e certificado pela
NGSP e rastredvel pelo DCCT, entregando resultados padronizados de alta
qualidade em uma produtividade de 400 resultados por hora com otimizagéo

da ocupacédo do espacgo da sua drea técnica laboratorial.
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3 Fatores pré-analiticos que interferem no desempenho dos
ensaios de proficiéncia e controle interno da qualidade

Controllab

INTRODUCAO

Diante do cendrio atual socioeconomico, da grande competicdo mercadologica e
dos avangos da tecnologia e clientes mais exigentes com relagdo aos servigos pres-
tados, os laboratérios almejam cada vez mais a satisfagao dos médicos e pacientes,
que pode ser traduzida, nesse contexto, como qualidade, custo e prazo de entrega
dos servicos.

Esse gerenciamento da qualidade independe do tamanho e do segmento do la-
boratério - hoje, tornou-se um quesito obrigatdrio para diminuir desperdicios e
reinvestir recursos dentro do préprio laboratério, tornando o processo mais efi-
ciente e eficaz.

Pode-se entender a melhoria da qualidade como a soma dos esfor¢os do moni-
toramento das fases de processo em um laboratdrio (pré-analitica, analitica, pos-
-analitica), com o objetivo tinico de mitigar a0 maximo os erros.

Nesse cenario, os laboratdrios contam com as ferramentas do controle de qua-
lidade, em especial o ensaio de proficiéncia (EP) e o controle interno (CI), que
funcionam como ferramentas de autoverificacdo da fase analitica do laboratdrio.
O EP atua no macroambiente, constituindo-se em uma compara¢ao interlabora-
torial na qual o objetivo principal ¢ monitorar o erro sistematico do laboratdrio. Ja
o CI atua no microambiente (intralaboratorial), monitorando, principalmente, o
erro aleatdrio. A qualidade obtida em um laboratério (grandeza dos erros sistema-
ticos e aleatdrios presentes no processo) deve sempre ser comparada a referenciais,
metas definidas internamente (especifica¢ao da qualidade). Somente com um alvo
a ser alcangado, pode-se perceber se o laboratério estd seguindo na diregao correta
ou se ha a necessidade de um novo planejamento.
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Cada vez mais, os indicadores de desempenho laboratorial vém se destacando
como mais uma ferramenta da qualidade, atuando, principalmente, no monitora-
mento das fases extra-analiticas e colaborando com as ferramentas mais tradicio-
nais e difundidas no meio laboratorial.

Apesar de a fase pré-analitica ndo ser o principal “alvo” de monitoramento do
EP e do CI, alguns fatores dessa etapa de execu¢ao do exame laboratorial podem
acarretar impactos para o processo analitico e pds-analitico do laboratério, tanto
na rotina quanto no desempenho do controle de qualidade.

A participagdo em programas de controle de qualidade somente ¢ efetiva se as-
sociada a um gerenciamento dos resultados obtidos, a uma analise critica e a um
acompanhamento continuo por parte da equipe técnica do laboratdrio, possibi-
litando a implantacdo de a¢bes para eliminar desvios observados no processo. A
investigacdo ndo deve se limitar apenas a resultados inadequados, no caso do EP,
ou rejeitados, o qual considera as regras de controle selecionadas pelo laboratdrio
para monitoramento do controle interno. O emprego preventivo dessas ferramen-
tas tem extrema importancia, analisando os resultados adequados a fim de identi-
ficar potenciais problemas.

Para a investigacdo de um erro (desvio do valor verdadeiro que pode causar uma
inadequagdo), recomenda-se, primeiro, uma revisao — um checklist de perguntas
envolvendo cada uma das fases do processo do laboratorio (pré, analitica e pds).

Uma vez completada a revisdo dos dados, fica mais facil tentar categorizar
0S erros:

+ Conforme o momento em que ocorreu:
— Pré-analitico (p. ex., problemas no preparo do material, rotulagem, transporte);
— Analitico (p. ex., problemas de metodologia, equipamentos e técnicos);
— Pés-analitico (p. ex., erro de resultado, erro de submissao);

« Problemas com avalia¢do do EP;

 Erro grosseiro;

+ Sem explica¢ao.

Erros grosseiros sao aqueles que impactam apenas no programa de controle de
qualidade, sem ser reproduzidos na rotina dos pacientes. Eles devem ser evitados
ao maximo a fim de ndo mascarar a identificagao dos reais erros do processo, os
objetivos do EP e do CI. Por exemplo: erros de transcrigdo, reporte incorreto de
sistema analitico, unidade diferente da solicitada no programa e troca de informa-
¢des entre laboratorios.

Conforme dados da literatura,' 19 a 24% das inadequagdes ainda nao tém expli-
cagdo. Nessas situagdes, recomenda-se, minimamente, a verificagdo de um possivel
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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 analises qualitativas associadas a pardmetros como indice ou densidade
optica/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 analise histérica dos pa-
cientes liberados no periodo da inadequagao, verificando casos em que a grandeza
do erro observado conseguiria alterar a interpretagao clinica final.

Neste capitulo, serdo abordados diversos fatores pré-analiticos capazes de im-
pactar nos resultados do controle de qualidade, pelo emprego de exemplos hipo-
téticos de como devem ser identificados e sugestoes de como evita-los. Para tal,
utilizam-se recursos de graficos e o entendimento das informagdes contidas nos
relatorios de avaliacio.

A seguir, estdo listados os principais fatores pré-analiticos que serdo discutidos
mais detalhadamente ao longo do capitulo:

« Armazenamento;

« Erros de diluicao;

» Reconstituicao;

« Exposicao excessiva;

« Agua utilizada para reconstitui¢do;

+ Aliquotagem;

+ Congelamento e descongelamento;

« Contaminagdo;

o Troca de amostra ou amostra incorreta;
+ Nao leitura do procedimento de preparo;
« Transporte.

Alguns desses fatores pré-analiticos estao 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 capitulo, os exemplos a seguir serdo focados exclusivamente em
impactos no controle de qualidade.

Vale destacar que, dependendo do material utilizado no controle de qualidade -
liquido ou liofilizado -, alguns fatores podem impactar de forma mais significativa.
Por exemplo, 0 armazenamento e o transporte sao mais cruciais quando se trata de
material liquido. Ja em materiais liofilizados, destacam-se os fatores de reconstitui-
¢do, a agua utilizada e os erros de diluicao.
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Do mesmo modo, pode-se observar com maior frequéncia alguns fatores pré-
-analiticos em determinada ferramenta de controle de qualidade, EP ou CI. Nos
exemplos, esses pontos serdo destacados. Embora o exemplo possa estar relacio-
nado a ferramenta de EP, é importante que o laboratério verifique, também, sua
aplicabilidade no controle interno, e vice-versa.

O tema sera desenvolvido com o objetivo de ajudar o leitor a compreender a
riqueza de informagdes passiveis de obter dos resultados do controle de qualidade,
tentando entender que cada fator pré-analitico impacta de maneira diferente no
desempenho e provoca comportamentos diferenciados, bem como essas observa-
¢oes facilitam a classificacio dos desvios identificados.

ALIQUOTAGEM
Muitos laboratérios adotam a aliquotagem dos materiais de controle em sua rotina
visando a uma possivel reducao de custos por intermédio da ampliagdo do tempo
de uso do material. Essa pratica esta ligada diretamente com a ferramenta do CI
pela caracteristica do uso continuo para o monitoramento do erro aleatério pre-
sente na fase analitica.

Assim como as amostras de pacientes, os materiais de controle estdo sujeitos
a variagOes e contaminagdes. Para aqueles oferecidos na apresentagio liofilizada,
reconstitui-los diariamente evita a propagagdo de erros e garante uma estabilidade
maior, com menor dependéncia das condi¢cdes de armazenagem.

Como exemplo de comportamento de materiais que podem sofrer interferéncia
no processo de aliquotagem, o grafico da Figura 1, comumente utilizado por labo-
ratérios no monitoramento do controle interno, demonstra o impacto na pratica.
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FIGURA 1 Gréfico Levey-Jennings para rotina de controle interno de bilirrubina total.

Fonte: autorizada pela Controllab.

34



Nesse exemplo, observa-se que a aliquotagem tem sido aplicada pelo usuario
desde o periodo de sua valora¢ao (representada pelo fundo azul), mas, como nes-
se periodo o usudrio utilizava como referéncia a faixa da bula de controle interno,
em virtude de sua amplitude, tal comportamento nao foi observado de maneira
significativa nas 10 primeiras dosagens.

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

Pode-sedestacar, ainda, que olaboratério obteveum pontodeviolagdodaregral,
(ponto 31) e, partindo da premissa que o laboratério especificou adequadamente
as regras de controle e que, ao ter rejeigoes/alertas, deve interromper a rotina anali-
tica para investigar as causas e os impactos em resultados de pacientes, a estratégia
da aliquotagem para redu¢ao de custos passa a ser contestavel.

Com a analise grafica, conclui-se, entdo, que esse laboratério nao conseguiu pre-
servar todas as condi¢oes de conservagio das aliquotas. Nesse caso, recomenda-se,
caso o laboratorio opte por aliquotar os materiais de controle, garantir a manuten-
¢do das suas condicdes de conservacdo, com aliquotas livres de interferentes, ho-
mogéneas e estaveis, além de ter ciéncia do tempo maximo de estabilidade de cada
parametro que compde o controle — e isso torna o processo um tanto trabalhoso.
Nao sendo viavel, o laboratdrio devera adquirir um volume de itens que atenda a
sua necessidade de rotina analitica e, assim, evitar que o comportamento dos seus
dados seja enviesado pela degradagao do material de controle.

CONGELAMENTO E DESCONGELAMENTO

A pratica de congelar e descongelar o mesmo material de controle multiplas vezes
compreende outro tipo de tratamento que os laboratorios devem evitar. Esse tipo
de manipula¢do pode alterar o material de controle e, consequentemente, invia-
bilizar a andlise da qualidade analitica do laboratério. Geralmente, essa pratica é
realizada pelos laboratorios, buscando maximizar o seu tempo de uso e reduzir os
seus custos com controle. Contudo, pode acarretar a alteragao de alguns parame-
tros; além disso, com o tempo, os seus valores podem sofrer tendéncias em virtude
da degradacao do material por mau uso.

RECONSTITUICAO

Extremamente importante, a reconstituigdo dos materiais de controle representa
uma etapa realizada durante a fase pré-analitica. Nesse procedimento, o laborato-
rio precisa se preocupar com dois pontos: primeiro, o tipo de agua que deve ser
utilizado para a reconstitui¢do; 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.

E importante comentar que, além de enviar o instrumento para a calibragéo, o
laboratdrio deve realizar uma andlise critica da situacdo do instrumento antes de
usa-lo novamente. Para isso, os certificados de calibragdo apresentam a média e a
incerteza obtida pelo instrumento e, por meio delas, o laboratério deve verificar se
o intervalo de resultados esta contido na tolerancia.

A questao que deve nortear o laboratério quanto a definigdo da tolerancia sobre
o tamanho do erro que o instrumento pode ter, sem impactar negativamente nos
resultados, refere-se a comparagdo da incerteza declarada na calibragdo com a sua
especificacao da qualidade analitica, definida para cada um dos ensaios que com-
pdem o material de controle.

A seguir, na Figura 2, ha um exemplo de uma especificagdo rigida proposta pela
variagdo bioldgica para o exame de calcio idnico no soro humano. Nele, considera-
-se o fator Z de 1,96 (95% de confianga) para o erro total permitido.

Selecionar Referéncia x

Calcio idnico (mmol/L)
Soro Hurmano

Erro total penmitido (ETp) Ei ta 3 (EAD) Em (ESn)
Variacio biolégica Fator Z: | 1,96 (2DP) 85 © |
O Onime 1 1 4% 0%
() Desejivel 24% 1 0,9% 06%
®) Minime 5% ' 13% 10%
Estado da arte % frente ac ETp: |25,0 % frente ac ETp: |_50.0
(D) Contraltab % 3% 2 % z
e I

srachio o ETp do provedo:

[ox | [ cancetar

FIGURA 2 Tabela de referéncias para especificacdo da qualidade analitica.

Fonte: autorizada pela Controllab.

Visando ao erro total permitido de 3,5%, conforme a referéncia da variagdo
bioldgica, pode-se concluir que, para manter o desempenho do sistema abaixo
do percentual maximo permitido, é necessario que o pipetador utilizado para a
reconstituicdo dos materiais de controle tenha uma incerteza consideravelmente
baixa e que nao interfira nos resultados do controle de qualidade e no néo atendi-
mento de sua especificagdo da qualidade.

Na Figura 3, apresenta-se um exemplo observado no relatério de avaliagao do
laboratério para o ensaio de antiestreptolisina O (ASO).

36



Relatério de Avaliacao H

Médulo: Imunclogia Ant iestreptolisina O Quanti Data: 12/12/2017
Rodada 4 Versio1
Ensaiot ASO KIT: XLY EQU: ABCD

Res. ID

o] ‘ 75 7 474,73 3980 84 3250a 670,0

6204 o7s 185 | 1A | 307
o2 | | 7 e 760 123 466077 %0 224 | 450 ‘ 0| sss w9
‘ ‘
o3 |75 | 7 4385 2975 79 51820 6542 | 4776 025 |o%0 | 1 | s

FIGURA 3 Relatério de avaliagdo do ensaio de proficiéncia de imunologia ASO.

Fonte: autorizada pela Controllab.

No relatdrio de avaliagdo, observou-se que, além de todos os itens estarem aci-
ma da média, indicando um erro sistematico positivo, o item 2 apresentou para a
ASO um valor acima do limite aplicado pelo provedor de EP. Ao analisar o com-
portamento histérico do laboratério (Figura 4) em “grafico ID por rodada’, por
meio dos seus indices de desvio, observou-se que, ao longo das avaliagdes, a maior
parte dos seus resultados ficou proxima da média e quatro itens se apresentaram
mais distantes e significativos ao limite aplicado.

Em outro levantamento ainda na Figura 4, contudo visando ao “grafico ID (por
concentragdo)”, que levou em consideracdo as concentragoes dos materiais de con-
trole e o indice de desvio do laboratério, observou-se uma maior dispersao dos
dados em concentracdes mais baixas, exatamente na faixa em que se deram as
inadequagdes do laboratdrio.

Ao analisar esse comportamento, o certificado de calibragao do instrumento
utilizado foi revisto, verificando-se que apresentava um erro de aproximadamente
10% em sua pipetagem, o que foi significativo como fator de interferéncia no EP do
laboratdrio nas concentra¢des mais baixas.

Imunclogia ASO - Ufml i Imunologia ASO - U/mL i
¢ rodada 4fico de 1D (por concentragaa)
n1 [2item 2
Ano cumulative: 2017 By E3 e & Ano cumulative: 2017
4 4
3 g |
a . + =) .
T 2 . * .‘.; 2 - l
g ! A
% - -
29 4 ® * 2 So . > .
T * = .
s o
T2 L
-3 3
. +
aco
Rodada Concentracio

FIGURA 4 Gréficos de acompanhamento da avaliagdo do laboratério no ensaio de
proficiéncia de imunologia ASO.

Fonte: autorizada pela Controllab.
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Além de controlar a calibragao dos seus instrumentos utilizados para reconsti-
tuicdo do material, o laboratério deve se atentar ao volume de agua recomendado
pelo provedor para a reidratagdo. O exemplo a seguir relata um caso em que o
participante de um EP realizou a reconstitui¢cdo do item 2 com um volume menor
que o solicitado pelo provedor, praticamente com a metade do volume necessario,
0 que ocasionou um erro extremo para todos os ensaios que compdem o controle.

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

Assim como o volume da reidratagdo dos materiais de controle, o tipo de agua
utilizado é de suma importincia. O préximo tdpico visa a discutir a relevancia e
a exemplificar possiveis impactos relacionados a essa etapa da fase pré-analitica.

Relatério de Avaliagdo 2
Médulo: Imunoproteinas | Data:19/1/2018
Rodada: 4 Versao:1
Ensaio: C3 KIT: XvZ EQU: ABCD
Faixa de Avaliacio
()] 75 233 96,47 18,57 193 723a1207 noz 0,57 074 ‘ 1A 142
02 75 233 6582 16,52 251 i 493 a 824 ‘ N0 3,03 ; 2,00 n 76,2 304
03 75 233 19933 716 36 163442353 2010 005 | 023 14 09

Ensaio: C4 KIT: XYZ EQU: ABCD

Faixa de Avaliacdo

o | 75 228 2 4,08 179 71a286 239 019 027 1A 48

02 | 75 | 28 130 375 230 1222205 277 279 | 304 ‘ i ‘ 700 | 254
03 | 75 | 28 477 035 24 n6am9 150 008 | 106 | 1A 15
Ensaio: 1gG KIT: XYZ EQU: ABCD

Faixa de Avaliacéo

o1 75 249 969.8 1377 14,2 727 a2 9510 -007 | -0)4 1A -19
02 75 250 6683 1233 184 ‘ 5012835 neg0 2,99 4,47 n ‘ 748 273
03 75 250 226 14,0 6,6 <300 2320 - 139 1A 91

FIGURA 5 Relatério de avaliagdo do ensaio de proficiéncia de imunoproteinas C3, C4
e lgG.

Fonte: autorizada pela Controllab.
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AGUA UTILIZADA PARA RECONSTITUICAO

A qualidade da dgua utilizada na reconstitui¢do dos materiais de controle contribui
para que os resultados promovidos sejam confiaveis. A agua tem inumeras aplica-
¢Oes no laboratdrio e a presenca de interferentes pode ser prejudicial a rotina do
laboratério.

O laboratério é responsavel pela selecdo do tipo de agua adequada aos seus
objetivos. A escolha parece ser facil, porém o laboratério ndo pode deixar de consi-
derar as analises realizadas e o ciclo da sua rotina. As andlises de eletrolitos (célcio
ionico, sédio, potassio, cloretos), por exemplo, requerem o uso de agua com baixas
concentracdes eletroliticas (baixa condutividade e alta resistividade).

Na Figura 6, tem-se o inicio do periodo de valoragdo de CI no parametro de
cloretos.

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

Cloretos - mmol/L —

Gréfico de Levey-Jennings Nivel| [4 Nivel Il

Indice Z

N

1 2 3 4 5 6 7 8 9 101 12 13 14 15 16 17 18 19 20

N

FIGURA 6 Gréafico Levey-Jennings para a rotina de controle interno de cloretos.

Fonte: autorizada pela Controllab.
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Como os dados de outros parametros (p. ex., calcio ionico e sddio) apresen-
taram comportamento similar, indicou-se um possivel problema de reconstitui-
¢do do controle, relacionado a qualidade da agua utilizada. Considerada ideal
para métodos de andlise que exigem minima interferéncia e maximas precisdo e
exatidao, a agua ultrapurificada tem se constituido uma opgao de muitos labora-
torios para a reconstitui¢cdo de materiais de controle. Esse tipo de agua deve ser
empregado no momento em que ¢ produzido - ou, no maximo, no mesmo dia
da coleta - para evitar que as suas propriedades voltem as condi¢des anteriores
as da purificacdo.

A atengao do laboratério deve ser direcionada nao somente aos processos de pu-
rificagdo, mas também ao armazenamento e a distribuigdo da dgua no laboratoério.
Os processos devem garantir que os parametros especificados sejam atendidos e
mantidos a fim de evitar possiveis transtornos.

NAO LEITURA DO PROCEDIMENTO DE PREPARO

O objetivo dos provedores de controle de qualidade é enviar para analise dos labo-
ratdrios amostras que se assemelhem ao maximo as utilizadas em suas rotinas, com
a finalidade de mimetizar por completo o processo. Contudo, algumas excegdes
podem ser necessdrias a fim de garantir uma melhor estabilidade dos materiais,
como o processo de liofiliza¢ao, o uso de matriz diferente da rotina, a extragdo e
a dilui¢ao da amostra, entre outros. Por esse motivo, os provedores preocupam-se
sempre em atualizar suas instru¢des de uso dos materiais, destacar qualquer tipo
de alteragdo 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 laboratério comegou a apresen-
tar inadequagdo no EP de rotavirus, por ndo 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-analitico também pode
ocorrer com o uso do CI.

No caso de uma inadequagao para ensaios qualitativos, sugere-se fazer uma ta-
bela similar a apresentada a seguir (Figura 7), que resume as informagdes princi-
pais a serem analisadas pelo laboratério, direcionando-o para uma melhor analise
de investigacao de causa.

A partir da rodada 2, esse laboratério comegou 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
minimo, 92%. O consenso obtido entre todos os laboratérios que utilizam o
mesmo kit do laboratorio identificado como XYZ também foi satisfatorio, com
minimo de 92%. Esses dados sdo importantes, pois mostram que, a principio, o
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Relatério Histdrico de Avaliacao 52

Médulo: Rotavirus KIT: X¥2Z
Ensaio: Rotavirus EQU: ABCD Periodo: Set_2017 a Mar_2018
Rodada: Redada 3 Versao: 1

Item Resultado Laboratério Resultado Provedor Aval Consenso Geral (%) Consenso Grupo KIT (%)

o Negativo Negativo 1A 938 96,7

02 Negativo Positivo 1 924 98,5

03 Negative Negativo 1A 974 959
Rodada: Rodada 2 Versdo: 1

tem Resultado Laboratério Resultado Provedor

o1 Negative Positive n 976 998

02 Negativo Negativo 1A 852 98,4

03 Negativo Positivo N 96,8 924
Rodada: Rodadal Versio: 1

Resultado P o Consenso Geral (%)

(1) Negativo Negativo 1A 953 100,0
02 Pasitive Pesitive 1A ‘ 96,7 996
o3 Pasitive Pesitivo 1A ‘ 94,6 98,7

FIGURA 7 Analise histérica de desempenho do laboratério.

Fonte: autorizada pela Controllab.

material de controle néo apresentava comportamento atipico, alinhado a dados
de homogeneidade e estabilidade do provedor, além de nao ter havido efeito
matriz e/ou comportamento diferenciado para o kit utilizado (amostras nao
estavam na zona de indeterminacdo do kit), direcionando o laboratério para
analisar seu processo interno.

Em contato com o laboratdrio, constatou-se que, no fim do ano, ocorreu uma
mudanga da equipe técnica responsavel pela andlise de rotavirus e a nova equipe
ndo se atentou para o procedimento de uso e as caracteristicas do material descri-
tas pelo provedor. A suspensao de fezes encaminhada no controle nido necessitava
de diluigdo para analise. A realizagdo dessa etapa acabava por diminuir a positivi-
dade do material, provocando resultados falso-negativos.

Apds implantar a agdo corretiva, para a verificacdo da eficacia, o laboratério so-
licitou ao provedor as amostras com inadequa¢ao para uma nova analise, seguin-
do, dessa vez, o procedimento recomendado pelo provedor, obtendo éxito. Uma
maneira de evitar esse tipo de impacto no controle de qualidade ¢é realizar trei-
namentos com a equipe, periodicamente, conscientizando-os para a importincia
de seguir os documentos orientativos do provedor e alertando-os para possiveis
exce¢des diante de materiais de controle de qualidade.
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CONTAMINACAO

Pode ocorrer por parte do laboratério entre amostras do controle de qualidade
(mistura entre os itens do ensaio) ou contaminagao microbioldgica; esta tltima em
razao de uma possivel md higieniza¢do do ambiente em que sera realizada a anali-
se, de manuseio das tampas dos frascos de controle sem uso de luvas descartaveis
e de uma possivel transferéncia 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 contaminagdo microbiologica no CI de
urindlise elementos anormais (urina EA).

O resultado esperado para o lote XYZ (nivel 2), conforme bula disponibilizada
pelo provedor, era “negativo” para o parametro nitrito. Apds algum tempo de uso
do controle interno, o material comegou 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.

Situacdes 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 laboratérios com esse mesmo comportamento. E, se ndo forem
identificadas por parte do provedor, é importante que o laboratdrio teste 0 mesmo
material de controle com um novo lote da tira reagente, para eliminar a possibi-
lidade de se tratar de uma tendéncia desse lote da tira. Se o comportamento se
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FIGURA 8 Grafico de acompanhamento de controle interno para urina EA.

Fonte: autorizada pela Controllab.
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mantiver, o laboratério deve analisar a possibilidade de uma contaminag¢do micro-
biologica do material de controle.

Outra pratica recomendada ¢ analisar uma nova unidade do mesmo lote do
controle com a maxima atenc¢do aos pontos de vulnerabilidade no processo que
podem acarretar em contamina¢ido. Caso o comportamento do material esteja
dentro do esperado apods alguns dias de uso, consegue-se concluir a possibilidade
de contaminagéo interna do laboratério no frasco utilizado anteriormente.

As bactérias, principalmente as gram-negativas, sdo 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.

E mais provével haver impacto de uma contaminagdo microbioldgica no CI, j&
que necessita de um maior intervalo de tempo para que as bactérias crescam e se
proliferem.

TRANSPORTE

A logistica de distribuicdo representa um fator pré-analitico de fundamental im-
portancia e de impacto direto para que nao haja alteracao dos materiais de controle
de qualidade. Com relagdo ao transporte, muitos fatores podem estar relacionados:
quebras acidentais; extravios; agitacao forte; hemolise do material por elevadas
temperaturas; exposi¢do a luz solar; entre outros fatores associados a deterioragao.

O provedor deve disponibilizar informagoes a respeito do transporte dos ma-
teriais para que os laboratdrios possam monitora-los, permitindo a verificagdo no
momento de sua chegada, como calendario com o periodo de envio e condi¢des
ambientais as quais os materiais podem ser submetidos.

E importante ressaltar que o provedor deve se atentar aos possiveis comentarios
dos laboratérios sobre essa etapa do processo pré-analitico, assim como os labora-
torios precisam ponderar esse fator pré-analitico em suas investigagoes de causa.

Apésaverificagdo do material em sua chegada, outro fator pré-analitico bastante
importante a que os laboratérios devem se atentar sao as condigdes de armazena-
mento dos materiais, quando da ndo realizagdo imediata da analise. Normalmente,
essas informacdes sdo obtidas nos documentos disponibilizados pelos provedores.
No item a seguir, esse assunto sera explorado com mais detalhes.

ARMAZENAMENTO

O armazenamento inapropriado pode impactar significativamente nos resultados
de um ou mais ensaios que compdem os controles de qualidade interno e externo.
Geralmente, esse tipo de erro é observado por tendéncia e/ou aumento da disper-
sao nos resultados de controle.
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A identificagdo é mais comumente observada quando o armazenamento inapro-
priado impacta de maneira significativa nos resultados de controle, ocasionando
uma tendéncia positiva ou negativa dos valores, frente ao dado de referéncia. Porém,
vale destacar que nem sempre esses materiais se degradam de modo proporcional;
além disso, a queda e o aumento dos seus valores podem nao ser tao significativos,
mesmo o erro estando embutido nos resultados. Nesses casos, pode-se observar
um aumento na variagdo (dispersao) dos dados de controle, inclusive quando dife-
rentes itens estdo 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, a0 mesmo tempo, disponibilizar
ao laboratdrio uma maior estabilidade para a realizagdo de suas analises. O correto
manuseio do laboratdrio frente as orientagdes garante que o comportamento obser-
vado nos dados de controle esteja relacionado apenas a uma alteragao no processo
analitico, e ndo a uma mudanca de comportamento do material de controle. Por
isso, recomenda-se que esses materiais s6 devam ser tratados de modo semelhante
as amostras de pacientes quando ja estiao sendo introduzidos na rotina analitica.

Os materiais liofilizados tém uma resisténcia maior a temperaturas extremas;
por isso, as degradagdes ocasionadas ao armazenamento indevido ndo sio tdo co-
muns de identificar nesse tipo de apresentagdo. Como nem todos os controles de
qualidade podem ser liofilizados, o armazenamento daqueles com apresentagiao
liquida demandam uma maior aten¢ao dos usudrios, ja que podem se degradar de
forma mais rapida e significativamente.

Como cada ensaio tem um tempo de degradagao e/ou uma sensibilidade di-
ferente frente ao armazenamento inapropriado do material de controle, pode-se
esperar que um ou mais ensaios apresentem altera¢cdes mais significativas nos da-
dos, 0 que pode nao ser percebido em outro conjunto de ensaios que também com-
poem o material de controle. Nesse caso, na investigacdo de uma possivel alteracao
do material, sugere-se verificar no relatério de avaliagdo, ou nos dados de controle
interno, se os ensaios mais sensiveis a0 armazenamento inapropriado sofreram
algum tipo de altera¢ao (comportamento atipico) ndo observada nos ensaios mais
resistentes a ambientes extremos.

Para evitar esse tipo de erro, é importante que o laboratdrio siga sempre as
orientagdes do provedor e que o contate em caso de duvidas sobre como proceder
com relacdo ao material.

A seguir, destaca-se um exemplo no qual um laboratério mantinha o material
de hematologia na geladeira e, apds a realizagao de suas analises, armazenava-o na
porta da geladeira, e ndo na parte mais interna, onde a temperatura é mais estavel.
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A Figura 9 apresenta o grafico de acompanhamento dos dados de controle em que
aregra 1, ¢ violada apds uma queda progressiva dos dados, conforme a realizagdo
das rotinas e o armazenamento didrio. Destaca-se que tal comportamento nao foi
observado nas 10 primeiras dosagens, pois o laboratério a realizou em 5 dias com
duas andlises diarias.
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FIGURA 9 Gréfico de controle interno de hemograma (hemécias).

Fonte: autorizada pela Controllab.

Esse mesmo comportamento foi observado para hematdcrito, o que refor¢ou a
possibilidade de deterioragdo do material pelo mau armazenamento na geladeira.

PRE-DILUICAO DO MATERIAL

A pré-diluigdo é realizada nos materiais de ensaio com concentrag¢des acima da
faixa de trabalho dos sistemas analiticos. Esse tipo de tratamento é muito comum,
por exemplo, nas analises de urindlises, que apresentam valores elevados em al-
guns parametros.

Erros pré-analiticos relacionados a auséncia de diluigdo nao sao tao comuns de
identificar nos materiais de controle, pois esse procedimento ja faz parte da rotina
dos laboratorios. Mas vale ressaltar que, quando se trata de um processo manual,
em que nio se realiza o procedimento de dilui¢do pelo sistema analitico de modo
automatizado, a analise desse tipo de erro deve ser considerada na investigacdo de
casos com comportamento atipico (erros grosseiros).
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EXPOSICAO EXCESSIVA

Trata-se de um dos grandes fatores relacionados as inadequagdes do laboratério
no EP e no CI, visto que, ao manusear o material de controle, é muito comum que
o usudrio exceda o tempo maximo a que o material pode ficar exposto na bancada
do laboratério.

Um dos motivos para a exposi¢do 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, ha um tempo méaximo
para que ele fique exposto a temperatura ambiente antes de ser analisado e/ou
armazenado (refrigerado) conforme indicado pelo provedor. Ao exceder esse tem-
Po, 0 usuario corre o risco de inviabilizar o uso desse material em seu controle de
qualidade.

Os materiais de controle fornecidos na apresentagéo liquida e que, por motivo
de estabilidade, necessitam estar armazenados em geladeiras/freezer geralmente
também precisam ficar na bancada para atingir a temperatura ideal para analise -
nesse momento, o tempo maximo para exposi¢ao a temperatura ambiente também
precisa ser respeitado.

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

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

Por tltimo, como ¢é preciso abrir e fechar as tampas de alguns controles entre as
pipetagens, recomenda-se que ndo excedam o tempo maximo necessario. O tempo
de exposicdo em aberto acarreta a evaporagdo e a “secagem” do material nas bor-
das da tampa e do tubo, procedimento que pode alterar os valores do controle de
qualidade.
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4 Flexibilizacao do jejum para avaliacao do perfil lipidico

INTRODUCAO

Alguns autores anteciparam que o fim do jejum para o perfil lipidico seria indica-
do para a rotina laboratorial. Duas publicagdes em 2016 recomendaram o fim do
jejum para o perfil lipidico: o Consenso da European Atherosclerosis Society e da
European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine;' e outra pu-
blicagdo norte-americana de Driver e colaboradores.” Essa quebra de paradigma
permitiu trazer para a rotina o estado metabolico habitual dos pacientes; e, como
ja esta bem sedimentado na literatura, valores aumentados de triglicerideos no
pos-prandial representam um maior risco para eventos cardiovasculares.

O consenso brasileiro que flexibilizou o jejum para o perfil lipidico foi elaborado
pelas Sociedades Brasileiras de Patologia Clinica e Medicina Laboratorial (SBPC/
ML), Cardiologia (SBC), Diabetes (SBD), Endocrinologia e Metabologia (SBEM)
e Anadlises Clinicas (SBAC). Esse consenso foi publicado como “Posicionamento
sobre a flexibiliza¢ao do jejum para o perfil lipidico™ e, também, incluido na Atua-
lizagdo da Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevengio da Aterosclerose (2017).*

O principal objetivo da flexibilizagdo do jejum foi tornar a coleta de sangue
mais segura em diversas situacoes, prevenindo casos de hipoglicemia por uso
de insulina em pacientes com diabetes melito ou por jejum prolongado no caso de
gestantes, criangas e idosos, minimizando intercorréncias e aumentando a adesao
para a realizacdo de exames e o comparecimento as consultas médicas.

As dosagens no estado pos-prandial sdo mais préticas, viabilizando maior
acesso do paciente ao laboratorio, com menor perda de dias de trabalho, aban-
dono de consultas médicas por falta de exames e maior acesso a avaliagao do
risco cardiovascular.
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As determinagdes de colesterol total, HDL-C, ndo HDL-C e LDL-C nio diferem
significativamente se realizadas no estado p6s-prandial ou de jejum. Ha aumento
nos niveis de triglicerideos (TG) no estado alimentado, embora seja pouco rele-
vante desde que se considere uma refei¢do usual que ndo seja sobrecarregada em
gordura, havendo a possibilidade de ajustar os valores de referéncia.

A flexibilidade do jejum para o perfil lipidico tornou possivel uma maior ampli-
tude de horérios de coleta, reduzindo, assim, o congestionamento nos laboratérios,
especialmente no inicio da manha, com maior conforto para o paciente.

Os avangos tecnoldgicos nas metodologias diagnosticas dos principais ensaios
disponiveis mitigaram as interferéncias causadas pela maior turbidez nas amostras,
decorrentes de elevadas concentra¢des de TG. Contudo, ha potenciais limitagdes,
especialmente referente ao calculo da LDL-C, em que estudos de desempenho en-
tre diferentes metodologias tém demonstrado a necessidade de revisdo das prati-
cas de utilizagdo das formulas adotadas.

A concentragao de LDL-C no plasma sanguineo pode ser estimada pelo calculo
com a féormula de Friedewald, descrita em 1972, mas apresenta muitas limitagoes.
Na férmula de Friedewald (LDL-C = CT - HDL-C - TG/5), o valor de TG/5 é uma
estimativa do VLDL-C e todas as concentragdes sdo expressas em mg/dL. Quando
o TG esta elevado, o calculo do LDL-C pela formula de Friedewald é subestima-
do e deixa-se de tratar o paciente pela interferéncia do TG. Algumas condigdes
sao exigidas para que os resultados sejam confiaveis e possam ser considerados
de exatiddo adequada. A concentragdo dos TG deve ser menor que 400 mg/dL, e
valores acima de 100 mg/dL de TG ja comegam a subestimar os valores de LDL
quando comparados a ultracentrifugaciao. Outra limitagao ao uso da férmula é que
as amostras nao devem conter beta-VLDL, caracteristica da hiperlipoproteinemia
tipo III. Quando uma ou mais das condigdes citadas ndo sdo cumpridas, nao se
pode utilizar a férmula.

O estudo de Martin e colaboradores,” com 1.350.908 criancas, adolescentes e
adultos, sugere a corre¢ao da féormula de Friedewald, utilizando como referéncia
a ultracentrifugac¢do. Os calculos estatisticos 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 concentragdes do colesterol
nao HDL (ndo HDL-C) e do TG da amostra do paciente. Com esse novo divisor
(x), aplica-se a formula: 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 corre¢ao mostra um
beneficio importante em situagdes em que nao seja possivel usar a féormula 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-
¢do por meio de ensaios colorimétricos. Contudo, seu grande problema ¢é a enor-
me variagao existente entre os ensaios disponiveis no mercado, que pode chegar a
30% e ainda ndo ¢ muito bem entendida na literatura. Isso provavelmente decorre
das diferentes especificidades de cada ensaio por cada subfra¢ao da LDL lipopro-
teina. Essa variacao poderia ser uma condic¢io limitante para a utilizagdo ampla da
dosagem direta na pratica clinica.

E muito importante incluir no laudo do laboratério o calculo do ndo HDL-C
junto aos demais resultados do perfil lipidico para adultos, pois os niveis de TG
nao interferem no seu calculo e serd necessario para aplicar a férmula de Martin.

Com o processo de flexibilizagao do jejum na coleta da amostra para avaliar
o perfil lipidico, algumas recomendagdes clinicas e laboratoriais sdo importantes.

RECOMENDACOES PARA O ATENDIMENTO DO

PACIENTE NO LABORATORIO CLiNICO

+ Coleta de amostra sem jejum para o perfil lipidico: podera ser realizado pelo
laboratorio com a presenga da informagéo do estado de jejum, no momento da
coleta da amostra, no laudo laboratorial;

+ Solicitagdo médica sem defini¢cdo do tempo de jejum e que ndo contenha outros
exames sabidamente requerentes de jejum: recomenda-se incluir o tempo infor-
mado de jejum no momento de coleta no laudo laboratorial;

« Presenc¢a, na mesma solicitaqﬁo, de outros exames que necessitam de jejum: o
laboratorio clinico podera definir que o perfil lipidico seja coletado com jejum
de 12 horas quando os outros exames laboratoriais, solicitados na mesma requi-
sicao, também necessitam desse periodo de jejum. Recomenda-se que o labo-
ratdrio especifique a necessidade ou nao do jejum para cada exame: sem jejum,
com jejum de 12 horas ou conforme a definigdo do laboratoério;

+ Quando houver a indicagdo de um tempo especifico de jejum na solicitagdo do
médico, o laboratoério devera seguir tal recomendac¢ao. Podera ser utilizado o
célculo de horas de jejum pelo SIL (Sistema de Informacao Laboratorial), com
base na informagdo do tempo da tltima refeicao;

+ Quando os niveis de TG no estado pds-prandial se encontrarem > 440 mg/dL
ou na presenca de situagdes especiais, como em recuperagao de pancreatite por
hipertrigliceridemia, ou em inicio de tratamento com medicamentos que cau-
sam hipertrigliceridemia grave, sera recomendada ao médico solicitante a pres-
cricdo de uma nova avaliagdo de TG com jejum de 12 horas e considerado um
novo exame de TG pelo laboratério clinico;

+ Quando acontecer a segunda coleta de amostra para TG: ficara a critério de
cada laboratério clinico; dependendo de seu sistema e estratégia, utilizar o
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mesmo cddigo ou outro especifico para o exame de TG sem jejum e TG com
jejum de 12 horas.

RECOMENDAGCOES DE MODELO DO LAUDO LABORATORIAL

O laudo laboratorial é de responsabilidade do laboratério clinico e de seu respon-
savel técnico. Com o intuito de promover o alinhamento e a harmonizagdo entre as
institui¢oes, recomenda-se a adogao das seguintes informagdes no laudo:

« Os valores referenciais e de meta terapéutica do perfil lipidico (adultos > 20
anos), de acordo com a avaliagdo de risco cardiovascular estimado pelo médi-
co, estdo 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 clinicos (p. ex., idade, diabetes, hipertensao, tabagismo,
insuficiéncia coronariana etc.) e define qual o valor ideal a ser alcangado, espe-
cificamente para cada paciente. Essa estratificacdo 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>);

+ Inserc¢do de observagdo no laudo, referenciando que os valores de perfil lipidico
devem ser interpretados conforme a avaliagdo e a evolugdo clinica do paciente.
Recomenda-se a seguinte frase: “A interpretagao clinica dos resultados devera
levar em consideracdo o motivo da indicacido do exame, o estado metabdlico do
paciente e a estratificagdo do risco para estabelecimento das metas terapéuticas”;

+ Os valores referenciais desejaveis do perfil lipidico para criangas e adolescentes
sao indicados na Tabela 3. Ndo sdo indicados valores de meta terapéutica de
acordo com risco cardiovascular para esse grupo de pacientes;

+ Pacientes com diabetes e sem fatores de risco ou sem evidéncia de aterosclerose
subclinica devem manter o LDL-C abaixo de 100 mg/dL. Pacientes com fatores
de risco ou doenca aterosclerdtica subclinica devem manter LDL-C abaixo de
70 mg/dL. Pacientes com histéria de infarto agudo do miocérdio, acidente vas-
cular encefélico (AVE) ou revasculariza¢do coronariana, carotidea ou periférica,
ou histéria de amputagdo devem manter o LDL-C abaixo de 50 mg/dL;

+ Fica a critério do laboratorio incluir uma observacdo especifica 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
criangas e adolescentes podem ser indicativos de hipercolesterolemia familiar,
se excluidas as dislipidemias secundarias”
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TABELA 1 Valores referenciais desejaveis do perfil lipidico para adultos > 20 anos

Lipidios Com jejum (mg/dL) Sem jejum (mg/dL)
Colesterol total <190 <190
HDL-C > 40 > 40
Triglicerideos <150 <175

Fonte: Atualizagdo da Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevengdo da Aterosclerose — 2017.4

TABELA 2 Valores de meta terapéutica conforme a avaliagdo de risco cardiovascular
estimado pelo médico solicitante do perfil lipidico para adultos > 20 anos

Risco cardiovascular estimado Meta terapéutica
pelo médico (mg/dL)
Lipidios Categoria de risco Com ou sem jejum
LDL-C Baixo <130
Intermediario <100
Alto <70
Muito alto <50
Nao HDL-C Baixo <160
Intermedidrio <130
Alto <100
Muito alto <80

Fonte: Atualizagdo da Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevengdo da Aterosclerose — 2017.4

TABELA 3 Valores referenciais desejaveis do perfil lipidico para criancas e

adolescentes

Lipidios Com jejum Sem jejum
(mg/dL) (mg/dL)
Colesterol total <170 <170
HDL-C > 45 > 45
Triglicerideos (o a g anos) <75 <85
Triglicerideos (10 a 19 anos) <90 <100
LDL-C <1o <110

Fonte: Atualizagdo da Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevengdo da Aterosclerose — 2017.4
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RECOMENDACOES SOBRE FORMULAS

E A DOSAGEM DIRETA DE LDL-C

A avalia¢do do LDL-C pode ser realizada por dosagem direta ou estimada por
célculo com base nas formulas de Friedewald ou de Martin. Recomenda-se que os
laboratdrios clinicos adotem as seguintes orientagdes:

+ Observar, na utilizagdo da férmula de Friedewald, as limita¢oes da falta de jejum
e de valores de TG > 400 mg/dL para estimar o LDL-C, podendo, nesses casos,
ser aplicada a féormula de Martin ou utilizada a dosagem direta;

+ Na coleta de amostra pds-prandial, pode-se avaliar o LDL-C por dosagem direta
ou pela formula de Martin;

+ Incluir o calculo do colesterol nao HDL (nao HDL-C) junto aos demais resul-
tados do perfil lipidico para adultos, mesmo sem jejum, pois os niveis de trigli-
cerideos nao interferem nesse célculo. Fica a critério do laboratorio reportar ou
nao o calculo do VLDL-C;

« Eimportante observar que em algumas hipertrigliceridemias graves, quando a
concentragao das lipoproteinas ricas em TG predomina no sangue, e as concen-
tracdes de LDL-C e HDL-C estao baixas, a tendéncia é o calculo do LDL-C pela
férmula de Martin estar muito baixo ou com o valor negativo. Nessa situagao,
recomenda-se liberar um valor de LDL-C < 10 mg/dL. Tém-se, no mesmo vo-
lume de amostra, muitas particulas grandes de VLDL e poucas de LDL, subesti-
mando a quantidade de LDL circulante.

A principal finalidade do consenso sobre a flexibilizagao do jejum foi a de pa-
dronizar condutas clinicas e laboratoriais, com relagao a flexibilidade do jejum na
avaliagdo do perfil lipidico, em todo o territério nacional, contribuindo para que
os médicos e os laboratorios clinicos tenham seguranca em suas tomadas de deci-
soes, com o respaldo de evidéncias cientificas.

CASOS CLiNICOS

Caso 1

Paciente do sexo masculino, 45 anos e obeso, em busca de prevengao primaria pro-
cura o clinico para uma avaliagdo cardiovascular. O paciente tem pai falecido de
infarto agudo do miocardio e ja esta hipertenso e diabético. Na avaliagdo, o médico
solicitou o seu perfil lipidico e calculou o seu risco cardiovascular na calculadora
de risco da SBC. O paciente apresentou risco intermediario. Nesse caso, o paciente
deve ter como alvo terapéutico o LDL-C inferior a 100 mg/dL ou o ndao HDL-C
inferior a 130 mg/dL. Na Tabela 4, estdo descritos os resultados do perfil lipidico
do paciente em questdo realizados em cinco diferentes laboratdrios. A amostra foi
processada em dois ensaios diferentes para o LDL-C, dosados por método direto,
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processados por ultracentrifugacdo e calculados pelas duas formulas - a de
Friedewald e a de Martin.

TABELA 4 Resultados do perfil lipidico do mesmo paciente em cinco laboratérios

diferentes

Varidveis LAB1 LAB 2 LAB 3 LAB 4 LAB 5
(mg/dL)  (mg/dL)  (mg/dL)  (mg/dl)  (mg/dL)
Colesterol total 214 210 212 213 21
HDL-C 51 47 45 438 50
Triglicerideos 300 30§ 306 299 305
LDL-C Friedewald 103 102 106 105 100
LDL-C Martin 120 119 123 121 118
LDL-C dosado - 38 - 120 105

LDL-C ultracentrifugagdo 122 - - - -

Nao HDL-C 163 163 167 165 161

Os niveis de colesterol total, TG e HDL-C variam pouco entre os laboratorios.
Considerando o valor da dosagem de LDL-C por ultracentrifuga¢ao (122 mg/dL)
o gold standard (padrao de referéncia) para essa medida, comparam-se os resulta-
dos dos diferentes laboratérios. Na metodologia direta, entre fabricantes diferentes,
os resultados variam muito entre si (88 a 120 mg/dL). Na avaliacao pela féormula
de Friedewald, o valor foi em média de 103 mg/dL e, pela férmula de Martin, de
120 mg/dL. O valor do LDL-C estimado pela féormula de Martin é o que fica mais
proximo ao valor dosado por ultracentrifugagdo. Caso o médico avaliasse a disli-
pidemia desse paciente com os niveis de LDL-C e recebesse no laudo o valor de
103 mg/dL, calculado pela féormula de Friedewald, provavelmente o paciente ndo
receberia tratamento para dislipidemia, por estar muito proximo ao alvo. Caso o
meédico recebesse o resultado do LDL-C de 120 mg/dL, calculado pela férmula de
Martin, ou avaliasse o paciente pelo nao HDL-C, provavelmente esse profissional
iniciaria a terapia hipolipemiante. A padronizagao pela formula de Martin é a mais
adequada, pois os valores de LDL-C se aproximam do LDL-C dosado por ultra-
centrifuga¢do (o método de referéncia).

Caso 2

Paciente do sexo feminino, 28 anos, em exame periddico realizado em labora-
torio que ja implantou a flexibilizacdo 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 férmula de Martin, que permite valores
altos de TG, o valor de LDL-C sera negativo. O laboratdrio clinico, nesse caso, pode
liberar o resultado como inferior a 10 mg/dL. A paciente praticamente apresenta
poucas particulas de lipoproteina LDL e muitas particulas grandes de lipoproteina
VLDL na circulagdo, subestimando a quantidade de LDL circulante. Nesse caso,
mesmo dosando por método direto, os valores sempre se apresentam inferiores a
sensibilidade analitica do método. O médico pode repetir o exame com o jejum de
12 horas, conforme recomendado pelo consenso, ou, também, iniciar as terapias
especificas para reducdo dos TG e, posteriormente, avaliar a necessidade da repe-
ticdo do exame para acompanhamento clinico do paciente.
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5 Potenciais interferéncias do gel
separador e novas tecnologias

INTRODUCAO

Os primeiros tubos a vacuo foram langados na década de 1940, a partir de uma
solicitagdo da Cruz Vermelha norte-americana. Com o passar dos anos, tubos a
vacuo para diversas aplicagdes e dispositivos para a coleta de sangue a vacuo pas-
saram a ser desenvolvidos, resultando em um grande avango ao laboratdrio clinico.
Na década de 1970, chegaram ao mercado os tubos a vacuo com gel separador,
quando ainda eram de vidro e o gel separador, a base de silicone. A tecnologia de
um separador de gel para os tubos de soro tinha o propésito de enderegar algumas
necessidades dos laboratdrios, promovendo uma maior eficiéncia dos processos e
aumentando a segurancga dos profissionais de saude.

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 litica, geradores de
plasma. Entdo, os laboratérios puderam usufruir dos beneficios do gel separador
a rapidez do plasma, pois, desse modo, ndo era necessario aguardar a retragdo do
coagulo, exigida nos tubos para geragao de soro.

Neste capitulo, sera possivel observar a relacao do gel separador com as ana-
lises e suas potenciais interferéncias, além de entender melhor seus beneficios e
caracteristicas.

GEL SEPARADOR
A fun¢ao do gel é proporcionar uma barreira fisica e quimica entre o soro ou o
plasma e as células.!

A utilizagao da barreira de gel proporcionou muitos beneficios para a coleta, o
processamento e 0 armazenamento das amostras em um tubo primdrio.!

Os tubos com gel separador foram bem aceitos pelos laboratdrios, principal-
mente pelas vantagens proporcionadas pela barreira de gel, que facilita a rapida
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separagdo do soro dos constituintes celulares do sangue, reduzindo, assim, o tempo
gasto na fase pré-analitica pela equipe laboratorial.”

A barreira separadora ¢ formada pelo modo como o gel reage as forgas aplica-
das pela centrifugacdo. Apos a coleta da amostra de sangue em um tubo com gel
separador, na medida em que a centrifugacdo se inicia, a for¢a g aplicada no
gel causa a diminui¢do da sua viscosidade, permitindo sua movimentagao ou flui-
dez, conhecidas por caracteristicas tixotropicas. Quando a centrifugagdo cessa, o
gel se torna uma barreira imével entre o sobrenadante e as células.'

Inicialmente, os primeiros tubos com separador continham gel de silicone; po-
rém, mostraram-se instaveis apos a esterilizagao e o gel de silicone foi substituido
por gel a base de poliéster. Geralmente, o gel é composto por mais de um
componente: uma resina e uma mistura estabilizadora, necessaria para ajustar a
densidade do gel para que ele esteja entre o soro ou o plasma e as células. Em razao
da composi¢ao natural dos géis, a validade é finita.!

Propriedades do gel separador
Para exercer sua funcio, o gel deve apresentar propriedades essenciais:*

+ Densidade: deve ser projetada para estar entre o soro/plasma em interface a
localizagdo das células;

« Ponto de movimentagao: refere-se a0 momento em que o gel passa a se mover
do estado estatico para um movel, efeito conhecido como tixotrdpico;

+ Viscosidade: a viscosidade do gel permitird que haja movimentagdo entre o
coagulo e as células durante a centrifugacao;

+ Medicagdes terapéuticas: o indice de adsorgdo e a estabilidade dos medicamen-
tos em relagdo ao tipo de gel.

Movimentacao do gel separador
Em virtude da propriedade tixotrépica do gel — semissdlido sob condigoes esta-
ticas tornando-se menos viscoso quando se aplica a for¢a g —, sua movimentagao
durante a centrifugacdo é possivel. Os géis separadores dispdem de uma densidade
especifica que fica entre a densidade do soro/plasma e coagulo/células, que deter-
minara a localizacio da interface.

A completa e adequada formagao da barreira de gel depende do tempo de cen-
trifugagdo (principalmente para uma barreira uniforme), da temperatura da cen-
trifuga e da forga g.

Uma formagao inadequada da barreira de gel nos tubos certamente estara rela-
cionada ao baixo tempo de centrifuga¢do ou a for¢a g insuficiente. A for¢a g deve
ser indicada pelo fabricante dos tubos como entre 1.300 a 3.000 g.
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Em centrifugas de angulo movel, a centrifugacdo dever ser de 10 minutos; ja em
centrifugas de angulo fixo, recomenda-se o tempo de 15 minutos; porém, a forma-
¢do incompleta da barreira também pode estar relacionada a fatores associados
ao paciente.

Durante o processo de centrifugacio, a for¢a centrifuga ¢ aplicada no gel do
tubo. As centrifugas de angulo mdvel se mostram mais eficientes quando compa-
radas as de angulo fixo em razdo da maior for¢a axial aplicada no gel.

A qualidade da formagao da barreira em centrifugas de rotor fixo depende do
angulo do rotor. Nesses casos, a barreira de gel sera mais fina e inclinada, enquanto,
em centrifugas de angulo movel, a barreira serd mais espessa e horizontal.

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

Fatores que influenciam o desempenho do gel
O tubo com gel separador trouxe muitos beneficios ao laboratério clinico; porém,
alguns fatores podem influenciar seu desempenho:

1. Controlados pelos fabricantes:
 Propriedades fisicas do gel;
« Material do tubo (vidro ou plastico);
+ Posicao do gel dentro do tubo.
2. Controlados pelos usudrios:
+ Manuseio dos tubos:
—Volume coletado;
—Tempo de coagulagio;
—Tipo de centrifuga;
— Forga g;
—Tempo e temperatura de centrifugacdo;
—Armazenamento;
— Umidade;
—Validade;
+ Caracteristica do material coletado:
— Coleta de sangue apds o uso de contraste iodado.*
3. Nao controlaveis:
« Fatores associados ao paciente:
— Hematdcrito baixo;
— Proteina sérica elevada;®
— IgG sérico elevado;>®
— Mieloma multiplo.®
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As amostras de pacientes com disturbios de proteinas alteram a densidade do
soro que interfere na adequada formagdo da barreira de gel, posicionando-se aci-
ma do soro/plasma, ou até mesmo nio se movimentam.®

Em pacientes com mieloma multiplo, a barreira de gel fica entrelacada com o
soro e os eritrdcitos,® o que pode resultar na obstru¢io dos equipamentos analiticos.

Quando o gel ndo consegue se movimentar, a andlise podera ser realizada com o
soro sobrenadante e, quando o gel se posicionar acima do soro, devera ser coletada
uma nova amostra em tubo sem gel separador.

POTENCIAIS INTERFERENCIAS DO GEL SEPARADOR
Estabilidade analitica
A estabilidade analitica das amostras de sangue ¢ comumente definida como “a ca-
pacidade da amostra em reter os valores iniciais mensurados com especificos limi-
tes e sob condigdes especiais”’ E importante ressaltar que a estabilidade dos analitos
também esta associada a outros fatores nao relacionados ao gel e que podem cau-
sar alteracio e/ou deterioragio dos analitos. E comum a associacdo da estabilidade
analitica ao gel separador. A verdade é que a maioria dos testes realizados em soro
e plasma heparinizado nao sofre interferéncias em razao do gel.®

Atualmente, os fabricantes de tubos tém desenvolvido novas férmulas de gel para
minimizar a adsor¢ao de medicamentos e analitos.’ Apesar das constantes evolugoes
dos tubos de coleta de sangue, as caracteristicas (estabilidade, resina, viscosidade
etc.) do gel sao diferentes entre um fabricante e outro, assim como a possibilidade de
alteragdo da estabilidade analitica pela adsor¢ao de medicamentos ou analitos, sendo
recomendada a verificacdo da compatibilidade dos tubos aos futuros testes.

Dosagem de medicacdes terapéuticas
O uso de tubos com gel separador para o monitoramento de medicagdes terapéu-
ticas ainda provoca muitas discussoes.
Idealmente, os resultados laboratoriais ndo devem ser afetados pela interagdo com
o gel separador. Porém, alguns relatos revelam efeitos na concentragio dos analitos.
O volume da amostra, o tempo de armazenamento e o tipo de gel podem influenciar
a adsor¢ao de medicamentos ao gel.* Medicagdes hidrofdbicas, como fenitoina, feno-
barbital, carbamazepina, quinidina e lidocaina, podem adsorver ao gel separador. Essa
adsorgao pode diminuir a concentragio sérica entre 20 e 50% apds 24 horas em 4°C.’
Alguns fatores podem influenciar na estabilidade dos analitos para monitora-
mento de medica¢des terapéuticas e quimica especial:

1. Controlados pelos fabricantes:

« Natureza quimica da resina;
« Superficie do gel antes da centrifugacao.
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2. Controlados pelos usudrios:

« Tempo de contato do gel com a amostra antes e apds a centrifugacéo;

+ Temperatura de armazenamento;

+ Volume de amostra acima do gel;

+ Posicionamento do tubo antes da centrifugagdo;

+ Superficie do gel ap6ds a centrifugagao (centrifugas de dngulo fixo versus angulo
moével).

3. Nao controlaveis:

» Natureza quimica do analito ou da medicacéo;

« Concentracdo dos analitos: horario da administracdo do medicamento, metabo-
lismo do paciente etc.

O usuario ou o laboratério tém a maior influéncia quanto a 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 anélise podem afetar o in-
dice de recuperagao do analito do sobrenadante quando eles ndo sao controlados.

Outros fatores, como a natureza quimica dos medicamentos, ndo podem ser con-
trolados. Ha medicagdes hidrofébicas (repelentes a agua) ou hidrofilicas (atraentes
a agua) e, ainda, a acidez relativa que influenciam sua estabilidade no gel separador
dos tubos. Se a medicagdo é hidrofébica, tende a migrar fora da fase aquosa da
amostra, em dire¢ao ao gel.’

Na Tabela 1, sdo apresentadas algumas medicagdes terapéuticas mais comuns e
suas respectivas classificagdes.

TABELA 1 Medicagdes terapéuticas mais frequentes e suas respectivas classificagcdes

Medicacbes hidrofilicas Medicacdes hidrofdbicas
Gentamicina Fenobarbital

Vancomicina Fenitoina

Teofilina Carbamazepina

Litio Digoxina

Valproato Imipramina/Desipramina
Quinidina Antidepressivos triciclicos

Obstrucao de Probes
Frequentemente, os laboratérios clinicos enfrentam desafios em seu setor técnico
em virtude dos erros pré-analiticos, responsaveis por mais de 75% do total de erros

de um laboratdrio.!!

62



Entre os erros pré-analiticos, varidveis como presenca de fibrinas na amostra,
hemolise e tubos com volume insuficientes representam os principais vildes e,
muitas vezes, provocam transtornos ao laboratério 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 possivel que haja obstruc¢ao da agulha de aspiracao
da amostra. A aparéncia da substdncia acumulada na agulha costuma ser viscosa e
clara, lembrando a aparéncia do gel separador (Figura 1).

Certamente, ha a possibilidade de aspirar o gel em razao do baixo volume de
amostra ou até mesmo pelo posicionamento do gel apds a centrifugacao (centri-
fuga de angulo fixo), substancia que podera se acumular e afetar o funcionamento
dos equipamentos. Contudo, a maior parte das obstru¢des é causada pela aspira-
¢do de filetes de fibrina presentes na amostra, que, muitas vezes, sdo praticamente
imperceptiveis visualmente.

Os filetes de fibrina se formam pela ma homogeneizagao dos tubos com ativador
de codgulo, pelo volume menor que o recomendado e pela retragao do coagulo na
horizontal. Quando os tubos com gel separador e ativador de coagulagdo sao cen-
trifugados precocemente, isto é, antes da completa retragdo do coagulo, havera a
formagao de fibrina grosseira, que, muitas vezes, inviabiliza a analise.

FIGURA 1 Probes com substancias.

Fonte: autorizada pela BD Life Sciences — Preanalytical Systems.

A tnica maneira de afirmar qual é a substancia presente na agulha de aspiragao
de amostras dos equipamentos ¢ pela analise FTIR.

A analise FTIR (espectroscopia no infravermelho transformada de Fourier) ava-
liara quimicamente os principais ingredientes presentes em uma amostra qual-
quer,” identificando a familia quimica da substancia analisada, ou seja, indicara
se a substancia é um gel, uma fibrina, residuos de solu¢io de limpeza, entre outras.
Abaixo um exemplo de um laudo em FTIR - Figura 2.
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FIGURA 2 Demonstracio de laudo da andlise 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 posi¢ao ligeiramente
mais alta que sua posicdo final da interface entre o soro e coagulo. Durante a cen-
trifugacdo, o gel se movimentou, mas se “‘compactou” um pouco abaixo do movi-
mento inicial, promovendo a aparéncia de mancha ou camada fina depositada na
parede do tubo (Figura 3).

Esse efeito visual geralmente aumenta com: o tempo e for¢a de centrifugagio;
centrifugas com temperatura acima de 25°C; variagdo de aceleragdo do rotor da
centrifuga; e acionamento do freio da centrifuga.

FIGURA 3 Manchas de gel na parede do tubo.

Fonte: autorizada pela BD Life Sciences — Preanalytical Systems.
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Glébulos de gel/gotas de 6leo

A presenga de globulos de gel ou gotas de 6leo pode ser resultado de tubos arma-
zenados em temperaturas elevadas no almoxarifado ou centrifugas com tempe-
raturas superiores a 25°C. Nesses casos, ¢ possivel observar gotas similares a éleo
flutuante no soro ou sobrenadante (Figura 4).

FIGURA 4 Glébulo de gel.

Fonte: autorizada pela BD Life Sciences — Preanalytical Systems.

Qualidade do soro ou plasma em tubos com gel separador

Células vermelhas suspensas

A presenca de células vermelhas suspensas do soro ou plasma pode ser identificada
pelo aspecto avermelhado da parede dos tubos, apds a centrifugacéao, ou seja, quan-
do ocorre a adesdo das células vermelhas a camada interna do tubo.

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

Tal efeito pode ser reduzido com um revestimento interno de silicone na super-
ficie interna dos tubos feito durante a fabricacdo dos tubos, atuando como hemor-
repelente e evitando, assim, a adesao 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 laboratérios chama-se anel de células - ele se
refere a presenga de um filete de fibrina com células vermelhas aderidas a parede
interna, formando um anel na parte superior do tubo (Figura 6).

Esse efeito é atribuido ao posicionamento dos tubos ap6s a coleta da amostra, e
as amostras que formam anéis de células sdo posicionadas de modo que a retracao
do codgulo ocorra na parte interna da tampa do tubo, podendo ou néo 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 aspiragdo dos equipamentos analiticos.

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 proteinas que podem se
prender aos globulos vermelhos, aos glébulos brancos ou as plaquetas.

A presenca de fibrina ou massa de fibrina indica que a retragdo de coagulo pode
ndo ter sido completa antes da centrifugacdo, reduzindo, entdo, o rendimento sé-
rico da amostra. Em virtude do tempo insuficiente de retrag¢ao do coagulo, ainda
pode ser formada fibrina latente, isto é, sua formagao continuou durante ou apos a
centrifugacdo. Esse fendmeno também ocorre pela falta ou homogeneizagao insu-
ficiente e pelo volume de coleta abaixo do volume nominal.

A aspiragao de filetes de fibrinas (Figura 7) pelas agulhas de aspira¢ao pode re-
sultar na obstrugao fisica e na varia¢do do volume de amostra aspirado pelo equi-
pamento. Além disso, quando aspirado, poderia ser depositado dentro do equipa-
mento, com a possibilidade de formagao de fibrina latente dentro do equipamento.
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O impacto provocado pela fibrina e pelos filetes de fibrina ¢é alto, altera a eficién-
cialaboratorial, atrasa os resultados, causa a inatividade dos equipamentos e, ainda,

coloca em risco a qualidade dos resultados.
As orientagdes pré-analiticas e a educagao dos flebotomistas sdo fundamentais

para prevenir essas varidveis.
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FIGURA 7 Filetes de fibrina.

Fonte: autorizada pela BD Life Sciences — Preanalytical Systems.

EVOLUCAO DO GEL

Apés, praticamente, quatro décadas utilizando tubos com gel separador, mesmo
diante das evolu¢des e melhorias desenvolvidas para proporcionar maior esta-
bilidade analitica e maior estabilidade do gel separador frente as variaveis pré-
-analiticas, responsaveis por impactar o laboratdrio clinico e sua eficiéncia pelos
transtornos aos equipamentos analiticos, ainda encontram-se desafios quanto a
utilizacdo de amostras de soro ou plasma em gel separador.

Buscando a modernizagao das praticas laboratoriais para prover maior eficién-
cia e resultados clinicos mais acurados, novas tecnologias com separadores mecé-
nicos estdo disponiveis e poderdo sanar diversos desafios enfrentados com relagdo
ao gel separador.

O principio de um separador mecanico é o de formar uma barreira inerte entre
o plasma e as células, a qual, por sua composi¢do, ndo interferira nos analitos em
razdo da adsor¢do ou de outras interagdes. Diferentemente dos géis disponiveis
no mercado, o separador mecénico nao sofre interferéncias capazes de obstruir
equipamentos.
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Em razao do principio de flutuagdo diferencial, o separador mecanico se des-
locara durante a centrifugac¢do 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 sedimentagao das células ocorra durante todo o tempo de centrifuga¢do. Nesse
momento, o separador retorna ao seu formato original, formando uma barreira
robusta e estavel entre o plasma e as células (Figura 8).°

Separador mecanico é lancado durante a centrifugacao e proporciona um
plasma de alta qualidade.

Ve
Coleta do Sangue Separagao do Sangue
0 separador estd Sob centrifugagao, 0 separaclor usa o principlo de flutuagao Quando a centrifugagao
posicionado na parte | | o elastdmero estica, diferencial para o posicionamento durante a reduz sua velocidade, o
de cima do tubo, sua lancando o separador centrifugacao. elastomero retorna ao
orientagdo permite a através do sangue, seu formato original,
passagem do sangue Quando esticado, formam-se canals ao redor formando um selo entre
por ele. do separador, permitindo que as células se o plasma e as células
sedimentem — uma caracteristica que diferencia sanguineas, criande uma
BD Barricor” dos tubas com gel. barreira estével e robusta.
. s\ A

FIGURA 8 BD Vacutainer® Barricor™ Plasma.

Fonte: autorizada pela BD Life Sciences — Preanalytical Systems.
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6 Hemodlise

INTRODUCAO

A prevenc¢ao de erros médicos representa um objetivo primario dos sistemas de
saude. Até 70% das decisoes médicas se baseiam em resultados de laboratério. A
fase pré-analitica do laboratério clinico continua sendo a drea em que a maior par-
te dos erros de laboratdrio ocorre, sendo a hemolise uma das principais causas de
interferéncia na exatidao dos resultados.

A palavra hemdlise deriva do grego hemo (sangue) e lyse' (ruptura), referindo-se
a libera¢ao dos componentes intracelulares de eritrécitos no liquido extracelular
(plasma ou soro). Esta é visivel apds a centrifuga¢do da amostra, quando surge
uma coloragao vermelha no plasma ou no soro pela presenca de hemoglobina.?

A hemolise pode decorrer de processos pré-analiticos incorretos, tornando-se
evidente que a capacitagdo adequada do pessoal responsavel por obter amostras de
sangue no laboratério clinico é fundamental para reduzir os erros pré-analiticos.
Assim, o profissional que tem a responsabilidade de coletar as amostras para o
laboratério deve estar ciente da importancia do seu desempenho em todo o pro-
cesso de realizacdo dos exames de laboratorio.

TIPOS DE HEMOLISE: IN VIVO VERSUS IN VITRO

A hemodlise no laboratério clinico pode se originar principalmente de duas causas:
uma ¢ a hemolise in vivo, propria de doengas sanguineas (tanto congénitas quanto
adquiridas) e que pode conduzir o paciente a diferentes graus de anemias; a outra
¢é a hemdlise in vitro, que se da durante a fase pré-analitica como resultado do ma-
nuseio inadequado das amostras sanguineas (coleta, manipulagao e transporte da
amostra sanguinea), podendo causar erros nos resultados laboratoriais e impac-
tando seriamente na saude do paciente.
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A hemolise in vitro representa a causa mais frequente de erros na fase pré-ana-
litica do laboratério. Suas causas sdo multiplas, bem como as consequéncias que
o fendmeno produz em diversos testes de laboratdrio. Os resultados de todas as
disciplinas do laboratério podem ser afetados pela hemolise, especialmente os da
quimica clinica. A libera¢do de componentes intracelulares ao liquido extracelular
pode promover interferéncias nas medicdes ou incrementar ou diminuir as con-
centragdes dos analitos que se deseja quantificar.

Hemodlise in vivo

Geralmente, menos de 2% do total das amostras com hemolise detectdvel ocorrem
por causa de hemolise in vivo.> Com frequéncia, a hemolise in vivo independe da
técnica de coleta da amostra, sendo praticamente inevitavel.*

Essa condigdo clinica pode ter mais de 50 causas, incluidas as condigoes heredi-
tarias, adquiridas e iatrogénicas.

Os fenomenos que conduzem a hemolise in vivo podem ser categorizados to-
mando como base o local de destruigdo dos glébulos vermelhos em hemdlise ex-
travascular ou intravascular.’ A primeira é a que ocorre por causas inerentes ao
eritrdcito, enquanto a segunda ¢ a que se produz por causas independentes do
eritrdcito. Na Tabela 1, sdo descritas as possiveis causas da hemolise in vivo.

TABELA 1 Possiveis causas da hemdlise in vivo

Hemoélise extravascular

Deficiéncias de enzimas (deficiéncia de glicose 6P-desidrogenase, piruvato quinase)

Hemoglobinopatias (talassemia, drepanocitose)

Defeitos da membrana de eritrécitos (esferocitose hereditéria)

Infecc@o (Bartonella, Babesia, maléria, Clostridium)

Anemia hemolitica autoimune

Outros (hiperesplenismo, doenca hepética)

Hemodlise intravascular

Danos mecénicos (valvula cardiaca, prostética, PTT, SUH, CID, HELLP)

Reag3o por transfusdo

Infeccdo

Hemoglobindria paroxistica noturna

Hemoglobindtria paroxistica ao frio

CID: coagulagdo intravascular disseminada; HELLP: hemdlise, enzimas hepéticas elevadas e plaquetas

baixas; PTT: purpura trombocitopénica trombética; SUH: sindrome hemolitico-urémica.
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Distinguir a hemdlise in vivo da in vitro tem importancia critica para a seguran-
¢a e 0 manejo do paciente.®

A deteccdo da hemolise in vivo ndo é somente importante do ponto de vista
clinico, mas também porque as concentragdes plasmaticas dos analitos no tubo
espelham as concentragdes no plasma do paciente e, portanto, sio importantes
e devem ser relatadas. A hemolise pode resultar em alteragdes de magnitudes es-
pecificas para a amostra em analise; ocorrendo a liberag¢ao de constituintes das
células sanguineas in vivo, deve ser considerada um fator bioldgico que influencia
o resultado do exame laboratorial.”

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

Hemodlise in vitro

Conforme mencionado no inicio do capitulo, a hemdlise in vitro ocorre durante
a fase pré-analitica, podendo provocar sérios erros nos resultados laboratoriais. A
ruptura celular por manipulagdo, acondicionamento ou transporte inadequados
da amostra pode resultar nao apenas na ruptura dos glébulos vermelhos, mas tam-
bém dos leucdcitos e trombdcitos. Trata-se da primeira causa da rejeicdo de uma
amostra, como demonstrado no estudo Chemistry Specimen Acceptance Q-Probes
do College of American Pathologists (CAP).?

A prevaléncia 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.'

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

Causas da hemdlise durante a coleta da amostra®

+ Calibre da veia e trauma: a pungao de veias de pequeno calibre, veias frageis ou

“pescar” as cegas a veia com uma agulha pode produzir hemolise. Se a veia for
traumatizada durante a pung¢ao, o primeiro tubo obtido pode apresentar hemo-
lise, enquanto os seguintes costumam ser adequados;

+ Local de pungdo: a retirada da amostra da fossa antecubital se associa a diminui-
¢do representativa dos percentuais de hemdlise em relagio a retirada de amos-
tras de locais anatOmicos mais distais;'

+ Prepara¢ao da drea com alcool: a agulha pode transferir tragos de dlcool da pele

a amostra sanguinea e causar hemolise;

73



« Utiliza¢ao de um calibre inadequado de agulha: usar uma agulha de grosso cali-
bre (inferior a 21G) pode produzir hemolise ao permitir que uma grande quan-
tidade de sangue entre repentinamente no tubo com uma grande for¢a. De ma-
neira semelhante, o uso de agulhas muito finas pode causar hemolise ao forgar
o fluxo de sangue com grande for¢a por meio de uma abertura muito estreita. A
membrana celular dos glébulos se rompe na agulha a medida que sdo drenados
para o tubo de coleta a vacuo;

« Conexdes soltas: as conexdes soltas dos componentes de flebotomia, como a
conexao 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 hemolise;

+ Enchimento incompleto de tubos: alguns aditivos em alta concentragdo, como o
fluoreto de sodio, podem causar graus variaveis de hemdlise;

+ Coleta com seringas: retrair excessivamente o émbolo de uma seringa pode cau-
sar suficiente pressdo para hemolisar a amostra. A pressdo pode ser maior que
em um tubo de vacuo padronizado. O sangue pode comegar a coagular e hemo-
lisar enquanto se aspira em uma seringa de grande volume. A transferéncia para
um tubo empurrando o émbolo da seringa para forcar a entrada do sangue em
um tubo pode causar hemolise;

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

+ Coleta por cateter periférico: alguns estudos demonstram que a causa principal
de hemolise nas salas de urgéncias é o uso de cateteres periféricos para obter
as amostras para o laboratério. A retirada das amostras por venopungao direta
se associa a diminuigdo substancial dos percentuais de hemolise em relacio a
retirada de amostras por cateteres periféricos intravenosos.’” Um desses estu-
dos demonstrou que as amostras obtidas pelo pessoal de enfermagem a partir
de um cateter intravenoso tinham trés vezes mais probabilidade de apresentar
hemolise que aquelas obtidas por venopungéo;'!

+ Pressdo excessiva sobre o local de punc¢io capilar, que induz uma pressao hi-
draulica extrema nos capilares, também poderia causar hemolise.

Causas de hemdlise posterior a extragdo sanguinea

+ Homogeneizagdo da amostra: a agitagdo vigorosa dos tubos pode ser uma causa
de hemolise por ruptura mecanica das membranas celulares;

« Métodos de transporte: os sistemas de transporte pneumatico ou outras condi-
¢Oes de transporte que produzam turbuléncia e trauma das hemacias dentro dos
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tubos também sao causas de hemolise. Estudos demonstram que foram encon-
trados menos percentuais de hemdlise nas amostras transportadas por meios
convencionais versus as amostras transportadas por tubos pneumaticos;"

« Temperatura: temperaturas de transporte, centrifugacdo e conservagio muito
altas ou demasiado baixas podem romper as membranas celulares;

+ Centrifugagao: velocidades de centrifugacdo excessivas podem ser causas de
ruptura celular. Desvios na centrifuga¢do, como a recentrifugac¢ao de tubos com
gel e a demora na separagao do soro ou plasma, associam-se também a hemolise
in vitro;'°

« Armazenamento de sangue total durante varios dias a temperatura ambiente.

O profissional do laboratdrio deve registrar e identificar as causas da hemdlise
in vitro para reduzir a frequéncia, garantindo a obten¢do de amostras de qualidade
que provocam resultados confiaveis.

METODOS DE DETECCAO DE HEMOLISE

Tradicionalmente, detecta-se a hemolise pela andlise visual das amostras apos a
centrifugagdo. O uso de cartdes (gabaritos) que comparam a cor das amostras
com concentragdes elevadas de hemoglobina livre permite a comparagao direta.
A hemolise in vivo ou in vitro é visivel em amostras ndo ictéricas. Uma coloragao
vermelha no soro ou no plasma é observada visualmente se a concentragdo de
hemoglobina livre é superior a 200 mg/L."

Contudo, esse procedimento é pouco confiavel para detectar e quantificar bai-
x0s niveis de hemolise nos espécimes, que, mesmo em muito baixas quantidades,
podem afetar a determinagédo de variaveis mais propensas a sofrer interferéncias,
além da dificuldade inerente para sua padronizagdo." Embora nao se recomen-
de abandonar a pratica de inspe¢do visual das amostras ao serem recepcionadas
no laboratorio para a analise, recomenda-se utilizar sistemas automatizados que
permitam detectar e quantificar o grau de hemolise.” Recomenda-se fortemen-
te esse procedimento em laboratorios automatizados ou que buscam uma alta
produtividade.

O método de referéncia para a determina¢do de hemoglobina baseia-se no uso
da cianometa-hemoglobina (HiCN). Existe um padrao internacional de HiCN re-
comendado para avaliar métodos alternativos. Atualmente, a maioria dos analisa-
dores utiliza métodos sem cianeto e o espectro de absor¢ao da hemoglobina para
sua quantificagdo pelo método da espectrofotometria direta. Com base nessas téc-
nicas, a maioria dos autoanalisadores bioquimicos dispoe de sistemas para esti-
mar a concentragdo de hemoglobina na amostra a partir de medigoes em distintos
comprimentos de onda.
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indices séricos de hemélise

O termo “indices séricos” inclui distintos sistemas patenteados para detectar a pre-
senga de hemolise, ictericia ou turvagao na amostra. Os indices séricos oferecem
uma informagdo qualitativa ou semiquantitativa a partir da medi¢do de uma ali-
quota da amostra diluida. Particularmente, o indice de hemolise compreende um
calculo baseado em medidas de absorbancia realizadas sobre o soro ou o plasma
para diferentes comprimentos de onda, o que dd uma estimativa semiquantitativa
da hemolise detectada na amostra (Clinical Laboratory Standards Institute — CLSI,
2005). As amostras se classificam em categorias numéricas correspondentes a um
intervalo de concentra¢ao de hemoglobina estimada que, em geral, cobre uma fai-
xa de 0,25 a 10 g/L.> Apesar de as plataformas analiticas disporem de dispositivos
para determinar os indices séricos, estes deverao ser estabelecidos de acordo com
a liberagdo de analitos intracelulares, considerando que esses analitos se encon-
tram em diferentes concentragdes no plasma.’

MECANISMOS DE INTERFERENCIA?
Nas amostras hemolisadas, decorrentes do rompimento da membrana plasmatica,
¢ liberado um conjunto de substancias do interior das células para o liquido extra-
celular. Em alguns casos, as referidas substancias ndo tém um efeito interferente
conhecido, contudo sua concentragio se altera significativamente no plasma. Um
exemplo é o potassio, que ndo mostra interferéncia quanto a sua detec¢do, nem a
produz nas determinagdes analiticas de outras variaveis. No entanto, em outros
casos, essas substancias se comportam como interferentes em grande numero de
determinagdes. Particularmente, a hemoglobina liberada durante a hemolise pode
produzir interferéncia quimica ou espectrofotométrica em muitas determinagoes.’
Ainda mais, os mecanismos de interferéncia da hemolise ndo apenas afetam os
métodos espectrofotométricos, mas também interferem nos imunoensaios, nos
testes de coagulacdo e nos métodos de biologia molecular baseados na reacao da
polimerase.™

Em geral, as interferéncias pela hemolise in vitro sobre os testes de laboratério
podem ser causadas por:

1. Alteragdo da concentragdo de analitos no liquido extracelular por liberacio de

componentes intracelulares no fluido circundante:
Pode-se produzir falsas elevagdes de algumas varidveis ou efeitos de dilui¢ao:

+ Para as variaveis ALT, AST, DHL, Mg, P e K, os mecanismos de interferén-
cia sdo atribuiveis as grandes diferencas entre as concentragdes intracelula-
res e extracelulares dessas varidveis (p. ex., o DHL apresenta uma proporg¢ao
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160 vezes maior no interior dos eritrécitos que em plasma; o potassio em uma
propor¢ao de 22 vezes maior e o AST 15 vezes maior);"
Baixos valores de glicose, Na e Cl sao causados por efeitos de dilui¢ao.

. Interferéncias quimicas pela liberacao de conteudos eritrocitarios:

As proteases intracelulares liberadas dos eritrdcitos nas amostras hemolisadas
podem degradar troponina T liberada apés um dano cardiaco, causando uma
diminuigdo significativa nesse marcador;

A liberagdo de componentes intracelulares e substancias tromboplasticas li-
beradas das células danificadas que afetam a confiabilidade dos testes de
coagulagdo;'

A interferéncia da hemolise na determinagdo de CK foi atribuida a enzima ade-
nilato cinase intracelular, que ndo é completamente inibida sob condicdes de
operagao;

Para fosfatase alcalina, ferro, lipase e GGT, a interferéncia por hemolise é prova-
velmente causada pela reacdo quimica entre o que foi hemolisado e os compo-
nentes da reagao e por uma sobreposi¢ao espectral;’

As reagdes quimicas que podem ter o grupo heme, ou seus dtomos de ferro, cau-
sam interferéncia em diferentes componentes dos reagentes frequentemente
usados nas determinagdes, ou com a mesma variavel podendo produzir vieses
positivos ou negativos nos ensaios. Um exemplo dessa interferéncia é o efeito da
atividade peroxidase dos atomos de ferro, que causa interferéncia nas reacdes
que usam peroxido de hidrogénio, e sua reatividade quimica de oxidagdo-redu-
¢do pode afetar outros ensaios (p. ex., 0 método de determinagéo de bilirrubina
baseado no fundamento de Malloy-Evelyn).

. Interferéncias espectrofotométricas dependentes da concentragdo de hemoglobina:

Essas interferéncias afetam as determinagdes por um incremento na absorban-
cia dptica ou por uma mudanca no valor do alvo. As propriedades espectrais
da hemoglobina com um pico maximo de absorbancia de 420 nm aproxima-
damente e de absorc¢ao ainda entre 340 e 440 nm e entre 540 e 580 nm podem
causar interferéncias espectrofotométricas naqueles ensaios baseados em me-
didas nesses comprimentos de onda, especialmente nas medidas realizadas em
415, 540 e 570 nm, em que a hemoglobina mostra a maior absorbancia;
A concentragao de hemoglobina intraeritrocitaria é um parametro variavel na
populagao. A mesma quantidade de hemoglobina liberada pode acompanhar-
-se de uma concentragdo variavel de outros componentes. As hemacias de um
paciente com anemia macrocitica contém menor propor¢ao de hemoglobina
em comparagao ao resto dos constituinte.’
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IMPACTO DA HEMOLISE NOS TESTES DE LABORATORIO

A interferéncia por hemdlise representa uma das razdes mais frequentes de rejei-
¢do, pois afeta a determinacéo de varios analitos; contudo, outros testes ndo sofrem
interferéncia significativa.'® O laboratoério deve definir, para cada analito, a diferen-
¢a em relagao ao valor real na qual considera um erro significativo. A defini¢ao de
erro significativo pode variar entre os laboratdrios e dependera das especificagdes
da qualidade que o préprio laboratério define com relagao a imprecisao, ao erro
sistematico ou ao erro total.®

De acordo com o CLSI,? o efeito da hemdlise ¢ considerado clinicamente signi-
ficativo quando causa uma mudancga de 10% na medic¢do do resultado da amostra
sem interferente. Contudo, esse critério é mais permissivo nas magnitudes com
uma pequena variabilidade bioldgica e pode ser menos naquelas com elevada va-
riabilidade bioldgica intraindividual ou interindividual. A maioria dos estudos pu-
blicados acerca da significagao da hemolise utiliza critérios de erro sistemdtico ou
imprecisao desejavel, com base em estudos de variabilidade bioldgica.’” Com fun-
damento nesses conceitos, uma interferéncia clinica significativa é um resultado
que, na presenca do interferente, difere do resultado sem o interferente em mais de
1.96*(CV,> + CV )", em que CV, é o CV analitico do ensaio e CV_ ¢ a variagdo
bioldgica dentro dos sujeitos da variavel."

A respeito das magnitudes afetadas pela hemolise, muitas vezes a interferéncia
dependera do método analitico utilizado. Recomenda-se que cada laboratdrio ve-
rifique a informacao que os fornecedores disponibilizam a respeito das interferén-
cias por hemolise nas condigdes reais de trabalho.”

Em um trabalho do Dr. Saldafia do Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Mar-
tins, EsSalud, Lima, no Peru, demonstrou-se a interferéncia em diferentes concen-
tragoes de hemoglobina de 25 analitos em plasma medidos em um autoanalisador
ADVIA 1800 - os analitos mais afetados a uma concentragao de 2 g/L de hemoglo-
bina foram: DHL (elevacdo de 112%); AST (elevacdo de 33%); CK total (elevagido
de 20,7%); potéssio (elevacao de 18%); e fosfatase alcalina (diminuicao de 11%).%!

COMO DIFERENCIAR A HEMOLISE

IN VIVO DA HEMOLISE IN VITRO

Ao receber uma amostra hemolisada, ela ndo deve ser simplesmente rejeitada. O
laboratério devera alertar o médico-assistente com a finalidade de avaliar uma
possivel hemolise in vivo. Apesar de a hemolise in vitro ser mais frequente que a
in vivo, esta ultima tem uma importancia clinica maior em razdo de sua origem
patoldgica e de os pardmetros, sob influéncia da hemolise, serem importantes para
o diagndstico, o seguimento e o monitoramento terapéutico dessas doengas. Por
essa razao, é importante efetuar uma diferenciacio do tipo de hemolise.
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Durante uma hemolise in vivo, somente estdo presentes no plasma os compo-
nentes de elevada massa molecular (hemoglobina, DHL). Na hemdlise in vitro, o
total do conteudo intraeritrocitario se dilui no plasma da amostra.

A hemoglobina liberada in vivo esta unida a 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. E necessario con-
siderar que a haptoglobina compreende uma proteina de fase aguda, podendo ser
medida nessas situagdes ou em pacientes com hiperesplenismo. Em pacientes com
plasmocitoma, foi relatado aumento de haptoglobina e hemoglobina livre.

Na hemodlise intravascular, produzem-se aumento de hemoglobina no sangue e
na urina, bilirrubina livre, LDH, aumento de hemossiderina na urina e diminui¢ao
de haptoglobina. Na hemolise extravascular, ndo se observam bilirrubina, hemo-
globina e hemossiderina na urina* (Tabela 2).

TABELA 2 Presenca de analitos na hemdlise intra e extravascular

Plasma ou soro Intravascular Extravascular
Bilirrubina indireta Aumentada Aumentada
Haptoglobina Ausente Diminuida
Hemoglobina Aumentada Normal-aumentada
Desidrogenase lactica Aumentada Aumentada

Urina

Bilirrubina — —

Hemossiderina Presente —

Haptoglobina Presente —

Diferentemente, na hemdlise in vitro se observa um aumento em paralelo das
concentragdes de hemoglobina (coloragao vermelha do plasma/soro), ion potassio,
DHL e AST; contudo, as concentragdes de haptoglobina e de reticulédcitos se man-
tém dentro dos intervalos fisioldgicos.

Também existem métodos imunoldgicos que permitem distinguir os comple-
xos hemoglobina-haptoglobina da haptoglobina livre. Levando em consideragdo
que a haptoglobina é um reagente de fase aguda, deve-se descartar exatamente a
hemolise. Existe um método imunonefelométrico que torna possivel determinar
a concentra¢do de hemoglobina livre, com precisdo muito boa e alta correlagdo
com o método de referéncia de hemoglobina, a HICN (R = 0,984), e um intervalo
de medigdo de 9 a 2.300 g/L da hemoglobina livre.
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E importante citar que pode se observar um aumento inesperado de potassio,
desidrogenase lactica e fosfatase alcalina na auséncia de uma coloragao vermelha
visivel no soro. Isso pode decorrer de um quadro de trombocitdlise. Na Tabela 3,
estdo resumidas as diferencgas entre a hemolise in vivo e in vitro.

TABELA 3 Diferenciagio entre a hemolise in vivo e in vitro

Hemédlise in vivo Coloragdo vermelha do plasma/soro:
« Aumento da hemoglobina e DHL sem aumento de potassio
« Diminuigao da concentragdo de haptoglobina
« Aumento da bilirrubina livre

« Aumento do indice de reticulécitos

Hemodlise in vitro Coloragdo vermelha do plasma/soro:
« Aumento em paralelo de hemoglobina, potdssio, DHL e AST

- Haptoglobina e indice de reticulécitos normais

COMO PREVENIR A HEMOLISE IN VITRO

As causas principais da hemolise sdo a obtengdo e o manejo inadequados de uma
amostra. Em consequéncia, treinamento e educa¢ao apropriados podem reduzir sig-
nificativamente o nimero de amostras hemolisadas recebidas no laboratério:’

+ Calibre da agulha e veia: o calibre das agulhas para pungdo 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 fragil, ndo utilize tubos de
grande volume. Evite puncionar areas onde existam hematomas;

+ Desinfec¢ao da area a puncionar: desinfete a drea a puncionar segundo o proce-
dimento descrito em sua institui¢do; deixe a area secar;

« Conexdes soltas: assegure-se de que todas as conexdes dos componentes de fle-
botomia estejam ajustadas, como a conexdo 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 propor¢ao adequada entre o sangue e o
aditivo;

+ Coleta com seringa e agulha (modo aberto): as retiradas inadequadas com se-
ringa e agulha sdo causas notérias de hemdlise. Deve-se evitar o modo aberto
para a retirada da amostra sanguinea sempre que possivel, substituindo-o pelo
uso do sistema de tubos a vacuo. Caso seja preciso usar uma seringa, as seguin-
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tes recomendagdes devem ser levadas em consideragao para reduzir a incidén-

cia de hemolise:

— Bombeie o émbolo da seringa duas ou trés vezes antes de extrair a amostra,
para afrouxa-lo;

— Segure com firmeza a agulha com a seringa;

— Use seringas de 3 a 10 mL. Evite, na medida do possivel, o emprego de serin-
gas maiores;

—Assegure-se de que a velocidade de aspiragdo nio exceda 1 mL/s durante a
coleta da amostra. A forca excessiva de aspira¢do constitui causa frequente
de hemdlise;

—Transfira o sangue para o tubo imediatamente;

— Use um dispositivo especial para a transferéncia da amostra da seringa para o
tubo. Esse dispositivo aumenta a seguranca e melhora a qualidade da amostra;

— Deixe que o tubo seja enchido apenas pelo vacuo. Nunca pressione o émbolo
para transferir a amostra da seringa para o tubo, pois isso aumenta a for¢a do
fluxo e provoca traumatismo das hemacias. Além disso, é muito importante
levar em conta que a pressdo positiva que isso causa no tubo possa provocar
a expulsdo de sua tampa;

— Incline a seringa e o tubo de modo que o sangue deslize pela parede do tubo,
evitando, assim, que as células sanguineas batam com forga no fundo do tubo,
reduzindo o trauma as hemacias.

Cuidados apos a retirada da amostra sanguinea

« Homogeneizagdo da amostra: a mistura do sangue com os aditivos do tubo deve
ser feita mediante inversdes suaves e completas. Os tubos que contenham amos-
tras ndo devem agitar-se vigorosamente;

« Meétodos de transporte: se possivel, a distribuicao das amostras deve ser manual.
Os espécimes precisam ser mantidos em posi¢ao vertical (tampa para cima)
antes e apos sua centrifugacdo;

+ “Descolar” coagulos: ndo se deve usar aplicadores de madeira para “beirar” ou

“descolar” os coagulos, pois podem alisar os glébulos vermelhos. Com a dispo-
nibilidade de tubos a vdcuo para a obten¢ao de soros, cobertos em suas paredes
internas por material hemorrepelente, “beirar” os coagulos é desnecessario;

« Temperatura: as amostras devem ser armazenadas e transportadas em condi-
¢des controladas de temperatura. Também é preciso controlar a temperatura
das centrifugas. E importante observar as recomendagdes emitidas pelo labo-
ratdrio quanto as temperaturas de armazenamento e transporte para diferentes
analitos.
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AMOSTRAS DE QUALIDADE, RESULTADOS DE QUALIDADE

As técnicas para a obtengdo e o manejo apropriado das amostras sdo criticas para
produzir resultados de qualidade nos testes de laboratério. Mesmo que ocasio-
nalmente haja outras fontes de hemdlise fora do controle do flebotomista, a ob-
servagdo das recomendagdes anteriores devera reduzir de maneira substancial a
incidéncia de amostras hemolisadas no laboratdrio.

Amostras de qualidade sdo resultado do treinamento e conhecimento dos fato-
res capazes de influir nos resultados de laboratdrio. O fundamento é obter resulta-
dos confidveis nos testes de laboratorio que reflitam fielmente o estado do paciente.
Para assegurar que isso aconteca, as organizagoes e instituicdes devem estabelecer
procedimentos normalizados de operagdo para a obten¢io de amostras e assegu-
rar-se de que todo o pessoal que for realizar flebotomias tenha o treinamento e a
experiéncia necessarios.

SISTEMA MISTO: UM PROBLEMA LATENTE

Se for analisada a frequéncia das rejeicoes de amostras nos laboratdrios, poder-
-se-a observar que uma de suas principais causas é a hemolise. A causa desse erro
pré-analitico nem sempre estd na complexidade da punc¢ao ou no transporte para
o laboratério, pois, em muitas situagoes, é atribuivel ao sistema de coleta utilizado.
Atualmente, ainda se observa uma pratica institucionalizada e que promove uma
grande parte dessas rejeicdes: o uso de um sistema misto de coleta de amostras
que utiliza o sistema a vacuo (tubos) e um sistema de coleta aberta com seringa e
agulha. Um exemplo dessa condi¢ao é a obtengao de amostras sanguineas com se-
ringas de grande volume (10 mL ou mais) e sua distribui¢do em tubos por meio da
perfuragdo da tampa dos tubos a vacuo. Além de atentar contra a biosseguranga do
profissional da saude, essa pratica induz a lise dos globulos vermelhos no bisel da
agulha, pela pressao e suc¢ao que o tubo exerce sobre as hemacias versus a pressao
exercida pelo émbolo da seringa.

Qual a magnitude do impacto do uso do sistema misto de coleta na qualidade
das amostras e como se comportara a taxa de rejeicdo ao utilizar um sistema misto
ou a vacuo? Essas duas perguntas encontram resposta ao se analisarem as taxas
de rejeigdo de amostras obtidas na Clinica Davila 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 rejeicao de amostras, para cada
servico clinico da instituicdo. Esse relatorio ¢ divulgado em tempo real, por e-mail
dirigido a coordenadora da unidade envolvida. Ao revisar os dados obtidos pelo
laboratério da Clinica Dévila, observa-se que a hemolise aparece como uma das
principais causas das rejeigdes, conforme demonstrado na Figura 1.
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FIGURA 1 Percentual do tipo de rejei¢des sobre o total de incidentes registrados em
amostras recebidas pelo laboratério da Clinica Davila, cidade de Santiago no Chile no
periodo entre 2013 e abril de 2018.
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7 Iindice sérico: contribuicdo para a qualidade e a
confiabilidade dos resultados laboratoriais

INTRODUCAO
Os resultados dos testes laboratoriais sao responsaveis por 65 a 70% das informa-
¢Oes relevantes para a tomada de decisdo médica.

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

Como consequéncia, é necessario levar em considerac¢ao na defini¢do e no con-
trole dos processos todos os elementos que possam interferir nesse cendrio.

O erro analitico total consiste na soma de trés fatores: a imprecisdo ou a veraci-
dade; o desvio especifico do método; e o desvio especifico da amostra. Em geral, os
procedimentos de medigdo estimam apenas os dois primeiros. Entre as possiveis
causas do desvio especifico da amostra, estdo as interferéncias, frequentemente
observadas como problemas isolados em amostras especificas, em vez de uma ca-
racteristica quantificavel do processo.

Do ponto de vista da avaliago, a suscetibilidade as causas de interferéncias, siste-
maticas ou aleatorias, deve ser quantificada como componente do erro analitico total.

As interferéncias por substancias exdgenas ou enddgenas em ensaios para analitos
clinicamente tuteis consistem em um problema comum na medicina laboratorial.

A importancia da interferéncia nas analises realizadas no laboratério clinico
pode ser estimada pela sua frequéncia ou pelo seu impacto no atendimento ao
paciente.

Segundo Plebani e Carraro,' 13,3% do total de erros do laboratério se dao no es-
tagio analitico, percentual no qual as interferéncias analiticas sdo as maiores (8,5%).

Existem duas defini¢des mais comumente usadas para o termo “interferén-
cia analitica™ a primeira a refere como o erro sistematico de medigdo causado
por componentes da amostra, o que, por si s, ndo produz sinal no sistema de
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medicao; a segunda defini¢do a relaciona como o efeito de uma substéncia presen-
te na amostra que altera o valor correto de um resultado, geralmente expresso em
concentragdo ou atividade de um analito.

As interferéncias podem ser causadas por substancias enddgenas ou exdgenas.

Com relagdo as interferéncias analiticas exdgenas, as mais comuns sao as medicinais.

Ja as principais enddgenas sdo a hemoglobina, a bilirrubina, os lipidios e as
paraproteinas.

Acredita-se que a defini¢ao mais aplicavel é a segunda, uma vez que as causas
mais frequentes de interferéncias enddgenas nao seriam incluidas na primeira
definicdo.

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

HEMOLISE

E a mais frequente das interferéncias analiticas enddgenas e, portanto, uma das
mais estudadas. Na literatura, a hemolise aparece como causa de interferéncia en-
ddgena em mais de 50% dos casos. Isso porque a hemolise pode ocorrer durante
a coleta de sangue, o transporte, o armazenamento e a centrifugacao, enquanto a
lipemia ou a ictericia estdo associadas a condi¢do do paciente, de modo que nédo
podem ser solucionadas com uma nova coleta de sangue.

Nos anos 1990, o College of American Pathologists conduziu um estudo com
453 laboratdrios a fim de determinar a frequéncia e as causas de rejeicao de amos-
tras relacionadas a andlise de quimica clinica.

Nessa andlise, obteve-se uma frequéncia de rejei¢ao de 0,35%, cuja principal
causa foi a hemolise, cinco vezes mais frequente que a segunda causa relatada.

A hemolise compreende a liberagdo dos componentes do glébulo vermelho no
fluido extracelular com multiplas causas. Pode ser produzido in vivo ou in vitro,
sendo o ultimo o mais frequente.

A hemolise 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 pressdo (seja na extragdo, seja no enchimento do tubo), da extra-
¢do realizada com agulha e seringa ou sistema a vacuo, no modo de homogeneiza-
¢do da amostra, da conservacdo ou do transporte em condi¢cdes inadequadas ou da
centrifugacdo da amostra antes da formagao completa do coagulo. Em um estudo
de Bonini e Plebani,” a hemdlise in vitro representou a causa de 3,3% de rejeicao
de amostras no laboratdrio, ndo sendo observadas diferencas entre as amostras
oriundas de servigos de medicina ou cirurgia (3,1%), unidade de terapia intensiva
(3,5%) ou departamento de emergéncia (3,3%).

Existem varios mecanismos pelos quais a hemolise interfere nas determinagdes
laboratoriais.
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A hemolise tem um efeito direto em varias determinagdes. A diferenca na con-
centragdo de alguns analitos entre o espago intra e extracelular faz com que, ao
ocorrer o extravasamento do conteudo intracelular, a concentracgéo sérica ou plas-
matica de alguns elementos se eleve em maior ou menor grau, como potassio, AST,
DHL, entre outros.

INTERFERENCIA NO PROCESSO ANALITICO

O conteudo intracelular que extravasa para o plasma pode interferir diretamente
nas reagdes analiticas. A hemoglobina ja apresenta absor¢do de luz em um nivel de
comprimento de onda de 340 nm; assim, as técnicas que envolvem a medi¢do do
aumento ou a diminui¢do de NADH ou NADPH serao afetadas. Do mesmo modo,
pode ocorrer uma inibi¢do da diazoformacao na dosagem de bilirrubina pelo mé-
todo de Jendrassik pela atividade da pseudoperoxidase de hemoglobina.

INTERFERENCIA OPTICA

Pode ocorrer também uma interferéncia optica pela presenga da hemoglobina,
uma vez que, por se tratar de uma substancia colorida, pode ocorrer aumento na
absorcdo em determinado comprimento de onda, bem como como uma modifica-
¢do do valor do branco nas medi¢oes espectrofotométricas.

BILIRRUBINA
O aumento na concentragdo de bilirrubina compreende uma fonte frequente de
interferéncia endogena. Essa elevacido pode decorrer de doenga hepatica aguda ou
crdnica, cirrose, resposta ao consumo de medicamentos terapéuticos, entre outras.
A bilirrubina plasmatica circula ligada fracamente a albumina, havendo tam-
bém conjugados hidrossoltveis das formas mono e diglucuronida da bilirrubina.
A maioria dos estudos de interferéncia de bilirrubina analitica foi feita com a con-
tribui¢do de bilirrubina ndo conjugada ou ditaurobilirubina (hidrossoluvel ), o que
pode conduzir a diferentes resultados, tanto qualitativas quanto quantitativas.
O aumento de bilirrubina produz interferéncia nas rea¢oes fundamentalmente
por dois mecanismos:

+ Interferéncia espectral: a absor¢ao de luz pela bilirrubina entre 340 e 500 nm e
a alta absorbancia de fundo podem se tornar um fator limitante para a faixa de
linearidade dos métodos espectrofotométricos nesses comprimentos de onda,
afetando, também, as reagdes que utilizam o comprimento de onda de 340 nm
para a leitura principal da reagdo;

« Interferéncia quimica: em varios métodos, como aqueles baseados em reagdes
de oxidase/peroxidase (reagao de Trinder), o H,O, formado pode ser usado pela

&9



bilirrubina proporcionalmente a sua concentragdo, o que causaria uma dimi-
nuigao sistematica nos resultados. Isso pode acontecer na dosagem de analitos
comuns, como glicose, colesterol e triglicerideos.

O pH da reagao pode também interferir quando a concentragdo de bilirrubinas
esta elevada. No método de Jaffé, em meio alcalino, a bilirrubina representa uma
das interferéncias analiticas mais importantes.

Em um meio fortemente acido, pode ocorrer uma alteragdo na bilirrubina con-
jugada no nivel do espectro UV, produzindo uma interferéncia na determinagéao
de fosfato pelo método do fosfomolibdato.

A proporgao de bilirrubina conjugada e ndo conjugada no soro ou plasma nao
seria um fator de interferéncia significativo.

LIPiDIOS

A causa mais frequente de hiperlipidemia é o aumento na concentragao de triglice-
rideos no soro ou no plasma, o que pode decorrer de uma ingesta alimentar, um dis-
turbio do metabolismo das lipoproteinas, infusao de lipidios em nutri¢do parenteral,
diabetes melito, consumo de alcool, insuficiéncia renal crénica ou pancreatite.

Apos a absorgdo intestinal, os triglicerideos estdo presentes na circulagdo na for-
ma de quilomicrons e seus produtos metabolicos duram aproximadamente de 6 a
12 horas.

A turbidez causada pelas alteragoes metabolicas que provocam a hipertriglice-
ridemia ndo pode ser diferenciada da infusdo de lipidios para fins nutricionais,
aglutininas frias ou imunoglobulinas monoclonais.

Os quilomicrons sao particulas grandes que produzem turbidez, dispersao da
luz e deslocamento de volume, sendo esses 0s mecanismos de interferéncia dos
lipidios.

INTERFERENCIA ESPECTRAL
A interferéncia espectral causada pela lipemia ¢é diferente daquela promovida pela
hemolise e pela bilirrubina. A interferéncia da lipemia se da pela dispersao da luz,
prejudicando a sua transmissao pela cubeta de reagdo. O grau de dispersao da
luz depende do nimero, do tamanho e do indice de refragdo das particulas lipidi-
cas em suspensdo. Considerando que as amostras de soro sdo uma mistura de par-
ticulas de varios tamanhos, sua aparéncia é esbranquigada porque a luz se espalha
por todos os angulos. Quando a turbidez é muito alta, a medi¢ao nao sera possivel,
uma vez que excede os limites de linearidade das técnicas espectrofotométricas.

A dispersdo da luz causada por particulas lipidicas tem efeitos profundos nos
métodos baseados na dispersdo da luz, como a nefelometria.
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DESLOCAMENTO VOLUMETRICO
O volume ocupado pelas lipoproteinas pode reduzir a concentragao aparente do
analito pela redu¢ao da agua disponivel no volume da amostra, uma vez que o vo-
lume ocupado pelos lipidios inclui-se no célculo da concentragao do analito.

Esta é a causa que explica as baixas concentragdes de sddio e potdssio quando
medidas por fotometria de chama, mas a concentracao é normal quando medida
com eletrodos ions seletivos.

EFEITOS FiSICO-QUIiMICOS

Um analito que se solubiliza com lipidios pode nao reagir com o reagente aquoso
por causa de sua maior afinidade com os lipidios, resultando em uma medi¢ao
possivelmente diminuida. Do mesmo modo, as técnicas de eletroforese e cromato-
grafia podem ser afetadas.

PARAPROTEINAS

Concentragdes elevadas de proteinas causam interferéncia em alguns ensaios.
Os componentes monoclonais que se desenvolvem, por exemplo, no mieloma
multiplo podem aumentar a viscosidade do soro e interferir na medida do volume
da amostra.

A interferéncia analitica das paraproteinas compreende um método especifico,
sendo capaz, por exemplo, de ocorrer na dosagem da ureia pelo método de oftalal-
deido, mas ndo no de urease. Uma interferéncia negativa pode se dar na dosagem
de tiroxina por RIA, e uma interferéncia positiva quando determinado por ELISA
de duplo anticorpo.

Recentemente, se um resultado anormal fosse obtido, a amostra era inspeciona-
da quanto a possiveis interferéncias visiveis. Esse procedimento de verificagdo era
realizado apds o ensaio e consumia muito tempo. No entanto, havia dividas com
relacao as amostras com resultados normais que também poderiam ter sofrido
algum tipo de interferéncia.

Todas essas interferéncias analiticas podem ser quantificadas medindo-se os
indices séricos, o que exclui a possibilidade de erro humano e economiza tempo
do operador, além de determinar uma potencial causa de interferéncia para um
resultado anormal, evitando repeti¢des e, como consequéncia, redugdo de custos.

INDICES SERICOS

Definicao

Os indices séricos sdo calculos de medidas de absorbancia que fornecem uma re-
presentacao semiquantitativa dos niveis de ictericia, hemolise ou lipemia presentes
nas amostras de pacientes.
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Para medir os indices séricos, os analisadores pipetam uma aliquota da amostra
do paciente e a diluem em NaCl a 0,9%; em seguida, medem a absorbancia em
trés ou trés pares de comprimentos de onda, dependendo da plataforma utilizada.
A medida do indice sérico para lipemia utiliza comprimentos de onda proximos
de 700 nm, visto que esse intervalo estd livre da interferéncia pela hemolise e pela
ictericia. Para o indice de hemolise, a faixa de comprimentos de onda é préximo a
570 nm e, para ictericia, a 480 nm.

Apos a realizagdo da medi¢ao, o analisador compara o resultado com o valor-li-
mite de leitura preestabelecido para hemolise, ictericia e lipemia para cada ensaio
especifico a fim de avaliar se essa amostra ¢ adequada ou nio para obteng¢ao de um
resultado confidvel. Embora os niveis séricos de hemolise e ictericia tenham uma
boa correlagao com as concentragdes de hemoglobina e bilirrubina do paciente,
respectivamente, o indice de lipemia estd associado ao grau de turbidez na amostra,
e ndo diretamente a concentragdo de triglicerideos presentes nela.

Como ja dito, os indices séricos sdo tteis para monitorar o grau de interferén-
cia de hemolise, ictericia e lipemia, e, por conseguinte, melhorar a qualidade dos
resultados emitidos.

De acordo com um estudo de Vermeer e colaboradores,* ap6s a implantacéo da
determinacio dos indices séricos automatizados houve um incremento na detec-
¢do de hemolise e ictericia, ainda que sem uma conclusdo com relagao a lipemia.

As vantagens dos indices séricos automatizados sdo:

1. Reduzir o tempo de resposta, considerando que a revisdo manual das amostras
na fase pré-analitica ou das amostras que exibiram resultados anormais (fase pds-
-analitica) exige um gasto de tempo adicional e configura atraso na liberagao dos
resultados;

2. Reduzir os custos no laboratdrio por evitar a repeticio desnecessaria do exame.

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

Esse fluxo de trabalho proposto baseia-se na analise conjunta da amostra com
cada parametro dos indices séricos. O resultado e o valor dos indices serdo avalia-
dos simultaneamente e, de acordo com os valores de corte, um alarme sera dispa-
rado pelo sistema para alertar o analista.

Os valores de corte dos indices séricos para cada analito e para cada metodo-
logia podem ser fornecidos pelo fabricante ou determinados por cada laboratério.
Eles sdo inseridos no programa do computador ou no sistema do laboratério para
a geragdo dos alarmes.
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FIGURA 1 Fluxo de trabalho utilizando os indices séricos automatizados.

H: hemdlise; I: ictericia; L: lipemia.

Cada laboratério precisa estabelecer o seu valor critico de indice sérico no qual
a qualidade da amostra avaliada ndo permite o relato desse resultado.
Existem varias op¢des de conduta de acordo com o valor do indice sérico:

1. O resultado podera ser liberado se o indice estiver normal;

2. Se o indice for ligeiramente aumentado, o resultado podera ser liberado com um
comentario;

3. Se o indice exceder o valor critico atribuido, o resultado nao serd liberado e um
comentario sobre a qualidade da amostra devera ser reportado.

A qualidade da amostra ainda é considerada a pedra angular da qualidade total
no diagndstico laboratorial e sua avaliagao deve compreender uma rotina inevitavel.
Para isso, os indices 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

IMPORTANCIA DO ASSUNTO
Os exames laboratoriais tém um impacto critico e definem aproximadamente 70%
das decisdes médicas.!

No ciclo que se inicia com a solicitacio do médico-assistente e termina com a
interpretacao dos resultados, podem ocorrer erros em qualquer estagio.

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

Para detectar as reais alteragdes patologicas nos pacientes, as variagdes pré-ana-
liticas, analiticas e pds-analiticas devem ser reduzidas a niveis aceitaveis para que
nao haja um impacto na interpretagao dos resultados.

Cada uma dessas fases tem sua propria variabilidade e, ainda que alguns dos
erros nao afetem diretamente o paciente, outros implicam a repeticdo da analise,
resultando em aumento de custos, um diagnoéstico incorreto ou um tratamento
inadequado que afete a saude do paciente.’

A medida que a variagio analitica diminui com o desenvolvimento de novas
tecnologias, a variabilidade pré-analitica se torna o problema dominante para a
melhoria dos resultados.

A fase pré-analitica apresenta diversas fontes de variabilidade em conjunto com
o0s processos extralaboratoriais e intralaboratorios (Figura 1), que contribuem po-
tencialmente para a ocorréncia do maior percentual de erros (48 a 68%).>*
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Erro pré-analitico extralaboratério

Erro pré-analitico intralaboratério

Erro analitico

Erro pés-analitico intralaboratério

Erro pés-analitico extralaboratério

FIGURA 1 Percentual de erro nas etapas extra e intralaboratérios.

Fonte: adaptada de Guder et al., 2003.°

Na fase pré-analitica, um aspecto de interesse fundamental é a garantia da esta-
bilidade das amostras bioldgicas.

A estabilidade da amostra, de acordo com Guder,® refere-se a capacidade de
manter os valores e as propriedades bioldgicas da amostra dentro dos limites
preestabelecidos sob condigoes especificas.

Diferentes estudos documentaram os aspectos inerentes a manipulagido e ao
processamento das amostras sanguineas que podem afetar a estabilidade.

Os aspectos especificos fundamentais se referem a:

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

O conhecimento e o controle dessas variaveis podem contribuir para a otimiza-
¢do e a utilidade clinica dos resultados da analise laboratorial.

TEMPO DE CONTATO DO SORO OU PLASMA

COM AS CELULAS SANGUINEAS

Na maioria das analises laboratoriais, utilizam-se o plasma ou o soro dos pacientes.
O uso de plasma ¢ de particular interesse nos laboratérios de emergéncia por

contribuir para diminuir o tempo de resposta.

97



As amostras de soro e plasma apresentam algumas diferencas em relagdo aos
seus valores; além disso, existem diferentes tubos de separagao, aceleradores etc.,
que podem afetar a conservacao das amostras. Esses topicos serdo discutidos mais
adiante.

O contato prolongado do soro com o coagulo pode causar variagdes importan-
tes em alguns analitos, os quais serdo afetados em uma relagdo proxima com as
variaveis tempo e temperatura.

O periodo 6timo entre a coleta da amostra de sangue e a separagdo do soro deve
ser suficiente para possibilitar a retragdo do coagulo, mas inferior ao tempo em
que alteragoes significativas induzidas pelo contato com o coagulo possam ocorrer.

O tempo minimo para a retragido do coagulo ¢é de 20 a 30 minutos, de acordo
com Burtis e Ashwood,® e pode ser maior em pacientes anticoagulados.

A atividade biologica dos elementos presentes no sangue, como a difusdo trans-
membrana nas células, pode induzir mudangas nas concentragdes de certos anali-
tos se houver um periodo prolongado de contato do soro com o coagulo.

O soro ou o plasma devem ser fisicamente separados das células tao rapida-
mente quanto possivel, a menos que haja evidéncia conclusiva de que o contato
prolongado nao seja uma fonte de erro.

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

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

o ACTH, cortisol, catecolaminas, lactato, homocisteina e cdlcio ibnico em amostras
a temperatura ambiente (estavel por 96 horas a 4°C).

Tempo de separagao do soro dentro de 2 horas a temperatura ambiente:
 Glicose, potassio, fosforo, DHL.
Tempo de separagao do soro dentro de 6 horas a temperatura ambiente:”*

+ Albumina, bicarbonato, cloro, peptideo C, HDL-colesterol, LDL-colesterol, ferro,
proteinas totais.

De acordo com o estudo de Zhang e colaboradores,’” os seguintes analitos se

mantém estaveis no intervalo de até 24 horas a temperatura ambiente (18 a 25°C),
mesmo sem a separa¢ao do soro (Figura 2): ALT, AST, fosfatase alcalina, aldostero-
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na, amilase, bilirrubina, célcio, creatinina, ceruloplasmina, CK, CK-MB, cortisol,
estradiol, ferritina, folato, gama glutamiltransferase, HCG, haptoglobina, IgA, IgE,
IgG, IgM, prolactina, sddio, tiroxina, transferrina, testosterona, ureia, acido trico,

vitaminas A e B ..

Se razdes de distancia ou limita¢des técnicas ndo permitirem o transporte nos
tempos recomendados para a separagdo correta do soro ou plasma, recomenda-se
ndo transportar a amostra de sangue, mas separa-la previamente.

Fésforo (mg/L) Glicose (mg/L)

Potédssio (mEq/L)

FIGURA 2 Efeito do tempo (horas) de contato do soro com codgulo para analitos
selecionados.
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Analitos afetados pelo tempo de separacgao e

pela temperatura de armazenamento

Potdssio (K*)

A liberagao de K* dos eritrocitos é minima a temperatura ambiente em razdo da
atividade dependente da temperatura da bomba Na*, K* ATPase.

O frio inibe a glicdlise que fornece a energia necessaria para o bombeamento
de K* para o interior da célula. Sem essa energia, o K* nao ¢é transportado para o
interior das células resultando em uma falsa elevacido do K*.

Em altas temperaturas, observa-se um elevado indice energético com grande ati-
vidade da bomba que induz, em principio, um aumento na captagio o K*e diminui-
¢do transitoria da sua concentragdo no sangue. Esse comportamento ¢é verificado 4
horas apds a coleta a temperatura de 35°C. Na sequéncia, uma diminuigdo na glico-
se pode ocorrer pelo consumo celular e pela diminui¢éo da atividade da bomba, e o
K* é liberado da célula elevando a concentragdo no sangue (ver Figura 2).

Glicose

A concentragdo 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
concentragao de glicose diminui ao redor de 10%.

Fésforo
O efeito inverso da glicose ocorre com o fosforo inorganico, 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.

E necessdrio ter em mente que as amostras patolégicas podem apresentar
desvios no seu comportamento, habitualmente observados nos analitos, em razdo
do tempo de separagao 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 analise dos
gases sanguineos.

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

Uso de aditivos ou conservantes

A coleta da amostra com o agente antiglucolitico fluoreto de sddio estabiliza o
nivel da glicose na presenca de células de sangue durante mais de 24 horas a tem-
peratura ambiente ou 48 horas sob refrigeracao (2 a 8°C).
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Tubos primarios com separadores ou aceleradores da coagulagao

No mercado, existem diferentes tipos de tubos primarios, sendo os mais comuns
os tubos de polimetilmetacrilato, os tubos a vacuo com granulos que aceleram o
processo de coagulacdo e os tubos com gel separador.

Apds a centrifugagao, o soro ou plasma pode ser mantido em contato com o gel
de separador por um tempo limitado. E importante consultar as referéncias do
produto em uso e realizar os testes de validagdo pelo laboratdrio, pois a estabili-
dade dos analitos varia de acordo com os aceleradores e separadores utilizados."

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.”

TEMPERATURA DE CONSERVACAO, TRANSPORTE
E MANUSEIO DAS AMOSTRAS’
Amostras armazenadas a temperatura ambiente
Como mencionado anteriormente, para a maioria dos analitos, recomenda-se uma
temperatura ambiente (18 a 25°C) para conservagao, transporte e centrifugacdo
das amostras.

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

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

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

Contraindica-se a refrigeragcdo de uma amostra por periodos superiores a 2 ho-
ras quando se realiza a andlise de potassio (ver Figura 2).

As amostras coletadas para a andlise de eletrélitos ndo devem ser refrigeradas
previamente a centrifugacdo e a analise.

Sdo analitos que exigem armazenamento a frio: catecolaminas, amdnia, lactato,
gastrina, PTH, gasometria e calcio ionico.

Para esses casos, as condi¢oes de temperatura e transporte necessitam ser muito
bem controladas. Em algumas situagdes especificas, as analises sdo realizadas no pro-
prio local onde ¢ realizada a coleta da amostra (p. ex., andlise de gases sanguineos).

Temperatura de centrifugacao

Os laboratorios devem disponibilizar centrifugas com controle de temperatu-
ra. Alguns analitos termolabeis especificos 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 recomendagoes estabelecem temperaturas es-
pecificas de centrifugagao, as amostras de sangue para obtengdo de soro ou plasma
sao centrifugadas a uma temperatura entre 20 e 22°C.

Os tubos ndo devem ser recentrifugados ap6s a separagdo do plasma ou soro.

A recentrifuga¢ido pode provocar uma alteragdo na relagdo agua do plasma/vo-
lume das células, o que pode causar alteracdes no valor dos analitos.

Soro ou plasma apés centrifugacao
As amostras separadas de soro ou plasma ndo devem permanecer por mais de
8 horas a temperatura ambiente, antes da analise.

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

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

Descongelamento das amostras

Uma fonte muito comum de erro é a homogeneizagao inadequada das amostras
ap6s descongelamento. Durante o processo de descongelagdo, produzem-se gra-
dientes de concentragdo que determinam que as solugdes primeiro derretam e, em
seguida, deslizem para a superficie dos tubos.

As amostras de soro ou plasma nao devem ser congeladas e descongeladas, pois
podem sofrer deterioragdo. Nao é recomendado descongelar as amostras mais de
uma vez.

As amostras, uma vez analisadas, devem ser armazenadas para eventual con-
firmagdo de resultados, para realizar estudos adicionais e por razdes médicas ou
legais. A temperatura e o tempo de conservagao dessas amostras variam de acordo
com o analito e as recomendacdes especificas.

Temperatura de conservacao das amostras em estudos de coagulagao”
A estabilidade dos fatores da coagulag¢ao depende de o paciente estar recebendo ou
ndo tratamento com heparina, de acordo com Heil e colaboradores.'?

+ Tempo de protrombina (TP): as amostras ndo centrifugadas ou centrifugadas
sem a separacao do plasma, em tubo fechado a temperatura de 18 a 24°C, devem
ser analisadas dentro de 24 horas apds a coleta.

O armazenamento sob refrigeracao (2 a4°C) pode induzir a ativa¢ao do fator VII,
resultando em uma altera¢do do resultado de TP.

« Tempo de tromboplastina parcialmente ativada (TTPA): nos pacientes que nao
estao fazendo uso de heparina, as amostras ndo centrifugadas, ou centrifugadas
sem separag¢ao do plasma em um tubo fechado e mantido a temperatura entre

102



2 e 8°C ou 18 e 24°C, devem ser analisadas dentro de 4 horas apos a coleta
do sangue.

As amostras contendo heparina ndo 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 apos a coleta da amostra.
Quando ha um risco de agitagdo da amostra antes da centrifugacao (p. ex., du-
rante o transporte), o plasma deveria ser separado dentro de 1 hora apds a coleta
e analisado dentro de 4 horas apds a coleta.

As amostras para outros ensaios (p. ex., tempo de trombina, proteina 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 apds a coleta da amostra.

Se a andlise do TP ndo puder ser realizada dentro de 24 horas e o TTPA e outras
analises 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 ndo puderem ser analisadas imediatamente, as amostras podem ser mantidas,
no maximo, por 2 horas a 4°C antes da andlise.

O resultado do TTPA pode ser afetado em amostras previamente congeladas.

Temperatura de conservacgao e transporte de amostras de urina®
Recomenda-se processar a amostra de urina dentro de 2 horas apds a coleta e evi-
tar o uso de conservantes, tanto quanto possivel.

Se o processamento atrasar, a amostra deve ser refrigerada (2 a 8°C) e mantida
protegida da luz. Nessas condigdes, pode ser mantida por um periodo 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-
geneizagdo da amostra.

Na urina resfriada, pode haver precipitacdo de cristais urato amorfos e fosfato.

A urina nunca deve ser congelada, uma vez que deteriora os elementos celulares
e falseia os pardmetros bioquimicos.

Para o estudo de diferentes analitos, a amostra deve ser aliquotada com homo-
geneizagao prévia e conservada de acordo com as analises a serem realizadas.

O tempo de conservagdo sob diferentes condi¢cdes de temperatura ou conser-
vantes depende dos constituintes especificos da urina.

LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO (LCR) | TEMPERATURA DE

CONSERVAGCAO E TRANSPORTE®

O LCR deve ser transportado para o laboratorio imediatamente apds a coleta.
Pode ser armazenado em meio refrigerado (2 a 8°C) por no maximo 3 horas.
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Para o estudo da celularidade, quando o tempo de transporte for prolongado,
recomenda-se realizar a centrifuga¢do. As laminas permanecem estaveis por 4 a
6 dias a temperatura ambiente.

Ap6s a centrifugagdo, 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, ja que as proteinas das ban-
das oligoclonais desaparecem quando conservadas por mais de 6 meses a —20°C.

Conservacao de amostras para hemogramas
Recomenda-se processar a amostra em EDTA no prazo de 6 horas apds a coleta.
Em alguns casos, esse tempo é excessivo para garantir a exatiddo dos resultados.
Apenas o valor da hemoglobina e a contagem de plaquetas sdo estaveis durante
esse periodo.
Recomenda-se a realizagao de um esfregaco de sangue dentro de 2 horas depois
da coleta da amostra. Nao se indica o armazenamento do esfregaco por mais de
24 horas.

Temperatura em amostras especiais™
No caso das crioglobulinas, a coleta e o processamento de amostras devem ser
realizados sob condi¢des 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 laboratério, as amostras devem permanecer em um
recipiente isotérmico com agua, garantindo que a temperatura esteja entre 37 e 40°C.

No laboratério, os tubos devem ser mantidos a 37°C em banho-maria por
1 hora até a retragdo do coagulo e centrifugados a 37°C. Caso o laboratdrio nao
disponha de uma centrifuga a 37°C, a separagao do soro pode ser realizada apds
1 hora a 37°C, sem centrifugacao e com o auxilio de uma pipeta Pasteur, evitando
a aspiragdo de hemadcias ou residuos de fibrina.

TRANSPORTE DE AMOSTRAS
Normalmente, os tempos de transporte sdo curtos quando o laboratério esta pro-
ximo as areas clinicas e ndo representam um problema.

O transporte das amostras biologicas para o laboratério pode ser realizado por
meio de mensageiros ou tubos pneumaticos e mesmo pelo servigo de correios a
distancias variaveis do laboratorio que processard a amostra.

O laboratério processante deve dispor de um protocolo que descreva a correta
conservacao e o transporte das amostras, desde o momento em que sio coletadas
até a recepg¢ao no laboratdrio.
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As pessoas responsaveis pelo transporte devem seguir as instrugdes para preser-
var as caracteristicas originais das amostras, o que depende do tipo de amostra, do
analito e de sua concentracéo.

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

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

Recomendacdes gerais para o transporte de amostras’

+ Tempo: o mais rapido possivel, mas depende do analito a ser examinado;

« Temperatura: deve ser assegurada a temperatura de armazenamento das amos-
tras. Todas as amostras precisam ser transportadas a temperatura ambiente (18
a 25°C), exceto quando a amostra requer refrigeracao ou congelamento. Nos
casos em que ¢ necessario transportar uma amostra congelada (-18°C), deve-se
garantir a disponibilidade de congeladores. A faixa de temperatura necessaria
precisa ser especificada em casos especificos;

« Pressdo: no caso de transporte aéreo, as amostras devem estar preparadas para
suportar possiveis mudancas de pressao;

« Posicdo vertical: minimiza o balanceamento, evita o derramamento da amostra
e facilita a formagao do coagulo;

« Exposicao a luz: a exposigdo a luz natural ou artificial afeta principalmente os
seguintes analitos — bilirrubinas, vitaminas A e B o betacaroteno e porfirinas.
Nesses casos, recomenda-se o transporte em tubos &mbar ou cobertos com fo-
lha de aluminio;

+ Recipientes fechados: para evitar evaporagao, perdas, contaminagao. As agulhas
sempre devem ser removidas no transporte de amostras de sangue;

« Agitagdo e hemolise: 0 manuseio e o transporte das amostras exigem cuidados
para minimizar danos dos eritrocitos. Amostras hemolisadas podem causar in-
terferéncia significativa;

« Analitos seriamente afetados por hemdlise: DHL, AST, potassio;

« Analitos moderadamente afetados: ferro, ALT, T4;

« Analitos levemente afetados: fosforo, proteinas totais, albumina, magnésio, cal-
cio e fosfatase acida.

Tubos pneumaticos

Compreendem sistemas automatizados amplamente utilizados para o envio de
amostras ao laboratorio.

105



Diferentes reportes indicam que ndo ha qualquer alteracdo ao se transportar a
amostra por sistemas de tubos pneumaticos para os seguintes analitos:’

+ Albumina, fosfatase alcalina, AST, cloro, creatinina, glicose, sddio, bilirrubina,
proteina total, ureia, acido drico, leucocitose e tempo de trombina.

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

Transporte a distancia

Quando as amostras de sangue ou outros fluidos corporais siao enviados para la-
boratdrios distantes, uma série de normas deve ser cumprida para garantir a inte-
gridade das amostras e a seguranca daqueles que transportam ou estao em contato
com esses materiais.'*

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

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

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 recepgao do laboratério.

Para o transporte de amostras biologicas, a caixa a ser transportada deve estar
em conformidade com os requisitos de embalagem, rotulagem e sinalizacdo na
dependéncia 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 substancias infecciosas (categoria A) de-
vem ser tratadas de modo diferente das amostras diagnosticadas com baixo risco
para infec¢do (categoria B), como demonstrado na Figura 3.

As embalagens destinadas as amostras bioldgicas para fins diagndsticos devem
apresentar as seguintes especificagoes:'*"

« Frasco ou recipiente interno contendo a amostra: polipropileno ou polietileno séo
os mais apropriados para a maioria das aplicagdes. O vidro ndo é recomendado
pelo risco de quebra. Devem ser projetados para evitar derramamentos. Amos-
tras preparadas em vidro (laminas) precisam ser colocadas em recipientes espe-
cialmente projetados. O recipiente primdrio deve ser corretamente identificado;

« Material absorvente entre o recipiente interno e o secundario;

« Frasco ou recipiente secundério: deve estar completamente fechado. Caso nio se
utilize o recipiente tercidrio, este deve conter o pedido e o formulario do laboratorio;
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» Recipiente terciario: deve ser resistente a quebras e choques. Seu uso se dara
em razao das exigéncias normativas de cada tipo de transporte (terrestre, aé-
reo etc.). Deverd ser afixada uma etiqueta com o endereco do remetente e do
laboratdrio destinatario, bem como a frase “amostra para diagnostico” Sendo
uma caixa, serdo necessarias duas etiquetas de orienta¢ao, colocadas nos lados

opostos, indicando sua posi¢do correta;

« Um rétulo especificando a temperatura de armazenamento também ¢é necessa-

rio, caso ndo seja a temperatura ambiente (Figura 4).
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9 Interferentes em imunoensaios: aspectos histéricos e
evolucio dos métodos

INTRODUCAO

Embora se trate de um importante problema no imunodiagndstico (ID) por en-
volver reagdes antigeno-anticorpo, a interferéncia em imunoensaio (IE) sempre foi
subestimada. Resumidamente, foi definida por Kroll e Elin (1994) como o “efeito
de uma substancia presente na amostra que altera o valor correto de um resultado,
usualmente expresso em concentragdo ou atividade, para um analito’, ao que seria
mais abrangente acrescentando “[...] e outros fatores que alteram [...]"!

A histdria remete a 1897, quando o pesquisador austriaco Rudolf Kraus® desen-
volveu a primeira reacdo de ID ao misturar sobrenadante de cultura bacteriana
com soro de animal imunizado, observando a formagdo de um precipitado, dando
origem, assim, as reagdes de precipitagdo. Pode-se, entdo, afirmar com absoluta
certeza que, naquele momento, surgiram também os primeiros processos de inter-
feréncia nas reagdes da imunologia laboratorial.

O trabalho de Sgouris® foi um dos primeiros a comprovar 80% de resultados
falso-reativos em virtude da presenca de interferentes em IE para pesquisa de anti-
geno (Ag) de hepatite B. Desde entdo, a literatura laboratorial tem sido vasta quan-
to a abordagem da interferéncia no ID.

Objetivando alertar para a importancia e a gravidade dos interferentes, Kricka*
alertou para o caso de uma paciente com septicemia por Escherichia coli que apre-
sentava valores elevados para troponina I, TSH, hCG, alfafetoproteina e CA-125,
sem nenhuma correlagio clinica com esses resultados.

Wild, em 2001,’ ja ressaltava os grandes avangos nos IE e a imensa sensibilidade
obtida no nivel subpicomolar (107'?), em que, segundo ele, “um analito jogado no
mar junto a sua casa na Inglaterra conseguiria ser detectado na Australia”. Porém,
no mesmo trabalho, o autor também assinala as dificuldades causadas pelas subs-
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tancias interferentes nesses conjuntos reativos com altas sensibilidades e suas re-
percussdes na interpretagdo e na conduta clinica.

A capacidade de ligagdo do anticorpo (AC), a estrutura molecular do Ag, a ma-
triz da amostra, a composi¢ao dos reagentes, o formato do ensaio, entre varios
outros sdo essenciais na determinagédo da especificidade do IE.

Observa-se que, independentemente da concentra¢do do analito, a interferéncia
podera ser analito-independente (amostra hemolisada, ictérica, lipémica, presen-
¢a de anticoagulantes, estocagem da amostra etc.) ou analito-dependente causada
por interagdo entre componentes da amostra com um ou mais AC reagentes (AC
heterofilicos, AC humanos antianticorpos de animais, autoanticorpos antianalito,
fator reumatoide — FR - etc.).

Verifica-se também que a interferéncia podera causar resultados falsamente ele-
vados (interferéncia positiva) e falsamente diminuidos (interferéncia negativa) na
dependéncia direta do(s) AC envolvido(s) e do desenho do ensaio.

Embora nao haja a obrigatoriedade de ser diretamente proporcional, a magni-
tude da interferéncia geralmente depende da concentragao do(s) interferente(s).

As consequéncias das interferéncias nos IEs poderdo provocar graves condutas
clinicas com investigagdes e tratamentos desnecessarios.

Embora nio seja objetivo deste capitulo, para o bom entendimento dos me-
canismos de interferéncia nas reagdes antigeno-anticorpo (Ag-AC), é sempre
importante compreender importantes topicos relacionados a imunologia basica,
laboratorial e clinica, como antigeno, anticorpo, reagdo Ag-AC, cinética da forma-
¢ao de complexo Ag-AC, constante de associagao e dissociagao, sensibilizacao de
superficies, metodologias homogéneas/heterogéneas e competitivas/ndo compe-
titivas, desenhos das metodologias de IE, componentes do ensaio (soro controle,
soro padrao, calibrador, tampao, enzimas, sistemas reveladores, AC e Ag reagentes,
solucdo stop etc.), sistemas de leitura, automagdo em imunodiagndstico, controle
de qualidade, entre outros.

Considerando-se que, em capitulos posteriores, alguns mecanismos de inter-
feréncia serdao abordados mais detalhadamente, um dos objetivos deste é apenas
fornecer resumidamente alguns aspectos e exemplos de interferéncias em IE, sem
uma abordagem mais profunda.

NATUREZA DOS INTERFERENTES — EFEITO MATRIX

Amostras de individuos sadios e doentes poderdo também apresentar substancias
enddgenas interferentes. Cada individuo apresenta uma amostra com proprieda-
des unicas. Essas substancias poderao interferir ao interagirem em uma ou mais
etapas do IE, influenciando na liga¢ao do(s) AC e, consequentemente, na concen-
tracdo do analito.
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Anticorpos exdgenos administrados em uma terapia poderdo competir com os
AC antianalito do ensaio, alterando a reagdo Ag-AC do IE.

Interferéncias exdgenas representam aquelas causadas pela introdugao de fato-
res ou condicdes externas, in vivo ou in vitro, que normalmente nio estio presen-
tes nas amostras coletadas: hemolise, lipemia, ictericia, aditivos nos tubos coletores,
medicamentos, suplementos nutricionais, transporte e estocagem das amostras,
entre outros.

Componentes naturais das amostras (proteinas, carboidratos, lipideos, sais e pe-
quenas moléculas) poderdo, em conjunto, interferir nos IE, causando o chamado

“efeito Matrix”.

REACOES CRUZADAS

Nos IE, as reagdes cruzadas representam a interferéncia mais frequente, principal-
mente nas metodologias competitivas. Trata-se de uma forma de alteragdo ines-
pecifica nos ensaios, causada por substincias cujas estruturas integras ou catabo-
litos relembram as do analito, podendo apresentar epitopos iguais ou semelhantes,
competindo pela ligagdo com o AC, resultando em uma sub ou superestimagao da
concentragdo ou deteccdo do analito.

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

Em metodologias competitivas, determinados medicamentos ou seus metabdli-
tos poderao interferir em ensaios para firmacos de abuso, por apresentarem estru-
turas quimicas semelhantes.

Sabidamente, substancias analogas a digoxina, que frequentemente surgem em
quadros hepaticos, faléncia renal e hipertensao, apresentam rea¢do cruzada nos
IE para a quantificacao desses farmacos. Essas substancias presentes no sangue
poderdo ocasionar falsos resultados, quando na etapa de lavagem ou separagdo
apresentarem coeficiente de dissociagdo maior que a digoxina.

Ressalta-se a importancia do estudo da especificidade do IE para uma melhor
compreensao das reagdes cruzadas.

INTERFERENCIAS PRE-ANALITICAS

Tubos de coleta

Varios trabalhos demonstram as interferéncias causadas nos IE por diversos aspec-
tos relacionados aos tubos de coleta: vidro ou plastico; tampa de borracha; surfac-
tantes; anticoagulantes; gel separador; e ativadores da coagulagao. Tubos de plastico
tém se mostrado mais convenientes para as dosagens hormonais e de medicamen-
tos; porém, podem interferir nas dosagens de substancias de baixo peso molecular.
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Silicone e lipidios presentes em alguns tubos de coleta poderdo dificultar a forma-
¢do do complexo Ag-AC. Polimeros de silicone soltveis em agua que revestem os
tubos poderdo interferir negativamente nos ensaios que utilizam o sistema biotina-
-avidina (p. ex., tireotropina, prolactina e hCG) e positivamente em determinados
ensaios para dosagem de proteina C-reativa, com a qual se complexam.

Coleta e transporte da amostra

Um levantamento realizado por Rose e colaboradores® com quase 8 milhdes de co-
letas, entre outros aspectos técnicos, demonstrou a presenca de coagulo em 64,8%
das amostras, o que poderia interferir significativamente no correto volume aspi-
rado pelas sondas dos equipamentos automatizados de IE.

Kefter” demonstrou que o aumento aproximado de 5% de proteinas séricas na amos-
tra coletada com o uso prolongado do torniquete ampliara o niumero de provaveis
substancias ligantes no IE, podendo resultar em uma ma interpretagio do resultado.

O momento da coleta é critico para a dosagem de varios analitos, como medica-
coes terapéuticas, cortisol, renina, aldosterona, corticotropina, entre outros.

Trabalhos tém demonstrado que, nas dosagens de alguns pequenos hormonios
peptideos (p. ex., ACTH, renina e gastrina), as amostras devem ser transportadas em
gelo para evitar a desnaturagao molecular e a alteracao das propriedades antigénicas.

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

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

Recomenda-se que, na realizagdo dos IE, as amostras (sangue total, soro ou plas-
ma) sejam centrifugadas na dependéncia do tipo de tubo de coleta (vidro ou plas-
tico/com ou sem gel separador/com ou sem anticoagulante/tipo de anticoagulan-
te) por um tempo que poderd variar de 4 a 15 minutos e com velocidades de 1.000
a3.000 g, separando o soro ou o plasma até 2 horas apos a centrifugagao, conforme
orientagdo do Manual de Coleta Sanguinea H18-A3 do CLSI e das Recomendagoes
da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial para Coleta de
Sangue Venoso.>

Tipos de amostra

Na maioria dos IE, o soro é o material bioldgico de escolha, embora o plasma seja
também bastante utilizado e com a vantagem de eliminar o tempo de espera para a
formacao do coagulo. No ato da coleta, completar com sangue até a marca do tubo
para tal é fundamental, pois, desse modo, nao havera sobra de anticoagulante, a
qual poderd afetar a formagao dos complexos Ag-AC.
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Recomenda-sesempre que ostubos destinadosaos examesimunoldgicossejam os
primeiros a serem preenchidos, evitando-se, assim, contaminagdo cruzada entre
os diferentes aditivos que poderao interferir nos IE (p. ex., heparina litica, EDTA,
oxalato de potassio, fluoreto de s6dio). Tubos sem anticoagulante também pode-
rao interferir nas dosagens de troponina e determinados hormonios.

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

Amostras hemoliticas, lipémicas e ictéricas

A maioria dos IE ndo é afetada por amostras hemolisadas ou ictéricas. Entretanto,
IE para analitos labeis, como calcitonina, paratormonio, insulina, glucagon, gas-
trina e ACTH, poderao sofrer interferéncias em amostras hemolisadas, pela sua
degradacdo por enzimas proteoliticas liberadas pelos eritrécitos. E importante
assinalar que a hemolise na dependéncia do desenho de alguns ensaios podera
influenciar na geragao 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 lipémicas, estda bem definida sua contraindicagdo nas meto-
dologias de turbidimetria e nefelometria. Nos ensaios tipo ELISA, amostras com
altas concentragoes de triglicerideos e colesterol poderao causar resultados alte-
rados por interferirem na ligagdo do antigeno com o anticorpo adsorvido. Vérios
autores demonstraram a grande interferéncia que os acidos graxos nao esterifica-
dos causam nas dosagens de tiroxina e esterois. Recomenda-se guardar as amos-
tras lipémicas na geladeira por uma noite e utiliza-las no dia seguinte, objetivando
amenizar as agoes dos lipidios. Ultracentrifugacao também podera ser empregada
para remocdo do excesso de lipidios, assim como o pré-tratamento das amostras
com lipase. Nunca diluir a amostra com a finalidade de remover o excesso de li-
pidios. Micelas lipidicas sdo capazes de absorver e desviar a luz do sinal do ensaio.

Soros ictéricos poderao também causar alteragdes nos resultados de varios IE
em razdo da presenca da bilirrubina, principalmente as metodologias que utilizam
faixa de leitura préxima dela, cujo 6timo de absorcao ¢ 450 a 460 nm. A bilirrubina
também apresenta propriedades fotométricas e fluorométricas capazes de interfe-
rir na leitura do ensaio, bem como nas concentragdes séricas de medicagdes livres
versus complexadas, alterando suas distribui¢des nos diferentes espagos corporais.
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Estabilidade e estocagem das amostras

Embora a maioria dos analitos se mantenha estavel, quando conservados nos tubos
primarios a 4°C, o processamento e a estocagem das amostras inadequadamente
poderdo interferir em suas propriedades e, consequentemente, nos resultados dos
IE. O congelamento e o resfriamento sdo praticas comuns de armazenamento das
amostras. No caso de analitos como gastrina, insulina, ACTH, peptideo C e vitami-
na D, é essencial o transporte da amostra congelada ou estocada a -20°C.

Algumas proteinas presentes nas amostras se desnaturam, agregam ou perdem a
antigenicidade ap6s repetidos congelamentos e descongelamentos.

Amostras coletadas com EDTA se mostram mais estdveis que soro e plasma
heparinizado, pela a¢ao quelante sobre o cdlcio e 0 magnésio. Porém, em caso de
sobra de EDTA, quando da coleta de amostra ndo proporcional (pouca) a de que-
lante, este podera interferir na atividade de enzimas, como a fosfatase alcalina em-
pregada nos ensaios de quimioluminescéncia (QUIMIO), para a qual a presenga
do Mg** é essencial.

Indica-se a adigdo de substincias 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.

SUBSTANCIAS INTERFERENTES

Proteinas ligantes com hormonios

As concentragdes dos hormodnios podem ser modificadas por suas ligagdes com
globulinas e, principalmente, com a albumina, encontrada em alta concentra-
¢do sérica. Outras globulinas, como a globulina ligadora aos hormonios sexuais
(SHBG), a globulina ligadora da tireoide e a globulina ligadora do cortisol, repre-
sentam outros exemplos.

Na quantificacao total de determinado horménio, o ideal é separa-lo das subs-
tancias endogenas ligadas, bem como prevenir a unido do hormonio reativo mar-
cado a essas substancias. Tal separacdo podera ser obtida pelo uso de solvente de
extragdo, desnaturagdo dessas substancias ligantes, adigdo de agentes bloqueadores
ou extragao por imunoafinidade.

Autoanticorpos
Alguns autores tém demonstrado a interferéncia de autoanticorpos na quantifica-
¢do de varios analitos por IE, como prolactina, testosterona, insulina, tireoglobuli-
na, hormonios tireoidianos nas formas livre e total, entre outros.

Observa-se que, na dependéncia da distribui¢do dos complexos autoanticorpo-
-analito livre versus conjugado, a interferéncia podera ser positiva ou negativa.
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Quadros clinicos de cancer de tireoide, bdcio, hipertireoidismo pos-tratamento,
doenga de Graves, tireoidite de Hashimoto e doengas autoimunes néo tireoidia-
nas podem apresentar anticorpos anti-T4 e anti-T3 que interferirao nas dosagens
de T4 total, T4 livre, T3 total e T3 livre. Dependendo da metodologia utilizada, a
prevaléncia desses anticorpos variara, podendo chegar a 10% em pacientes autoi-
munes. Ressalta-se a importancia em observar a possivel discrepancia entre resul-
tados de T4 livre e TSH na presenca de tais autoanticorpos.

Pacientes com céincer de tireoide diferenciado (25%) e mesmo individuos sau-
daveis (10%) poderao apresentar anticorpos antitireoglobulina, que, por sua vez,
poderdo causar uma significativa interferéncia nas dosagens desse analito.

A presenca de anticorpos antiprolactina podera induzir a graves condutas médi-
cas, clinicas ou cirurgicas. 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 ¢ uma macromolécula na qual
a PRL esta complexada a uma IgG direcionada a determinado epitopo especifico
do hormoénio; além disso, ndo apresenta atividade bioldgica por sua biodisponibi-
lidade muito baixa (alto peso molecular). A literatura cita uma incidéncia acima
de 26% de macro-PRL em todos os casos de hiperprolactinemia, na dependéncia
da metodologia do IE utilizado. Todos os soros com hiperprolactinemia devem ser
tratados por cromatografia por filtragdo em gel ou pré-tratamento com polietileno
glicol (PEG 6000), objetivando-se pesquisar a presen¢a de macro-PRL.

Anticorpos heterdfilos

Define-se o anticorpo heterdfilo (AcH) como aquele produzido em resposta a um
antigeno e que reage com outro molecularmente diferente. Alguns autores chegam
a afirmar que os AcH estdo presentes em 30 a 40% das amostras. Esses anticor-
pos podem reagir com diferentes antigenos, bem como com a regido variavel (AC
anti-idiotipo) e fragmento Fc (AC anti-isotipo) de outros anticorpos. Em geral,
apresentam baixa afinidade e, consequentemente, fraca ligagdo (alto coeficiente de
dissociacio).

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 reagdes quantitativas ou
qualitativas.

Excesso de anticorpo ndo humano nos tampdes do ensaio reduz a possibilidade
de essas substancias interferirem junto aos anticorpos de captura ou de detecgao.
Quanto aos agentes bloqueadores normalmente adicionados pelos fabricantes aos
ensaios, nem sempre sao capazes de evitar a interferéncia dos AcH, principalmen-
te se esses forem do tipo anti-idiotipo.
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Alguns trabalhos demonstram que é muito frequente a presenca de AcH em
trabalhadores de fazendas e pet shops que mantém 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 poderdo estimular a formacao de altos titulos 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 antigeno do teste (analito) pelo anti-
corpo da mesma espécie constituinte do ensaio, produzindo falsos resultados.

Entre os HAAA mais comuns, sdo 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 diagnodstico laboratorial ou no monitoramento
terapéutico de inumeras patologias estdo sujeitos a interferéncia dos HAAA.

Os IE do tipo sandwich sdo os mais suscetiveis a interferéncia dos HAAA, que
podem reagir com os AC da mesma espécie constituintes do ensaio.

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

Sistema biotina-avidina

A biotina, presente em diversos alimentos, também denominada vitaminas B e
B,, H e coenzima R, responsavel pelo transporte de CO, como cofator da enzima
piruvato carboxilase, entre outras carboxilases, tem alta afinidade de ligagao nao
covalente com a avidina; portanto, com baixo poder de dissociagdo. A avidina é
uma glicoproteina homotetramérica derivada da clara de ovo, com a caracteristica
de conseguir se fixar a varios tipos de suportes, além de se ligar a outras substan-
cias da matriz sérica.

Em virtude dessa capacidade da avidina de liga¢do a substdncias da matriz
da amostra, pesquisadores passaram a utilizar estreptavidina, derivada do Strep-
tomyces avidinii, que, por apresentar menos aminoacidos basicos e residuos de
carboidratos, tem menor poder de ligacdo com outras substancias séricas e, conse-
quentemente, menor interferéncia no IE.

O complexo biotina-estreptavidina tem uma afinidade nao 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 superficies e a biotina a substancias como antige-
nos e anticorpos, esse complexo passou, entdo, a ser empregado nos IE.

Metodologias foram desenvolvidas, nas quais a estreptavidina adsorvida a uma
superficie se ligard a antigenos ou anticorpos biotinilados em uma etapa do pro-
cesso analitico.

O importante mecanismo de interferéncia se deve ao fato de a biotina ser uma
substincia presente em inumeros medicamentos e produtos de consumo, como
suplementos de biotina, polivitaminicos, suplementos nutricionais com foco no
mercado masculino e de criangas, shampoos, enxaguantes bucais, barras nutritivas,
linhas de cosméticos etc., levando o individuo a poder apresentar altas concentra-
¢Oes séricas de biotina.

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

Esse tipo de interferéncia nos IE que empregam o sistema biotina-avidina repre-
senta, atualmente, uma das mais frequentes na drea do imunodiagnoéstico.

Objetivando-se evitar essa interferéncia metodoldgica, deve-se perguntar, antes
da coleta, se o paciente esta em uso de algum produto contendo biotina. Caso este-
ja, uma nova coleta devera ser realizada apds 72 horas sem o uso dessa substéncia,
embora alguns autores sugiram menos tempo.

Torna-se necessaria atengdo especial aos pacientes renais que retém grandes
quantidades de biotina sérica, bem como em algumas patologias neuroldgicas (p.
ex., esclerose multipla), nas quais se indica a administracdo de altas doses desse
farmaco.

Trabalhos também demonstraram a presenca de anticorpos antiestreptavidina
em alguns individuos que, ao se ligarem a estreptavidina, impedem a liga¢ao dos
anticorpos e/ou antigenos biotinilados, do mesmo modo que a biotina exdgena.

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 concentracdo do analito

Observa-se o efeito Hook nos IE quando altas concentracdes do analito saturam
simultaneamente os anticorpos de captura e os de detec¢do. Ensaios imunométri-
cos do tipo sandwich de uma etapa sao os mais suscetiveis a esse tipo de interferén-
cia, provocando valores muito abaixo do correto.
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Analitos com possiveis altas concentragdes séricas sao os mais propensos a
desenvolver o efeito Hook: hCG, prolactina, horménio do crescimento, ferritina,
tireoglobulina, marcadores tumorais (PSA, CA 19-9, CA 125), entre outros.

Esse efeito podera ser evitado por diluicdo da amostra, por aumento dos anti-
corpos reagentes ou por diminui¢ao do volume da amostra para anélise.

O ideal sera sempre que o desenho do IE assegure concentragdes de anticorpo
de captura e de revelagdo suficientes para atender aos niveis do analito relativo a
cada patologia.

Na pratica, é comum a repeticdo do ensaio com varias diluicoes da amostra
objetivando validar o resultado.

Outras substancias

Albumina, troponina, fosfatase alcalina (FAL), variantes genéticas de analitos,
marcadores tumorais, complemento, fibrinogénio, lisozima e paraproteinas sdo
algumas das substancias que podem interferir nos IE.

Altas concentragdes de albumina podem interferir na fase analitica de formagao
dos complexos.

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

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

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

Variantes genéticas de alguns analitos dificultam significativamente a ligacao
com anticorpos monoclonais. Os individuos poderdo apresentar geneticamente
moléculas de alfa 1-antitripsina com diferentes pontos isoelétricos, o que causa
uma menor afinidade na ligagdo Ag-AC. E possivel também encontrar a hapto-
globina sérica em diferentes graus de polimerizagao, alterando a configuragao do
epitopo desse analito, o que dificulta a formagao do complexo com o paratopo do
anticorpo. Existe uma configuragao molecular de hormonio luteinizante incapaz
de se ligar aos anticorpos monoclonais.

Marcadores tumorais representam um complicado grupo de analitos, pois, além
de poderem apresentar um polimorfismo antigénico, os seus epitopos podem ficar
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encobertos por um processo de glicosilagdo pelo acido sialico, dificultando, em
ambos os casos, a ligagdo com o anticorpo monoclonal. A curva de calibragao para
esses marcadores também esta sujeita a interferéncias e sera abordada posterior-
mente (ver “Calibradores”).

A ligagdo do analito ao anticorpo especifico podera ser dificultada pela presenca
de complemento, que tem a capacidade de se ligar ao fragmento Fc das imunoglo-
bulinas. A agdo do complemento pode ser minimizada inativando-se o soro ou
adicionando-se uma substancia quelante (atentar-se para o fato de que algumas
enzimas empregadas nos IE necessitam de ions divalentes para sua agdo catalitica,
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 a IgG
detectora, adsorvida a fase solida.

A paraproteina 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.

INTERFERENCIA PELOS REAGENTES E

COMPONENTES DO ENSAIO

Agua reagente

Embora, atualmente, grande parte dos ensaios fornega reativos pronto para uso, a
qualidade da dgua reagente naqueles em que se torna necessaria é fundamental para a
estabilidade dos complexos Ag-AC cuja ligagdo é ténue, mesmo com alta especificida-
de, visto ndo se tratar de covaléncia, e sim de cargas elétricas envolvidas (forgas hidro-
fobicas, pontes de hidrogénio, for¢a de Coulomb e for¢a de van der Waals). A condu-
tividade da dgua representa um dos fatores que poderao interferir diretamente nessa
estabilidade. Mesmo com a possibilidade técnica do uso de agua tipo 2, recomenda-se,
dentro do possivel, o emprego de dgua tipo 1 (menor condutividade) (Tabela 1).

TABELA 1 Especificagdes da dgua reagente no momento de sua produgdo segundo o
NCCLS

TIPO1 TIPO 2
Bactérias heterotroéficas (UFC/mL) <10 <1.000
Resistividade (MQ/cm a 25°C) >10 >1
Condutividade (mScm a 25°C) <0, <1
Silicatos (mg/L) < 0,05 <0,
Carbono orgénico total (TOC) ng/g (ppb) — —
Particulas (micra) < 0,22 mc —
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Estabilidade e estocagem do conjunto reagente

Varios componentes dos conjuntos reagentes sdo instaveis (p. ex., anticorpo e anti-
geno reagentes, controles, calibradores, enzima, substrato, entre outros), tornando-
-se essencial a correta estocagem desse material conforme orientagdo do fabricante,
objetivando manter a sua estabilidade e o melhor desempenho analitico para que
ndo haja interferéncias nos resultados obtidos.

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

E fundamental, quando do recebimento do conjunto reativo, exigir o certificado
de fabricagdo para cada lote, o que permitira a correta analise das condi¢oes dos
reagentes, comparando-se principalmente a(s) leitura(s) obtida(s) no laboratério
do(s) controle(s) ndo reativo(s) com a(s) assinalada(s) no certificado, quando da
validagdo do lote pelo fabricante.

Cabe ressaltar que a sensibilidade de um conjunto reagente de metodologia he-
terogénea, entre outros importantes fatores, esta também diretamente relacionada
a qualidade do processo de sensibilizacao das superficies.

Calibradores

Alguns autores tém demonstrado a grande dificuldade de obter, para determinados
analitos (p. ex., marcadores tumorais), uma curva ideal de calibracio pelo fato de
as substancias calibradoras serem obtidas em muitos casos a partir de tecido, onde
comprovadamente esses analitos poderdo apresentar uma conformagio molecular
espacial diferente da observada no ambiente sérico e, consequentemente, formar
complexos Ag-AC com diferentes coeficientes de dissociagdo, que poderao causar
alteracdes nos resultados nas metodologias heterogéneas.

Tampoes reagentes

A adsor¢do de substancias inespecificas a parede do ambiente da reacdo podera
prejudicar significativamente o IE, levando-o a um falso resultado. Essa adsor¢ao
inadequada poderad ser evitada com o emprego de tampdes com pH e for¢a ioni-
ca corretos, adicionados com detergentes. Concentragdes elevadas de detergentes
poderdo desnaturar proteinas e desorganizar os anticorpos analiticos adsorvidos,
bem como conter peroxidos que inibem as reagdes Ag-AC. A presenca de azidas
e mercuriais nos tampdes para prevenir crescimento bacteriano podera inibir a
acao da peroxidase. O uso de bloqueadores em tampoes é também viavel, apenas
com atengao ao fato de que eles sdo capazes de alterar caracteristicas de ligacao de
alguns anticorpos, principalmente os de baixa afinidade.
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Substéncias endégenas que geram sinal de detec¢ao

Algumas substancias endogenas conseguem gerar um sinal de detec¢ao, podendo
interferir na leitura final do equipamento. Radioisétopos empregados no diag-
noéstico e em tratamentos podem alterar ensaios de radioimunoensaio. A meto-
dologia DELPHIA (time-resolved fluorescence) sofre a agao direta de europium en-
ddgeno. Substancias fluorescentes enddgenas, drogas fluorescentes e fluoresceina
utilizada em angiografia de retina poderdo também interferir na leitura dos en-
saios fluorescentes.

Inibidores e ativadores das enzimas componentes do ensaio

Substancias que inibem ou ativam as enzimas componentes dos enzimaimunoen-
saios (EIA) poderao interferir significativamente em seus resultados. Autores tém
citado a presenca 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 enzimatica da peroxidase.
Fluoreto de s6dio empregado na coleta sanguinea também podera inibir a agdo de
varias enzimas.

Validagao dos lotes

E fundamental a validagdo de cada lote dos conjuntos reagentes antes de sua utili-
zagdo, pois uma simples mudanga de um dos seus componentes representara um
novo lote e sera suficiente para poder alterar a especificidade ou a sensibilidade do
teste, com interferéncia direta sobre os resultados obtidos. Varios procedimentos
de validagao sao sugeridos, nao sendo o proposito deste capitulo discuti-los.

INTERFERENCIA ANALITICA DO EQUIPAMENTO

Carreamento

Os equipamentos especificos para IE, assim como aqueles empregados em con-
junto com a quimica clinica, sdo muito suscetiveis a apresentar carreamento entre
amostras.

No imunodiagnéstico automatizado, o carreamento representa um risco ine-
rente de todo processo analitico.

Dependendo do desenho do ensaio, valores observados poderao ser super ou
subestimados por lavagens inadequadas ou falhas na detec¢do de coagulos duran-
te a analise.

Amostra com alta concentragdo do analito podera contaminar outra a seguir,
pela lavagem inadequada da probe do instrumento, elevando a concentragao deste
nesta segunda, o que altera o resultado obtido.
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Efeito lavagem

As reagoes Ag-AC se constituem um processo dindmico, 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 heterogéneas, em
que Ag e/ou AC estao adsorvidos a uma superficie e com os quais os complexos sao
formados, as pressoes de lavagens das lavadoras devem estar adequadamente regula-
das para que ndo ocorra grande perda por dissociagao desses complexos especificos
formados (pressdo acima do ideal) ou ndo se consiga eliminar os complexos inespe-
cificos (pressao abaixo do ideal). Esse problema se agrava quando de anticorpos de
menor afinidade na amostra (p. ex., AC de primoestimulagao). Nos IE heterogéneos,
os complexos formados de maneira inespecifica apresentam geralmente baixa afini-
dade e sdo, em sua maioria, dissociados pelos processos de lavagens e eliminados do
ensaio, ainda que outros possam se manter integros, ligados ao suporte.

Sondas dos equipamentos automatizados

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

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

Independentemente do tipo de sonda utilizada, recomenda-se que, na realizagao
dos IE, as amostras (sangue total, soro ou plasma) sejam centrifugadas conforme
o tipo de tubo de coleta (vidro ou plastico/com ou sem gel separador/com ou sem
anticoagulante/tipo de anticoagulante) por um tempo que podera 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 apds a centrifuga¢ao, conforme orientagdo do Manual de Coleta Sanguinea
H18-A3 do CLSI e das Recomendagdes da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/
Medicina Laboratorial para Coleta de Sangue Venoso.*’

INCIDENCIA DE INTERFERENCIA EM IMUNOENSAIOS

Nos IE, a prevaléncia de interferentes é baixa, variando significativamente de acor-
do com a metodologia empregada. Autores citam de 0,5 a 6% o percentual de in-
terferéncias causadas por anticorpos heteréfilos e HAAA. Ward e colaboradores'’
identificaram 7 entre 21 mil amostras (0,03%) que apresentaram interferéncia pela
presenca de anticorpos heterdfilos e HAAA.
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Marks,'" em um importante trabalho multicéntrico, realizado com 10 amostras
de doadores com FR reativo, esclerose multipla e lupus, testadas em IE para 74
diferentes analitos em 66 laboratorios de 7 paises, demonstrou que aproximada-
mente 6% dos resultados foram falsamente elevados, com grande potencial de in-
terpretagdo clinica incorreta. Destes, 1,8% (n = 65) foi causado pela presenca de
anticorpos heterdfilos, enquanto em 4,2% (n = 146) envolvendo 17 analitos nao
se conseguiu caracterizar a origem da interferéncia, visto que, nessas amostras, o
agente bloqueador de anticorpos heteréfilos ndo conseguiu alterar os resultados.
Os ensaios mais afetados foram estradiol, cortisol, FSH, LH e mioglobina.

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

TECNICAS PARA DIMINUIR A INTERFERENCIA DE
ANTICORPOS NOS IMUNOENSAIOS

Na Tabela 2, conforme os trabalhos de Selby" e Tate e Ward,' estdo descritos os
métodos empregados para uma possivel redugdo das interferéncias causadas pelos
anticorpos heterélogos e HAAA, por meio de sua remogao ou seu bloqueio.

A extragao do analito da amostra antes do ensaio compreende a melhor forma
de remover os interferentes. Cromatografia em gel tem sido efetiva nessa remogao.
O emprego de anticorpos monoclonais de rato ou proteina G imobilizada em pé-
rolas de Sepharose tem sido muito eficiente na extracdio dos HAAA, assim como
a precipita¢ao com a utilizagdo de polietileno glicol (PEG) 6000. O aquecimento
(70 a 90°C) da amostra apresenta limitagdes pelo fato de poucos analitos serem
estaveis a essas temperaturas, com desnaturacdo dos anticorpos e consequente
comprometimento na formagdo dos complexos.

Uma alternativa objetivando a neutralizagdo ou a inibigdo de interferentes é a
adigdo ao ensaio de imunoglobulinas e soro em baixa concentracdo 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 ndo imune, anticorpo monoclonal nao
imune de camundongo e fragmentos de imunoglobulinas [Fc, Fab, F(ab’),], ressal-
tando-se o fato de, possivelmente, serem insuficientes para prevenir a interferéncia,
por nao haver como calcular a quantidade ideal de bloqueador a ser empregada.
Os diferentes graus de reatividades individuais a anticorpos animais e a sintese de
anticorpos heteréfilos dificultam também significativamente esse calculo. Vérios
agentes bloqueadores sdo comercializados.

HAAA com especificidade para a porg¢ao Fc do anticorpo do ensaio poderao ser
eliminados do soro com o emprego de fragmentos Fc e F(ab’), de imunoglobulinas
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ou anticorpos quiméricos, em que o fragmento Fab dos anticorpos humanos é
substituido por fragmentos semelhantes de anticorpos nao humanos.

TABELA 2 Métodos para reducdo de interferéncia de anticorpos heterofilicos e
anticorpos humanos antianticorpo de animal

Remoc3o de anticorpos interferentes

Extracdo do analito da amostra

Imunoextracdo por adigdo de soro animal imobilizado em pérolas de

Sepharose ou proteina A

Precipitagdo com polietileno glicol (PEG 6000)

Aquecimento a 70 a 9o°C para analitos estdveis

Adicao de agente bloqueador da mesma espécie do anticorpo do ensaio

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

podem ser insuficientes para superar a interferéncia

Soro n3o imune, IgG policlonal espécie-especifica, 1gG antianticorpo humano ou I1gG de

camundongo polimerizada

Anticorpos monoclonais de camundongo nao imunes

Fragmentos espécie-especificos de IgG (Fc, Fab)

Reagentes bloqueadores de anticorpos heterofilicos (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.%™

DETECTAR INTERFERENCIA EM AMOSTRAS SUSPEITAS
Alguns procedimentos poderao ser utilizados quando se suspeita da presenga de
interferentes na amostra.

Além da nio concordancia clinico-laboratorial de um resultado, a utiliza¢ao do
Delta Check, em que resultados atuais sdo comparados com anteriores e associa-
dos a andlise dos valores criticos, torna-se, em muitos casos, um instrumento facil
de realizar tal deteccio.

Deve-se observar se ha ou nao concordéancia de resultados empregando outra
plataforma de IE com anticorpo do teste diferente do inicial. Havendo concordan-
cia dos resultados, néo se exclui a probabilidade da presenca de interferentes, de
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acordo com a padronizagédo e os limites dos valores dos testes envolvidos. Marks'!
assinalou a importancia de nem sempre ser possivel considerar supostamente
corretos os resultados concordantes na maioria dos métodos, conforme ocorreu
com a amostra de uma mulher p6s-menopausada, 72 anos, FR positiva, na qual
9 dos 11 métodos testados na quantificagao 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-
dera se observar a presenca de discrepancia ou niao dos resultados em razao dos
interferentes. A literatura assinala que discordincias entre as amostras tratadas e
ndo tratadas no valor de 3 a 5 SD denotam possivel interferéncia por anticorpos
heterofilos, e maior que 5 SD ¢ indicativo da presenca desses anticorpos na amos-
tra, embora 20 a 30% das amostras com anticorpos interferentes podem fornecer
resultados semelhantes apds um tratamento com anticorpos bloqueadores.

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

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

CONCLUSOES

Embora tenha consequéncias clinicas, a interferéncia em imunoensaios, como ja
assinalado, é subestimada, compreendendo um importante problema a ser solu-
cionado, visto ainda néo existir nenhum procedimento que a elimine totalmente.

Como resolver? Solugdes definitivas nao existem; porém, algumas acdes devem
ser realizadas.

O didlogo entre o laboratdrio e o médico-assistente deve estar sempre presente e
estimulado, objetivando evitar que intervengdes clinicas desnecessarias. E preciso
atualizar o médico sobre caracteristicas das novas metodologias e suas limitagdes,
bem como as discrepancias entre a clinica e o resultado encontrado.

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

Sempre que houver discordancia entre o resultado observado e a clinica do pa-
ciente, deve-se pensar em interferentes e pesquisa-los por uma ou mais técnicas ja
citadas anteriormente.
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Cabera ao laboratorio reportar ao médico-assistente que o ensaio realizado foi
inconclusivo e a interferéncia nao foi detectada, nio liberando, entio, o resultado
e solicitando uma nova amostra.

O laboratdrio tem a responsabilidade de se certificar das possibilidades de in-
terferéncias em seus imunoensaios e suas consequéncias para os pacientes, bem
como de eventuais interpretagdes clinicas erroneas.

Aos fabricantes de conjuntos reativos, recai a responsabilidade de estabelecer
orientagdes sobre interferentes relacionados aos seus testes e pesquisar novas subs-
tancias causadoras de interferéncias, além de sempre buscar a melhora da especifi-
cidade e da sensibilidade dos imunoensaios.
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10 Interferéncia da biotina nos imunoensaios

BIOTINA

Também denominada B ouH,a biotina é uma vitamina hidrossoltvel do comple-
xo B.'? Apresenta molécula pequena (244,31 Da) e formula C H N.O,S (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 as apocarboxilases
pela acdo da holocarboxilase sintetase, convertendo-as em holocarboxilases, que,
por sua vez, promovem a transferéncia de CO, e a incorporagdo de bicarbonato
a acidos organicos. As carboxilases participam da sintese e da oxidagdo de acidos
graxos, do metabolismo de aminoacidos de cadeia ramificada (leucina, isoleucina,
valina, metionina, treonina), da cadeia lateral do colesterol e dos acidos graxos de
cadeia impar e da regulagdo da gliconeogénese. Estudos mais recentes sugerem
que a biotina também se liga as histonas, contribuindo para a estabilidade da cro-
matina e auxiliando na sinalizagao intracelular e regulacao epigenética.

H H

iy, N COOH

o
HNJLNH
s

FIGURA 1 Estrutura quimica da biotina.

Fonte: <https://commons.wikimedia.org/wiki/User:Jynto>.
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A biotina esta amplamente distribuida nos alimentos, sendo encontrada em
maiores quantidades na gema de ovo, no figado, em alguns vegetais e no leite de
vaca.>? Segundo o Institute of Medicine e o Food and Nutrition Board of the Na-
tional Research Council (Estados Unidos), a ingestao adequada de biotina é de
5 mcg/dia em recém-nascidos, aumentando gradativamente até 25 mcg/dia aos
18 anos. Em adultos, essa ingestao é de 30 mcg/dia em homens, gestantes e nao
gestantes e de 35 mcg/dia em lactantes. A ingestdo dietética em paises ocidentais
varia de 30 a 75 mcg/dia (143 a 287 nmol/dia).

Nos alimentos, a biotina encontra-se ligada a proteinas por meio de interagdes
covalentes entre o grupo carboxil da biotina e o grupo e-amino da lisina.'* A biotina
¢ liberada no tubo digestivo pela agdo de proteases e peptidases gastrointestinais e da
biotinidase (necessaria para quebrar a ligacao entre biotina e lisina) presentes em se-
cregdes pancreaticas e intestinais, sendo, entao, absorvida pela membrana de borda
em escova do intestino delgado pelo transportador multivitaminico dependente de
sddio. Em situagdes de excesso de biotina, ocorre também difusao passiva pela mem-
brana intestinal, de modo que praticamente toda a vitamina ingerida é absorvida e
se torna biodisponivel. Outra fonte de biotina advém da degradagao de carboxilases
enddgenas biotiniladas pela agdo da biotinidase, promovendo a reciclagem da bio-
tina no organismo. No sangue, a biotina circula sob a forma livre (81%) ou ligada a
biotinidase ou a outras proteinas plasmaticas. Acumula-se principalmente no figado
e é excretada predominantemente pelos rins como molécula intacta (> 50%) ou me-
tabolitos, sendo os principais a bisnorbiotina e a biotina-sulféxido.

O estado nutricional da biotina pode ser avaliado pela medida urinaria direta
da biotina e seus metabdlitos (teste mais sensivel que a determinacéo sérica) e por
métodos indiretos."”? Os ensaios para dosagem de biotina incluem: (i) ensaios mi-
crobioldgicos, que se baseiam no crescimento de microrganismos em resposta a
biotina e/ou aos metabdlitos; (ii) ensaios de ligagdo com avidina/estreptavidina, que
se baseiam ou na competi¢do entre a biotina da amostra e a biotina radioativa pela
ligagao a avidina/estreptavidina ou entdo na liga¢do da biotina da amostra com um
conjugado estreptavidina-ruténio (ensaio eletroquimioluminescente de pesquisa
desenvolvido pela Roche Diagndstica);* (iii) ensaios espectrofotométricos, que se
baseiam na absorbancia de luz a 500 nm apos reagdo da avidina com acido 4’-hidro-
xiazobenzeno-2-carboxilico na presenga ou auséncia da biotina; (iv) cromatografia
liquida (C18) seguida de espectrometria de massas (electrospray em modo positivo)
(LC-MS/MS), permitindo quantificar separadamente a biotina e seus metabolitos.”
Os niveis de biotina também podem ser avaliados por métodos indiretos: (i) me-
dida da atividade das carboxilases dependentes de biotina em linfdcitos incubados
com e sem biotina; (ii) dosagem urindria do acido 3-hidroxivalérico, que aumenta
quando o catabolismo da leucina diminui em decorréncia da menor atividade da
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3-metilcrotonil-CoA carboxilase; (iii) medida do lactato, que se acumula na defici-
éncia grave de biotina pela menor atividade da piruvato carboxilase.

Em individuos normais, as concentrac¢des séricas/plasmaticas de biotina sdo
baixas, variando desde < 0,1 até 0,8 ng/mL.">** Apos a ingestdo oral da biotina,
niveis de pico sdo detectados em 1 a 2 horas; o ritmo de decaimento é variavel,
sendo calculado em 1,8 hora apds doses de 0,6 a 0,9 mg ou 7,8 a 18,8 horas apos
100 a 300 mg. Durante o uso crénico de biotina, o estado de equilibrio é atingido
ap0s 3 dias, ndo havendo acimulo no sangue. Os niveis sanguineos atingidos apos
diferentes doses de biotina sao: 8,5 + 1,9 ng/mL (média + DP) ap6s 1 mg; 41 ng/mL
(mediana, com intervalo de 10 a 73) apds 5 mg; 91 ng/mL (mediana, com intervalo
de 53 a 141) apds 10 mg; 184 ng/mL (mediana, com intervalo de 80 a 355) apos
20 mg; 494,9 + 161,0 ng/mL (média + DP) apds 100 mg; 823,8 + 303,1 ng/mL (mé-
dia £ DP) ap6s 300 mg.>”’

A deficiéncia classica da biotina foi descrita em pacientes com mutagdes con-
génitas no gene da biotinidase ou holocarboxilase sintetase, defeito congénito
no sistema transportador intestinal da biotina, desnutri¢do grave ou ingestdo de
grandes quantidades de clara de ovo cru (em razdo da ligagdo da avidina do ovo
a biotina). Deficiéncias mais leves podem ocorrer em gestantes e lactantes (pelo
maior catabolismo da biotina) e em pacientes recebendo nutrigdo parenteral ou
tomando anticonvulsivantes (principalmente primidona e carbamazepina) ou aci-
do lipoico.? As manifestacodes classicas de deficiéncia incluem dermatite periori-
ficial, conjuntivite, alopecia (cabelos mais finos e descolorados), ataxia, hipotonia,
cetoacidose latica/acidudria organica, infec¢des cutaneas, convulsoes e retardo do
desenvolvimento neuropsicomotor em criangas.

O tratamento com biotina est4 indicado na deficiéncia da biotinidase, na defi-
ciéncia da holocarboxilase sintetase ou do transportador da biotina (5 a 20 mg/
dia), na doenca de ganglios da base responsiva a biotina-tiamina, na acidemia pro-
pidnica e em alguns distirbios do metabolismo energético mitocondrial (5 a 10
mg/kg/dia). A biotina também tem sido administrada a pacientes com esclerose
multipla progressiva (100 a 300 mg/dia, ou seja, 2.000 a 6.000 vezes maior que a
ingestao dietética habitual), doencas desmielinizantes, sindrome de ma-absor¢ao
e naqueles submetidos a hemodiélise ou nutrigdo parenteral.** Mesmo em altas
doses, a biotina é bem tolerada, existindo apenas dois relatos de potenciais efeitos
toxicos (diarreia transitoria e derrame pleuropericardico eosinofilico).® O princi-
pal uso da biotina, no entanto, estd em suas indicaqées nao médicas, jé 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 a20%
da populagdo consuma suplementos dietéticos contendo biotina. Em farmacias,
essa vitamina esta disponivel em comprimidos de 0,6 até 100 mg, sendo comercia-
lizada sem prescri¢ao médica.’
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SISTEMA BIOTINA-(ESTREPT)AVIDINA
E utilizado em mais de 50% dos imunoensaios atuais para fixar na fase sélida imu-
nocomplexos formados pela reagdo antigeno-anticorpo, promovendo a separacao
entre reagentes livres e ligados.'® Por se tratar de uma molécula pequena, a biotina
pode ser acoplada por meio de ligagdes covalentes a proteinas, polipeptideos e
antigenos de baixo peso molecular, sem alterar significantemente suas proprieda-
des biologicas, enzimaticas ou imunorreativas. O segundo componente do sistema,
a (estrept)avidina, é constituido por duas proteinas: a avidina, uma glicoprotei-
na basica (pI 10) com 67 kDa, presente na clara do ovo; e a estreptavidina, uma
proteina com 66 kDa, desprovida de carboidratos e discretamente acida (pI 5-6),
produzida pelo Streptomyces avidinii. Ambas apresentam quatro sitios de ligacao,
interagindo com a biotina por meio de ligagdes nao covalentes de alta especificida-
de e afinidade. A constante de associacdo dessa reacdo é muito elevada, ao redor de
10" L.mol™, ou seja, 10° a 10° maior que a de uma ligagao antigeno-anticorpo, sen-
do considerada a mais forte ligacdo ndo covalente entre uma proteina e seu ligante.
Por isso, uma vez formado, o complexo nao é afetado por alteragoes de pH, interfe-
rentes ou lavagens sucessivas do tubo de reagdo. Como a avidina tem maior indice
de reagdes nao especificas em razdo de seu alto pl e da presenga de carboidratos
na molécula, ela foi substituida pela estreptavidina na maioria dos imunoensaios.
Na estratégia mais frequentemente empregada em imunoensaios, a estreptavi-
dina ¢ fixada na fase sdlida (em geral, microparticulas paramagnéticas ou suporte
plastico) durante a confec¢ao do kit pelo fabricante.’ Nesse caso, antigenos ou an-
ticorpos biotinilados reagem com a amostra e o traqador no momento do ensaio,
formando imunocomplexos que se fixam na fase solida pela interacao biotina-
-estreptavidina. Outra estratégia menos utilizada consiste em se acoplar, durante
a fabricagdo do kit, tanto a estreptavidina a fase sélida quanto o antigeno/anticor-
po biotinilado a estreptavidina, de modo que a interacdo biotina-estreptavidina
ocorra antes da incubagdo com a amostra. Na primeira estratégia (mais comum),
substancias presentes na amostra, como a biotina exdgena, podem inibir a fixagao
dos imunocomplexos na fase solida, ao passo que, na segunda estratégia, essa in-
terferéncia nao acontece. Existem também raros ensaios em que a estreptavidina é
substituida por anticorpos antibiotina, sendo suscetiveis ao mesmo tipo de inter-
feréncia da biotina exdgena, dependendo do formato do ensaio.

INTERFERENCIA DA BIOTINA EM IMUNOENSAIOS

A biotina exdgena pode interferir nos imunoensaios que utilizam o sistema bio-
tina-estreptavidina, por inibir a fixacdo de imunocomplexos biotinilados a fase
sOlida.”!! Esses complexos permanecem livres e sdo eventualmente eliminados no
processo de lavagem do tubo de reagao, necessario para separar reagentes livres
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dos ligados em ensaios heterogéneos. Com isso, uma parte do antigeno ou anticor-
po conjugado ao tragador é perdida, com consequente diminui¢ao do sinal gerado
no final da reagéo.

A Figura 2A ilustra a interferéncia da biotina exégena em ensaios competitivos,
como o do estradiol. No tubo de reagdo revestido com estreptavidina, sao pipeta-
dos a amostra, o analogo do estradiol conjugado ao tragador e o anticorpo anties-
tradiol biotinilado. Durante a incubagdo desses reagentes, o estradiol da amostra
compete com o tragador pelos mesmos sitios de ligagao do anticorpo; assim, quan-
to maior a concentragdo do estradiol da amostra, maior sua ligagdo ao anticorpo
e, consequentemente, menor a ligacdo do tragador. Os imunocomplexos formados
ligam-se, entdo, a fase solida pela interagdo biotina-estreptavidina; entretanto, na
presenca de biotina exdgena em excesso, essas moléculas ocupam os sitios de li-
gacdo da estreptavidina, inibindo a fixagdo dos imunocomplexos biotinilados. Du-
rante a lavagem do tubo de reagao, os imunocomplexos livres sdao eliminados, oca-
sionando um menor sinal gerado. Como em ensaios competitivos o sinal gerado
¢ inversamente proporcional a concentragdo do analito, o menor sinal resulta em
um valor falsamente aumentado de estradiol.

A Figura 2B mostra como a biotina exdgena interfere em ensaios imunométri-
cos, como o do TSH. No tubo de reagdo revestido com estreptavidina, sio pipeta-
dos a amostra, o anticorpo anti-TSH biotinilado (captura) e o anticorpo anti-TSH
conjugado ao tragador (sinal). Durante a incubag¢ao desses reagentes, forma-se o
complexo sanduiche, constituido pelo TSH da amostra ligado aos anticorpos de
captura e sinal por meio de diferentes epitopos; quanto maior a concentragdo do
TSH, maior a formagao dos complexos sanduiche. A presenca de biotina exdgena
em excesso inibe a fixacdo dos complexos sanduiche biotinilados a estreptavidina;
estes sdo eliminados durante a lavagem do tubo de rea¢ao, resultando em um me-
nor sinal gerado. Como em ensaios imunométricos o sinal gerado é diretamente
proporcional a concentra¢iao do analito, o menor sinal leva a um valor falsamente
diminuido de TSH.

Qualquer imunoensaio que utilize o sistema biotina-estreptavidina, indepen-
dentemente do fabricante, esta sujeito a interferéncia da biotina, dependendo da
dose ingerida e do formato e da suscetibilidade do método.*' Na maioria dos en-
saios, a interferéncia ocorre porque o antigeno/anticorpo biotinilado é incubado
com a amostra no tubo de reag¢ao contendo a estreptavidina. Em ensaios em que o
reagente biotinilado é incubado com a estreptavidina antes da adi¢ao da amostra,
essa interferéncia nao acontece.

O potencial de interferéncia da biotina é grande, ja que os imunoensaios tém
sido amplamente utilizados nos laboratorios clinicos para dosar uma série de
analitos, como hormonios, marcadores cardiacos ou tumorais, biomarcadores
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A — Ensaio competitivo de estradiol (E ) na presenca de biotina exégena
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FIGURA 2 Esquema da interferéncia da biotina em ensaios competitivos (A, ensaio
de estradiol) e imunométricos (B, ensaio de TSH).

Fonte: elaborada pelo autor.

de anemia ou doenqas autoimunes, imunossupressores e, também, sorologia de
doengas infecciosas.”'** Por isso, fabricantes de kits devem testar e relatar, na bula
do ensaio, o limiar de interferéncia do método, ou seja, o nivel de biotina que, se
ultrapassado na amostra, pode promover um resultado falsamente alterado (geral-
mente definido como uma diferenga 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 nao relatavam a biotina como um possivel interferente e/ou nao disponi-
bilizavam o limiar de interferéncia do método em suas bulas.* Nos outros 206 en-
saios, 82 apresentavam limiar < 51 ng/mL, niveis que podem ser encontrados em
individuos da populagao geral tomando biotina 5 a 10 mg/dia. Segundo os autores,
esses 82 ensaios apresentavam alto risco de interferéncia 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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Vdrios trabalhos avaliaram a suscetibilidade dos imunoensaios a biotina, testan-
do amostras de soro as quais foram adicionados padrdes com concentragdes cres-
centes de biotina."**” No estudo mais completo desse tipo,'* Trambas e colaborado-
res avaliaram 32 ensaios Roche (13 competitivos e 19 imunométricos). Em curvas
dose-resposta, niveis crescentes de biotina (4 a 1.000 ng/mL) induziram valores
progressivamente maiores ou menores em todos os ensaios competitivos ou imu-
nomeétricos, respectivamente. Houve, no entanto, uma grande variacdo entre os
ensaios, tanto na concentracao de biotina necessaria para provocar interferéncia
quanto no efeito maximo observado. Em concentra¢des de biotina, frequentemen-
te encontradas em individuos 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 interferéncia minima (< 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 niveis de biotina de 15,6 e 31,3 ng/mL, respectivamente; nas
mesmas concentragdes de biotina, os ensaios de TSH e troponina T apresentaram
bias negativo de 10 e 25% ou 10 e 20%, respectivamente. Em niveis de biotina de
500 ng/mL (comumente observados em pacientes tomando biotina 100 mg),
todos os ensaios apresentaram bias maior que 90%, com exce¢do do CA19-9 e
CA15-3 (bias negativo de 40 e 25%, respectivamente); os ensaios mais afetados
foram a digoxina e os trés anticorpos antitireoidianos, com resultados falsamente
aumentados 15 a 50 vezes. Em ensaios competitivos, o bias positivo também foi
influenciado pela concentragdo do analito, sendo a interferéncia da biotina mais
acentuada em amostras com niveis mais baixos do analito.

Dois trabalhos com formato semelhante ao anterior, porém mais limitados, ava-
liaram os efeitos da biotina em outras plataformas. Interferéncias analiticas foram
detectadas nos ensaios Vitros (Ortho) em amostras com niveis de biotina a partir de
5 ng/mL (troponina I, FSH e prolactina), 12,5 ng/mL (TSH, LH e phCG), 25 ng/mL
(progesterona e estradiol) ou 50 ng/mL (testosterona, ferritina e CEA)."® Na pla-
taforma Dimension Vista (Siemens), observaram-se interferéncias em amostras
com concentragdes de biotina a partir de 300 ng/mL (troponina I e T, livre) ou
400 ng/mL (digoxina, NT-pro-BNP, T ) livre, TSH, progesterona e estradiol); entre-
tanto, nao houve alteragdes nos ensaios de phCG, LH, ferritina, mioglobina, CA15-3,
CA19-9, PSA total e livre, mesmo em concentragdes de biotina até 1.000 ng/mL."”
Portanto, em comparagdo aos ensaios Roche, os da Ortho parecem mais suscetiveis
e os do Dimension Vista/Siemens menos suscetiveis a interferéncia da biotina.

Varios estudos em voluntarios normais avaliaram o perfil das alteragdes hormo-
nais apds ingestdo de biotina. Em dois deles, a interferéncia maxima ocorreu em
2 a 3 horas ap6s dose unica de 10 ou 30 mg; os efeitos sobre o TSH, T, livre e T,
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desapareceram em 24 horas apds a ingestao de 10 mg, ao passo que, no voluntario
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 T,/T, livre e tireoglobuli-
na.'’®” No estudo mais completo em voluntarios 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 7° dia (2 horas
apos ingestao da biotina) e 14° dia (7 dias apds a suspensao da biotina).” Resul-
tados falsamente aumentados foram detectados nos ensaios competitivos de T, li-
vre, T, livre, T, total e 25-hidroxivitamina D do Cobas €602 (Roche) e no T, livre
do Dimension Vista (Siemens). Por outro lado, valores falsamente diminuidos fo-
ram observados nos ensaios imunométricos de TSH do Cobas €602 (Roche) e no
TSH, PTH e NT-pro-BNP do Vitros (Ortho). Nenhum dos outros ensaios avalia-
dos (T, total, prolactina, ferritina e PSA de diferentes fabricantes) apresentou qual-
quer alteragdo. Cabe salientar que, na maioria dos estudos descritos, a biotina foi
administrada a individuos normais, presumidamente com fungéo renal preservada,
em dose tnica ou em curtos periodos de até 7 dias. Conforme demonstrado por
Piketty e colaboradores,” pacientes tomando 300 mg/dia durante meses apresenta-
ram niveis mais baixos de biotina e mais elevados dos metabolitos bisnorbiotina e
biotina-sulféxido que individuos-controle apds ingestao de 300 mg em dose unica.
Esses metabolitos ligam-se a estreptavidina com menor afinidade que a biotina; por
isso, sua interferéncia analitica é provavelmente menor. Também é possivel que pa-
cientes em uso cronico de biotina desenvolvam compostos enddgenos biotinilados,
que, em teoria, poderiam prolongar a interferéncia analitica da biotina. Portanto, o
tipo de administragdo (aguda ou cronica), o tempo de coleta apds ingestdo e, pro-
vavelmente, a funcio renal sdo fatores determinantes dos niveis séricos de biotina e,
consequentemente, da interferéncia provocada nos imunoensaios.

IMPLICACOES CLiNICAS

De modo geral, as quantidades de biotina presentes na dieta normal (35 a 70 mcg/
dia) e na maior parte dos polivitaminicos (30 a 60 mcg/comprimido) ndo interfe-
rem nos imunoensaios.” Apenas doses suprafisioldgicas > 1 mg parecem provocar
alteracdes laboratoriais, conforme descrito em diversos relatos de caso e duas sé-
ries recém-publicadas com pacientes de varias idades, incluindo recém-nascidos
até adultos de 74 anos (Tabela 1). A maioria estava tomando biotina em altas doses
para tratamento de doengas metabolicas hereditarias (2 a 15 mg/kg/dia ou 10 a 40
mg/dia), adrenoleucodistrofia ou esclerose multipla (300 mg/dia).>***'*® Em ape-
nas dois trabalhos, a interferéncia 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 interferéncia para a populagao geral.**
A maioria dos pacientes apresentava alteragdes laboratoriais tipicas de hipertireoi-
dismo, com TSH diminuido ou suprimido e T, e/ou T, livre e/ou total aumentado,
sem quadro clinico franco de tireotoxicose;>**** em 10 casos, o TRAb também
era positivo e elevado.?>? As excegoes a esse perfil laboratorial incluiam trés
pacientes em uma série de nove adultos com esclerose multipla; dois tinham tes-
tes tireoidianos todos normais e em um paciente apenas o TSH estava diminuido,
provavelmente porque as amostras foram coletadas muito tempo depois (11 a 13
horas) da ultima dose de biotina.

TABELA 1 Condigdes clinicas simuladas pela biotina relatadas na literatura

. . Alteracoes o . .
Condicao clinica . Biotina Ensaio Referéncias
laboratoriais
TSH | Roche
) 10 mg
o T4/T3 livre ou Ortho
Hipertireoidismo 100 mg
) total 1 Beckman-Coulter
(autoimune) 300 mg ) 22-30
TRAb 1 Boehringer
. . 2-15 mg/kg .
Tireoglobulina | Mannheim
Tumor ovariano secretor E2 ¢
. 10 mg Ortho 29
de estrégeno FSH/LH |
Intoxicagdo por 250HD ¢
o 300 mg Roche 5
vitamina D PTH |
Doenca 6ssea
adinamica na 1,5 mg Roche
. o PTH || +Ca ) 31,32
insuficiéncia renal 10 mg Siemens/Centaur
crbnica
Hipoparatireoidismo Roche
) o . PTH || +Canl 5mg ) 32
pos-paratireoidectomia Siemens/Centaur

Em outros dois relatos, duas criancas apresentavam testes inconsistentes, com
TSH normal e T, e/ou T, livre aumentados ou TSH diminuido ou suprimido e
T, e/ouT, livre normais; porém, as dosagens normais foram obtidas em ensaios
que ndo utilizavam o sistema biotina-estreptavidina.'**! Portanto, a biotina pode
simular perfeitamente o quadro laboratorial de hipertireoidismo autoimune
(doenga de Basedow-Graves), inclusive alguns pacientes foram submetidos a exa-
mes subsequentes desnecessarios, como ultrassonografia e captagdo/cintilografia
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da tireoide com iodo radioativo, ou encaminhados para tratamento equivocado
com medicagdes antitireoidianas, tireoidectomia ou radioiodoterapia. A inter-
feréncia foi detectada em ensaios de diferentes fabricantes, incluindo a antiga
Boehringer Manheim, Roche, Ortho e Beckman Coulter. Resultados falsamente
diminuidos de tireoglobulina e anticorpos antitireoglobulina também foram rela-
tados em dois pacientes, o que, em teoria, poderia gerar problemas em pacientes
tireoidectomizados por cancer de tireoide, sendo monitorados com medidas se-
riadas de tireoglobulina.'””” Em todos os pacientes, as dosagens laboratoriais se
normalizaram apds a suspensao da biotina ou repeticdo das dosagens em ensaios
que ndo utilizam o sistema biotina-estreptavidina.

Outras alteragoes induzidas pela biotina incluem estradiol elevado asso-
ciado a FSH e LH baixos em uma mulher na p6s-menopausa tomando biotina
10 mg/dia, sugestivos de tumor ovariano secretor de estréogeno.” Varios pacientes
em uso de biotina 300 mg/dia apresentaram também 25-hidroxivitamina D
aumentada associadaa PTH baixo, sugestivos de intoxicagao por vitamina D.” Duas
mulheres com insuficiéncia renal cronica e hipercalcemia, em uso de biotina 1,5 e
10 mg/dia e com provavel clareamento renal diminuido desse suplemento, apre-
sentaram PTH falsamente baixo, levando ao diagnoéstico incorreto de doenga 6ssea
adindmica.’* Em outra paciente com hiperparatireoidismo primario submetida a
paratireoidectomia subtotal, em uso de biotina 5 mg/dia, niveis séricos falsamente
suprimidos de PTH indicaram incorretamente o diagndstico de hipoparatireoi-
dismo pds-cirurgico.”> 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 miocardio com troponina falsamente baixa (<www.fda.gov/Safety/MedWatch/
SafetyInformation/SafetyAlertsforHumanMedicalProducts/ucm586641.htm>).
Outras alteragdes detectadas principalmente em pacientes em uso de biotina 300
mg/dia, mas também com doses de 10 mg, incluem peptideo C, ferritina e PSA
falsamente diminuidos e progesterona, testosterona, cortisol, de-hidroepiandros-
terona-sulfato, dcido f6lico e vitamina B, falsamente aumentados.>*****

ESTRATEGIAS PARA MINIMIZAR A INTERFERENCIA
ANALITICA DA BIOTINA

Medidas simples que podem ser adotadas pelos laboratorios clinicos para minimi-
zar a interferéncia da biotina incluem:

« Inserir informagdes sobre a biotina nas instru¢des de preparo dos exames sus-

cetiveis a esse interferente e questionar pacientes especificamente sobre o uso da
biotina na recep¢ao do laboratério;
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«+ Se possivel, recomendar a suspensao da biotina antes da coleta de exames susce-
tiveis a esse interferente. Nos estudos de farmacocinética da Roche Diagndstica,
todosos 54individuosavaliadosapresentaram niveis séricosinferioresa30 ng/mL
em 3% ou 8 horas ap6s ingestao de 5 ou 10 mg de biotina, respectivamente.*
Como esse ¢ o menor limiar de interferéncia dos ensaios Roche (segundo o fa-
bricante), a recomendacdo da empresa, inserida em todas as bulas dos kits, é de
que “amostras ndo devem ser coletadas em pacientes em tratamento com doses
elevadas de biotina (isto é, > 5 mg/dia) até no minimo 8 horas apds a tltima ad-
ministracdo de biotina”. Entretanto, a recomendac¢do 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 fungdo renal comprometida, é melhor
descontinuar a biotina por pelo menos 1 a 2 semanas;>’

« Alertar médicos sobre a potencial interferéncia analitica da biotina em reunides
clinicas ou notas explicativas em laudos de exames suscetiveis a esse interferente;

« Manter didlogo constante com o corpo clinico, estimulando o reporte de resul-
tados incompativeis com o quadro clinico e investigando exaustivamente a pre-
senca de interferentes. Se necessario, questionar novamente o paciente sobre o
uso de biotina, pois, como é comumente considerada uma vitamina, e ndo um
medicamento, frequentemente nio é reportada ao médico ou ao laboratério.

Em amostras ja coletadas e processadas que apresentem resultados suspeitos, o
laboratério pode repetir as dosagens em ensaios que nao utilizam o sistema bioti-
na-estreptavidina. Outra possibilidade é dosar os niveis de biotina na amostra sus-
peita para verificar se ultrapassam o limiar de interferéncia relatado pelo fabrican-
te dos kits. Infelizmente, a dosagem de biotina ndo faz parte da lista de exames da
maioria dos laboratdrios, mesmo dos grandes centros de apoio ou referéncia. Por
ultimo, o laboratdrio pode neutralizar o efeito da biotina incubando amostras em
solu¢do de microparticulas paramagnéticas revestidas com estreptavidina.”>**** Essa
solucdo faz parte dos kits de imunoensaio da Roche (concentragao 0,72 mg/mL);
como ¢ disponibilizada em excesso, é possivel recuperar varios mililitros de cada
kit depois de o analisador identificar o reagente como “vazio’, misturar os volumes
obtidos de varios kits e, entdo, 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 microparticulas sao centrifu-
gadas ou imobilizadas com o auxilio de um magneto, o sobrenadante descartado
e a amostra incubada com as microparticulas; estas sdo novamente centrifugadas
ou imobilizadas e o sobrenadante separado para ser dosado. As amostras prepa-
radas dessa maneira ficam presumivelmente livres de biotina, ndo havendo perda
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significativa do analito durante o procedimento. De acordo com Trambas e cola-
boradores, esse método permite nao apenas identificar a presenga de biotina, mas
também remover a interferéncia analitica mesmo em amostras de pacientes to-
mando altas doses do suplemento (300 mg/dia), sem reduzir significativamente a
precisdo e a acuracia da maioria dos ensaios; portanto, os resultados obtidos apds
a deplegao da biotina podem, em geral, ser reportados pelo laboratério.*

RESUMO

Laboratoristas e médicos devem ter muito cuidado com a biotina, pois ela pode
simular uma série de doengas, como hipertireoidismo, tumor ovariano secretor
de estrogeno, intoxicagdo por vitamina D, doenga 6ssea adinamica na insuficién-
cia renal crdnica, hipoparatireoidismo pos-cirirgico e outros potenciais artefatos.
Qualquer imunoensaio que utilize o sistema biotina-estreptavidina, independen-
temente do fabricante, esta sujeito a interferéncia da biotina, dependendo da dose
ingerida e do formato e da suscetibilidade do método. A interferéncia é maior em
pacientes tomando biotina em altas doses para tratamento de doengas metabolicas
hereditarias (2 a 15 mg/kg/dia) ou esclerose multipla (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 a populagio geral. Em ensaios competitivos, a biotina ocasiona resultados fal-
samente elevados, enquanto, nos imunométricos, os valores sdo falsamente baixos.
Para minimizar a interferéncia da biotina, os laboratdrios clinicos devem alertar
pacientes sobre esse possivel interferente no agendamento e/ou recep¢ao do labo-
ratdrio, recomendando sua suspensdo antes da coleta de testes suscetiveis. Médicos
também devem ser informados sobre a biotina em reunides clinicas, simpdsios ou
notas explicativas em laudos de exames suscetiveis. Em amostras ja processadas
com resultados suspeitos, os laboratdrios podem repetir as dosagens em ensaios
que ndo utilizam o sistema biotina-estreptavidina, dosar os niveis de biotina para
verificar se ultrapassam o limiar de suscetibilidade dos ensaios ou neutralizar os
efeitos da biotina incubando as amostras com particulas paramagnéticas revesti-
das com estreptavidina.
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POR QUE A BIOTINA
PREOCUPA AGORA?

O uso de suplementagao com biotina continua ganhando
popularidade com suplementos alimentares para beneficiar
cabelos, pele e unhas. Os médicos podem também
recomendar altos niveis de biotina para pacientes com
certas condigdes como diabetes ou esclerose miltipla.

Dados de mercado indicam que vendas

de suplementos com biotina em lojas aumentaram

52% entre 2014 e 2017, segundo pesquisa realizada por
Nielsen. Nao estao incluidos nos dados Nielsen as vendas
online de varejistas como a Amazon, que lista 3 dos 5
principais suplementos com biotina, com dosagem de
10.000 mcg, como o suplemento mais vendido®.
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A recomendagao dos laboratérios que usam testes afetados
pela interferéncia de biotina é educar seus profissionais da
salde sobre o potencial de interferéncias em testes, deixando
que a responsabilidade de identificar pacientes que fazem uso
de biotina recaia sobre eles.

Os profissionais de salde devem:
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- Pacientes talvez nao tenham conhecimento

+  Atrasar a coleta de sangue por um periodo

- O FDA declara que os dados atuais sao insuficientes
para dar suporte a recomendagdes

- Estudos demostraram que a interferéncia de biotina
ainda estava presente 25 horas apos tomar uma Unica dose
de 30 mg3 e, em alguns estudos, com duragao de até sete
dias®.

Se seu laboratorio usa testes afetados pela biotina, o processo
recomendado é complexo, demorado e inconveniente para
vocé e seus pacientes.

Enviar os pacientes para casa ou atrasar coletas nao é viavel
em casos de atendimento de urgéncia e, no final, a biotina
pode ainda estar no organismo do paciente durante o reteste.

Vocé pode escolher fazer tudo isso OU evitar todas as
discussoes adicionais porque vocé usa tecnologia Abbott
que ndo sofre impacto da biotina. Vocé e seus pacientes
nao precisam se preocupar com a interferéncia da biotina.
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Os avanc¢os da medicina nao
se restringem as descobertas
cientificas que resultam em novos
tratamentos para melhorar a vida
das pessoas. Nos ultimos anos, a
tecnologia da informacgao passou
a ganhar importancia ao revolu-
cionar a gestao da salde, espe-
cialmente na area laboratorial,
com softwares poderosos e inteli-
gentes, capazes de entregar diag-
nosticos de maneira mais rapida,
precisa e muito menos sujeita a
erros.

E no centro desta revolucao
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medicina diagnostica e preventi-
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s6 no ano passado.

Esse valor expressivo de share e de
exames  processados em 2017
impactou no faturamento da
empresa, que registrou um
crescimento de 20% pelo sexto ano
consecutivo.




Analistas de negocios, desenvolvedores,
biomeédicos, consultores, entre outros profis-
sionais, formam a equipe multidisciplinar da
Shift responsavel por criar e administrar os
sistemas de informacao que melhoram a inte-
ligéncia dos processos dos laboratorios,
desde o atendimento e a gestao administrati-
va até o processamento e a entrega dos resul-
tados dos exames.

Sao cerca de 130 colaboradores que aten-
dem uma expressiva carteira de clientes, dos
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solucoes da empresa.
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e fundador da Shift, Marcelo Lorencin, que no
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Computacao nos EUA e desenvolveu seu
primeiro sistema para laboratorios aos 22
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Entendemos que nossos
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na saide de milhoes de pesso-
as, por isso nossa tecnologia é
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bem-estar das pessoas quanto
com a saide empresarial de
nossos clientes.
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11 Interferéncia da biotina nos imunoensaios:
caso clinico-laboratorial

Mulher, 56 anos, em tratamento para distdrbio de humor autorreferido como an-
siedade e insonia. Em acompanhamento com médico psiquiatra, foi-lhe prescrito
recentemente (hd 3 meses) bromazepam 3 mg/dia. Hipertensa ha 8 anos, faz uso de
losartana 50 mg/dia. Relata queda de cabelo e enfraquecimento de unhas das maos
nos ultimos 2 meses. Para esse ultimo quadro, iniciou, por conta prépria, suplemen-
tagdo com biotina na dose de 250 mg/dia. Na sua ultima avaliagdo ginecoldgica, em
razdo do quadro de ansiedade, foram solicitados exames da fungéo tireoidiana, que,
inicialmente, foram solicitados por seu ginecologista e, depois, por seu médico clini-
co. Os resultados e os respectivos intervalos de referéncia estao dispostos na Tabela 1
a seguir. Todos os testes foram executados no equipamento Cobas €601 (Roche,
Diagnostics GmbH, Munique, Alemanha) em um periodo de 7 dias.

TABELA 1 Resultados dos exames e intervalos de referéncia

Primeira execucao

Resultado Intervalo de referéncia
TSH (mcUl/mL) < 0,01 0,27-4,20
T4 livre (ng/dL)? 6,8 0,93-1,70

Segunda execucao (apds 7 dias da primeira execucao)

TSH (mcUl/mL) < 0,01 0,27-4,20
T4 livre (ng/dL)? 7,2 0,93-1,70
T3 Livre (pg/mL)® 18,1 2,0-4,4
TRAb (UI/L) 32,3 <175

*ng/dL x 12,872 = pmol/L
®pg/mL x 1,536 = pmol/L
‘TRAb = anticorpo antirreceptor de TSH
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Ao exame fisico, a paciente apresentava-se normotensa com a frequéncia car-
diaca de 88 batimentos/minuto. Tireoide palpavel, mével e indolor, consisténcia e
tamanho usuais. Auséncia de sinais objetivos de orbitopatia tireoidiana. Auséncia
de tremor de extremidades. Exames do aparelho cardiovascular, abdome e térax
considerados normais.

A clara incompatibilidade dos achados do exame fisico com o perfil laboratorial
de hipertireoidismo, possivel doenca de Basedow-Graves, resultou na possibili-
dade de interferéncia analitica nos ensaios da funcéo tireoidiana. Entre os medi-
camentos envolvidos, a biotina seria potencialmente o interferente associado. Foi
solicitada a suspensao da biotina e novos exames foram realizados 1 semana de-
pois (Tabela 2).

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

Resultado Intervalo de referéncia
TSH (mcUl/mL) 1,26 0,27-4,20
T4 livre (ng/dL)? 1,1 0,93-1,70
T3 Livre (pg/mL)® 2,83 2,0-4,4
TRAb (Ul/L)¢ 0,6 <175

*ng/dL x 12,872 = pmol/L
®pg/mL x 1,536 = pmol /L
“TRAb = anticorpo antirreceptor de TSH

O retorno aos niveis normais da fungao tireoidiana, dessa vez corroborando o qua-
dro clinico, confirmou a interferéncia da biotina nos ensaios da fungao tireoidiana.

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

Encontra-se o complexo estreptavidina/biotina em alguns imunoensaios des-
tinados a avaliagdo da fungéo tireoidiana. A presenca da biotina na amostra do
paciente, em concentragdes elevadas, levaria a interferéncia no ensaio competindo
pelos sitios de ligacdo com a estreptavidina do complexo anticorpo, antigeno e
anticorpo biotinilado (no caso dos ensaios diretos) ou da liga¢ao antigeno biotini-
lado e anticorpo marcado (ensaios de competicdo). No presente caso, a interferén-
cia no ensaio direto (TSH) produziu concentragdes inesperadamente baixas. Os
demais ensaios, de desenho competitivo, tiveram resultados elevados tdo somente
secundarios a biotina. O perfil laboratorial foi consistente com o quadro de hiper-
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tireoidismo, inclusive com a elevagdo do TRAb sugerindo a possibilidade de esse
hipertireoidismo ser secundario a doenga de Basedow-Graves.

A utilizacdo crescente de complexos vitaminicos (no caso, a biotina) possibi-
lita 0 achado de interferéncias cada vez mais frequentes nos imunoensaios que
utilizam o sistema estreptavidina/biotina. A biotina tem sido mais amplamente
empregada em quadros dermatoldgicos que envolvem queda de cabelo e fraque-
za das unhas, notadamente em pacientes do sexo feminino. Esse fato, somado a
inespecificidade de alguns sinais e sintomas relacionados a disfungao tireoidiana,
possibilita o eventual achado da interferéncia da biotina em ensaios bioquimicos
para avaliacdo da tireoide.

O efeito da biotina tem sido descrito como dose-dependente. A dose capaz de
causar a alteragdo em cada um dos ensaios é ainda alvo de debate. Contudo, a su-
plementacao tem sido realizada em doses muitas vezes superiores a recomendada
de 30 mcg/dia. Doses elevadas de suplementagdo entre 5 e 300 mg tém sido relata-
das e ndo sao raras de encontrar no dia a dia. A recomendag¢ao inicial compreende
suspender a suplementagao para realizacao de novo teste (esse tempo varia de 8
horas a 48 horas, usualmente) ou a execugdo dos testes de fungéo tireoidiana por
imunoensaios que nio utilizem o sistema estreptavidina/biotina ou método anali-
tico distinto (p. ex., espectrometria de massas).

O caso descrito ilustra a importancia da correlagao clinico-laboratorial para
identificar potenciais interferéncias analiticas. A auséncia de sinais objetivos no
exame fisico foi fundamental para a conclusio do caso e a correta identifica¢ao da
biotina como interferente nos ensaios da fungéo tireoidiana.

BIBLIOGRAFIA CONSULTADA

BiscorLLa 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 ], WIJERATNE SSK, HassAN YI. Biotin. Biofactors. 2009;35:36-46.

* O contetido descrito no material informativo a seguir ¢ de responsabilidade da empresa que o produziu e nao
representa necessariamente a opinido ou uma recomendagdo da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medi-
cina Laboratorial (SBPC/ML).
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12 Sorologia de doencas infecciosas

Assim como em todas as demais areas do laboratério clinico, o setor que se
ocupa dos testes envolvendo a pesquisa de anticorpos contra agentes infecciosos
também se vé diariamente diante de questdes que remetem a interferéncia de va-
rias naturezas.

Particularmente nessa drea, além dos costumeiros problemas pré-analiticos e
pos-analiticos, existem algumas peculiaridades ligadas a génese da resposta imu-
ne, bem como a natureza dos agentes infectantes, que fazem com que a avaliacao
dos resultados obtidos demande um cuidado especial, para que se evitem erros ou
conclusdes precipitadas.

Sem querer de modo algum esgotar a questdo, recordar-se-do aqui apenas as
etapas e os principios gerais da génese 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 apds o contato com um agente infeccioso, a resposta imune
comega a se organizar no sentido de dar o primeiro combate. Essa resposta inicial
envolve a imunidade inata, isto ¢, ainda nao é especifica contra um ou outro agente
infectante. As primeiras células a estabelecerem essa resposta sao os macréfagos
e as células dendriticas que fardo a fagocitose desse agente ou de partes deles e
gerardo a produgdo de interferon. Essa é uma grande classe de produtos, de pelo
menos trés categorias diferentes que ndo apenas inibirdo etapas metabdlicas do
ciclo de vida dos agentes infectantes, como também atuardo como sinalizadores a
outras células do sistema imune humano de que esta havendo uma “invasao” por
parte de agentes estranhos.

Entre as células que serdo sinalizadas e, portanto, informadas de que um pro-
cesso infeccioso esta em curso, incluem-se os linfocitos B, que atuardo nao apenas
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como apresentadores desses antigenos a outras células do sistema imune, como
também dardo inicio a produc¢ao de anticorpos especificos; portanto, dando inicio
também a resposta imune adquirida, uma vez que ja se trata de um processo diri-
gido a determinado agente.

Esse processo de geragdo de anticorpos deve se iniciar ao redor de 2 a 3 dias apos
o primeiro encontro com o agente infeccioso, mas, até atingir um nivel sérico iden-
tificavel pela maior parte dos testes atualmente em uso, costuma passar a ser identi-
ficado apos 5 a 6 dias. Os primeiros anticorpos a serem produzidos compreendem
os das classes imunoglobulina M (IgM) e imunoglobulina A (IgA); apds 2 a 3 dias
mais frequentemente, haverd o chamado “switch” de classe e essas células passardo 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
produgao de IgM e IgA ndo venha a cessar de modo definitiva.

Claramente, existem diferengas relevantes, ndo apenas ao se considerarem as
distintas metodologias empregadas, mas também os detalhes que envolvem o proé-
prio ciclo biolégico de determinados agentes.

Assim, torna-se dificil comparar um resultado obtido a partir de uma técnica de
imunodifusio radial, com, por exemplo, um teste quimiluminométrico. Do mes-
mo modo, a infecgdo pelo virus Epstein-Barr, pelo fato de ter como célula-alvo o
proprio linfécito 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 relagdo a outros agente (7 a 10 dias
contra 5 a 6 dias de outras infec¢des).

Assim, como regra, pode-se pensar que, ao final da 1* semana, ap6s o contato ini-
cial com o patdgeno, ou durante a 22 semana, passe a ser possivel a identificagao da
producao de anticorpos das classes IgM ou IgA e, logo a seguir, a produgdo de IgG.

Nessa caracteristica da génese de anticorpos, ¢ importantissimo lembrar que es-
ses anticorpos da classe IgM sao produzidos com a finalidade de tornar mais dificil
o acesso dos agentes infectantes aos seus locais principais de infec¢ao ou de atingir
seus receptores celulares, quando houver, e mesmo de ligar-se aos componentes
do complemento, sistema proteico que faz parte da amplificagdo de que a Biologia
dotou o ser humano para tornar sua resposta imune mais eficaz. Esse processo é
bastante complexo e rapido, sem se preocupar inicialmente com a “especificidade’,
contrariamente aos anticorpos da classe IgG, sobretudo os de alta avidez, que ten-
dem a ser mais especificos na sua ligacdo com os antigenos.

A resultante desse processo é que os anticorpos da classe IgM (embora menos,
os da classe IgA também) tendem a ser mais inespecificos em relagdo aos da classe
IgG; portanto, é muito mais frequente ter resultados de “reatividade cruzada” nos
testes de detecgao de IgM/IgA que nos testes para detecgdo de IgG.
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Entre os problemas de inespecificidade da resposta imune mais frequentes nos
testes soroldgicos das doengas infecciosas na rotina diagnoéstica dos laboratérios
de patologia clinica, chamam a atencdo os cruzamentos observados nos testes
para virus Epstein-Barr, com citomegalovirus e toxoplasmose. Eventualmente, isso
ocorre em parte porque se trata de agentes que estimulam muito os linfécitos B
e fazem com que sejam gerados mais anticorpos “inespecificos” Nao por outra
razao, durante muitos anos empregou-se exatamente essa caracteristica na reagcao
de Paul-Bunnell-Davidsohn, que usa esse efeito para fazer o diagndstico de mono-
nucleose infecciosa empregando hemacias de cavalos ou de carneiros ou de bois e
rim de cobaia, para tornd-la mais especifica.

Outra reatividade cruzada observada recentemente com muita frequéncia
¢ aquela decorrente de antigenos comuns presentes em virus da mesma familia,
como dengue, zika e febre amarela (doen¢a ou vacinal). A elucidagdo desses casos
representa um desafio constante para o laboratdrio clinico.

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

Além disso, nada substitui uma conversa com o clinico solicitante do paciente
para obter dados clinicos e/ou epidemioldgicos que podem oferecer dados sufi-
cientes para concluir melhor o diagndstico sorolégico final.

Outro cuidado muito importante na avaliagao de resultados aparentemente dis-
crepantes, e que também envolve uma conversa com o clinico solicitante, refere-se
a anticorpos alheios aos pacientes, mas presentes na amostra clinica. Eventualmen-
te, pacientes mais graves ou com situagdes clinicas que requeiram a administragdo
de gamaglobulina podem té-la feito entre duas coletas de amostras enviadas com
finalidade diagnostica.

Supde-se que um paciente tem suspeita de infecgdo pelo T. gondii: resultado do
teste foi negativo para IgM e IgG. Entretanto, como nao conseguiu “fechar” um
diagnostico, o clinico solicita a repeticao desse teste apds 1 semana. Mas, entre a
coleta da primeira e da segunda amostra, houve necessidade, por qualquer razao,
de fazer uma transfusdo 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 espaco de tempo muito curto, em que isso ndo teria sido possivel. Seria
um “erro laboratorial”? Claro que néo, pois esse anticorpo detectado na segunda
amostra nao era proprio do paciente, mas apenas decorrente de uma transfusdo de
anticorpos a partir do doador desse material biologico.

A conversa com o clinico solicitante pode esclarecer rapidamente essa questao.
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Outro fator com potencial de interferéncia nesses sorologicos, ainda que muito
mais raramente, ¢ a presenca de biotina no soro/plasma do material clinico a ser
avaliado.

Atualmente, é relativamente comum que pacientes facam uso dessa vitamina do
complexo B (vitamina B, ou biotina) com a finalidade de obter beneficios, estéticos
ou nao, em unha, cabelo e pele em geral, uma vez que ela atua em processos meta-
bolicos de pele e faneros. Essa vitamina pode fazer parte de um composto cuja real
formulagdo o proprio paciente desconhece; contudo, mesmo usada em concen-
tragdes baixas, como 10 mg por dia, pode impactar testes soroldgicos que fagam
uso de marcadores contendo avidina-biotina ou seus derivados. Dependendo do
desenho desses testes (antiglobulinicos, competitivos ou testes diretos), esses resul-
tados podem afetar com indices supervalorizados ou subvalorizados e promover
interpretacoes incorretas.

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

Uma tltima lembran¢a com relagio a interferentes nos testes soroldgicos na so-
rologia fica por conta, mais uma vez, de fatores pré-analiticos e que comprometem
muitos outros testes de vdrias areas da patologia clinica. Aqui, faz-se referéncia a
presenca de microfibrina na amostra, por problemas de coleta ou separa¢do de
material para obter o soro, por vezes em quantidades pequenas, pouco perceptiveis,
mas suficientes para afetar alguns tipos de exames sorolégicos.

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

Nesses casos, uma nova centrifugagao da amostra pode ajudar a resolver a ques-
tdo, embora isso nem sempre ocorra e a unica alternativa seja mesmo uma nova
coleta de material clinico.

Alguns equipamentos usados no laboratdrio clinico atualmente exigem um “es-
paco morto” relevante. Isso faz com que, embora o volume real necessario para que
se faca a dosagem ndo seja realmente grande, o volume necessario para preencher
o volume morto do equipamento seja muito maior, por vezes 2 a 3 mL. Isso pode
impactar os exames, especialmente de crianc¢as, nos quais o volume coletado cos-
tuma ser pequeno e para os quais pode haver necessidade de acrescentar outros
marcadores ao longo do esclarecimento diagnoéstico, o que pode acarretar “mate-
rial insuficiente”, promovendo dissabores e frustracdes para todos.
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13 Anticorpos antinucleares

INTRODUCAO
Autoanticorpos podem ser definidos como imunoglobulinas que reconhecem an-
tigenos do proprio organismo. A primeira descrigdo conhecida de um autoanti-
corpo data de 1948, por Hargraves, que relatou o fenomeno da célula LE, asso-
ciando o achado ao diagndstico de lipus eritematoso sistémico (LES). Embora,
classicamente, a literatura médica tenha associado a presenga de autoanticorpos a
ocorréncia de enfermidades e sindromes clinicas de natureza autoimune, com fre-
quéncia, a simples existéncia do autoanticorpo nao é suficiente para causar doenga;
em outras palavras, nem todos os autoanticorpos detectaveis por meios laborato-
riais e associados estatisticamente a doengas autoimunes desempenham um papel
patolégico claro nessas mesmas doengas. Nesse contexto, fendmenos autoimunes,
antes de estarem associados a eventos patoldgicos, podem representar apenas uma
resposta fisioldgica normal, ja que individuos saudaveis podem exibir reativida-
de de uma parte significativa de suas imunoglobulinas contra constituintes pro-
prios. Com frequéncia, tais anticorpos autorreativos fisioldgicos sdo denominados
“autoanticorpos naturais’, em geral da classe IgM, tém baixa afinidade por seus an-
tigenos (avidez baixa) e baixos titulos. Contudo, autoanticorpos patologicos sao
considerados, na maior parte das situagoes clinicas, fundamentais para o diagnos-
tico de doengas reumaticas autoimunes. Essa importancia faz com que laborato-
rios clinicos de referéncia precisem dominar diversos métodos laboratoriais que
possibilitem a caracterizagdo de autoanticorpos, auxiliando o clinico na ardua ta-
refa de diagnosticar sindromes e doengas autoimunes com precisao.

A pesquisa de anticorpos antinucleares (ANA, em inglés) 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 diagnostico e na avaliagdo de doencas autoi-
munes. Autoanticorpos presentes no soro do paciente podem se ligar a diversos
alvos antigénicos celulares durante uma reagao de imunofluorescéncia indireta,
promovendo o aparecimento de cerca de 30 padroes caracteristicos. Tais padroes
de fluorescéncia podem estar relacionados com algumas doencas autoimunes e
quase sempre necessitam de estudos diagnosticos laboratoriais complementares
para serem esclarecidos. A luz do quadro clinico e da histéria do paciente, o médi-
co poder4, entdo, ampliar a investigacdo dos autoanticorpos sugeridos, solicitando
exames mais especificos. E o caso, por exemplo, do padrido nuclear homogéneo,
cuja identificacdo sugere a pesquisa especifica de autoanticorpos anti-dsDNA
(anti-DNA de fita dupla), anticromatina (antinucleossomo) e/ou anti-histona.

Utilizam-se diversos métodos de deteccdo de autoanticorpos rotineiramen-
te nos laboratérios clinicos e de pesquisa; as metodologias mais difundidas em
laboratérios clinicos sdo a imunofluorescéncia indireta e os ensaios imunoenzi-
maticos (ELISA).

A imunofluorescéncia indireta (IFI) em células HEp-2 compreende o método
laboratorial preferencialmente utilizado para a pesquisa de FAN. A utiliza¢do de
células HEp-2, linhagem epitelial originada de carcinoma laringeo humano, con-
feriu grande sensibilidade ao método. Resumidamente, o processo compreende
uma primeira incubagao, na qual o soro diluido do paciente entra em contato com
o substrato celular antigénico, possibilitando a forma¢ao do complexo antigeno-
-anticorpo. Apds uma etapa de lavagem da lamina, uma segunda incubagéo tor-
na possivel que o conjugado fluorescente (imunoglogulina anti-humana marcada
com fluoresceina) reaja com o complexo. Da-se uma nova etapa de lavagem da
lamina, e, por fim, a montagem com glicerina e laminula, para posterior leitura em
microscépio de imunofluorescéncia. Inicialmente, o soro do paciente ¢ testado na
dilui¢ao de triagem, convencionalmente definida como 1:80 e, quando de reagao
positiva, o titulo final serd estabelecido e informado em laudo.

Pela elevada sensibilidade diagnostica, a IFI utilizando células HEp-2 como
substrato é considerada o método de referéncia padrao para a pesquisa do FAN.

FATORES PRE-ANALITICOS

Para o exame laboratorial alcangar seu objetivo, contribuindo para a investigacao
ou o monitoramento clinico do paciente, todo o processo compreendido entre as
fases pré-analitica, analitica e pds-analitica devera ser controlado adequadamente.
Entre as trés fases, a pré-analitica é a mais vulneravel, concentrando o maior na-
mero de erros.
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Indicacao do exame

A indicagdo da solicitagdo médica da pesquisa de FAN deveria ter como objeti-
vo, primordialmente, o diagnostico de doengas autoimunes, especialmente LES.
FAN reagente representa um dos critérios de classificacdo do LES, pelo American
College of Rheumatology (ACR).

Atualmente, no Brasil, os estudos demonstram que de 10 a 25% dos individuos
saudaveis podem apresentar FAN HEp-2 positivo, em titulo de 1:80. O teste tem
pouca especificidade, o que dificulta a interpretagao de resultados positivos em um
contexto clinico com baixa probabilidade pré-teste de doenca autoimune.

A recomendagdo 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 ¢ de nao solicitar a
pesquisa de autoanticorpos especificos sem FAN positivo ou sem suspeita cli-
nica de doenga autoimune, ja que as pesquisas dos principais autoanticorpos
(anti-dsDNA, anti-Sm, anti-RNP, anti-SS-B/La e anti-Scl-70) sao geralmente ne-
gativas quando de FAN negativo. Uma notavel excegdo pode ser a ocorréncia de
anti-SS-A/Ro positivo por método especifico em individuos com FAN negativo.

Recomenda-se solicitar a pesquisa de autoanticorpos especificos de acordo com
a histdria clinica e o exame fisico do paciente.

Infeccbes virais

Pacientes com infec¢des virais podem ter um FAN positivo, embora por um
periodo curto, como infec¢do pelo virus da hepatite B. E sempre importante ex-
cluir a possibilidade de qualquer doenga infecciosa diante de um resultado po-
sitivo para FAN com baixos titulos. Frequentemente, processos infecciosos estao
associados a padroes citoplasmaticos.

Outras doencas associadas ao FAN

Individuos portadores de varias outras doengas autoimunes além do LES, para as
quais o teste tem menor importancia diagnostica, podem apresentar resultados
positivos no teste (Tabela 1). Resultados positivos também podem ocorrer no con-
texto de doengas infecciosas, neoplasicas ou mesmo em individuos sem evidéncia
clinico-laboratorial de doen¢a autoimune. As doengas neoplasicas podem cursar
com padrao misto do tipo CENP-F.

Gestacao
Na gravidez, os titulos de FAN podem aumentar de modo nao especifico.
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TABELA 1 Prevaléncia de FAN positivo em vérias condicdes clinicas

Doencas Prevaléncia FAN
Lupus eritematoso sistémico 98 a 100%
Esclerodermia 90%
Artrite reumatoide 45%
Sindrome de Sjégren 60%
Polimiosite/dermatomiosite 35%
Artrite idiopatica juvenil 15 a 40%
LE induzido por drogas 80a 95%
Tireoidite de Hashimoto 50%
Doenca de Graves 50%
Hepatite autoimune 70%
Cirrose biliar priméria 50 a 70%

Doengas virais: EBV, HIV, HCV, parvovirus

o
*

Doengas linfoproliferativas

Sindromes paraneopldasicas

Doenca inflamatdria intestinal

Fibrose pulmonar

* Embora a pesquisa para FAN positiva seja relatada nessas doengas com mais frequéncia que em

pacientes sauddveis, as estimativas n3o s3o precisas.

Fonte: Reichlin, 2008.

Idade

A prevaléncia de FAN positivo em individuos saudaveis com mais de 60 anos ¢é
de 20% e, em criangas, de 2 a 6%. Esperam-se resultados negativos na populacao

normal com menos de 50 anos.
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Género
Em geral, os titulos de FAN séo significativamente maiores em mulheres que em
homens, proporgao que se mantém em pacientes com doengas autoimunes.

Histéria familiar
Pacientes sauddveis com familiares de primeiro grau com LES tém maior probabi-
lidade de apresentar FAN positivo.

Medicamentos em uso
E importante registrar as medicagdes em uso na requisicio laboratorial do pa-
ciente, ja que algumas delas podem causar resultados falso-positivos de FAN: blo-
queadores beta-adrenérgicos, carbamazepina, metildopa, nitrofurantoina sédica e
penicilamina.

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

Tratamento com o imunobioldgico infliximabe pode ocasionar reatividade com
o padrao nuclear homogéneo. O uso de ribavirina e interferon-alfa pode ocasionar
reatividade com o padrao citoplasmatico do tipo “anéis e bastdes” (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 bioldgicas, como plasma, liquido pleural, liquido pericardico e
liquido sinovial, podem ser utilizadas, mas nao foram padronizadas com a maioria
dos conjuntos diagndsticos e ndo tém valores de referéncia definidos.

Condic¢oes de armazenamento
A amostra podera ser armazenada de 2 a 3 dias a 4°C ou a -20°C, ou por periodos
maiores, até a execugdo do exame.

Outras varidveis pré-coleta

Outras variaveis, como exercicios fisicos, dieta, tabagismo, estresse, horario da co-
leta ou postura, ndo estdo descritas na literatura como relevantes para a pesquisa
do FAN.

INTERFERENTES DA FASE ANALITICA

Amostras com contaminagdo bacteriana deverdo ser evitadas, pois enzimas pro-
teoliticas poderdo digerir o substrato celular HEp-2; entretanto, ndo ha contrain-
dicac¢do formal quanto a realizacdo de pesquisa de FAN em pacientes infectados.
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Hemolise macroscopica pode interferir em ensaios imunoldgicos de modo geral,
alterando as caracteristicas da leitura.

Amostras altamente lipémicas, formando uma camada lipidica na superficie
do soro, produzirao uma camada sobre o substrato celular, interferindo na leitu-
ra da lamina.

Caracteristicas antigénicas importantes podem ser afetadas durante o processo
de fabricagdo das laminas comerciais para a pesquisa de FAN. Por exemplo, na fase
de fixagdo do substrato celular a lamina, podem ser usados diferentes fixadores, de
diferentes fabricantes. Varios padroes de fluorescéncia mais raros, como o padrio
citoplasmatico do tipo “anéis e bastdes” ou o padrdo nuclear pleomérfico, podem
ndo ser corretamente identificados em laminas de alguns fabricantes especificos.

O desempenho dos microscdpios, particularmente a intensidade de luminosi-
dade da lampada, pode constituir um fator critico para o estabelecimento correto
do titulo final de fluorescéncia ou mesmo para a diferencia¢ao entre positivos e
negativos em pacientes com baixos titulos de autoanticorpos. Do mesmo modo,
fatores humanos, relacionados com o treinamento dos profissionais que fazem a
leitura microscépica das laminas de fluorescéncia, podem promover erros diag-
nosticos, produzindo resultados falso-positivos ou falso-negativos.
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14 Anticorpos antinucleares: caso clinico-laboratorial

Paciente do sexo feminino, 22 anos, ha 1 semana com poliartralgia simétrica aco-
metendo pequenas articulagdes de maos, punhos, cotovelos e tornozelos, acompa-
nhada de rash inicialmente em regido malar, com subsequente extensio para tron-
co e membros. Nega ulcera orais, sintomas constitucionais, alopecia, fenomeno de
Raynaud, sintomas respiratorios, dor toracica, alteragdes dos habitos intestinais e
urindrios.

Ao exame, apresenta edema e calor em articulagdes interfalangianas proximais
de maos, metacarpofalangianas, punhos e tornozelos, com limita¢do dolorosa da
amplitude dos movimentos. Ainda, lesao eritematosa malar e eritema reticula-
do em tronco, membros superiores e inferiores. Demais 6rgaos e sistemas sem
alteracoes.

Exames laboratoriais (VR = valor de referéncia):

« Hemdcias: 4,5 milhdoes/mm? (VR: 4 a 5,2 milhdes/mm?); hematdcrito: 41,5%
(VR: 36 a 46%); hemoglobina: 12,8 g/dL (VR: 12 a 16 g/dL);

+ Leucocitos: 3.100/mm® (VR: 4.000 a 11.000/mm?). Segmentados: 60%; linfdci-
tos: 30%; mondocitos: 10%;

« Plaquetas: 160.000/mm?® (VR: 150.000 a 450.000/mm?);

« Exame de urina rotina: sem alteragdes;

» Velocidade de hemossedimenta¢do: 30 mm (VR: 0 a 20 mm);

+ Proteina 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);

o CHS50: 46 u/CAE (VR: > 60 u/CAE);
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« Fator antinuclear (FAN): reagente, titulo 160, padrao nuclear homogéneo (VR:
ndo reagente; imunofluorescéncia indireta em células HEp-2);

+ Anti-DNA: reagente, titulo 20 (VR: < 10; imunofluorescéncia indireta Crithidia
luciliae);

« Fator reumatoide: 14 UI/mL (VR: < 20 UI/mL);

« Parvovirus B19, anticorpos IgM e IgG (ELISA): reagentes (VR: nao reagente).

Prescrito anti-inflamatdrio nao esteroide, com reducao significativa da dor e
sinais de artrite. Paciente evolui com resolucido dos sintomas em 2 meses; FAN
HEp-2 e anti-DNA converteram-se a ndo reagentes em 4 meses.

COMENTARIOS

1. Parvovirus B19: DNA virus de fita simples, transmitido predominantemente por
via respiratoria, de maneira esporadica ou durante surtos. A parvovirose é mais
prevalente em criancas em idade escolar, podendo ser assintomédtica ou se ma-
nifestar como cinco sindromes: eritema infeccioso; artropatia; aplasia medular
transitoria em pacientes com anemia hemolitica crdonica; aplasia pura de série ver-
melha em pacientes imunossuprimidos; e infecgao fetal. Anticorpos da classe IgM
podem ser detectados 7 a 10 dias apds a exposigdo viral, periodo que coincide com
a infec¢do sintomatica. Imunoensaios para a detec¢do de anticorpos IgM antipar-
vovirus constituem o método de escolha para o diagndstico de infecgdo ativa em
pacientes imunocompetentes.

2. Parvovirus B19 e lapus eritematoso sistémico (LES): 25% dos pacientes com
parvovirose, geralmente adultos do sexo feminino, apresentam quadro de artralgia
e/ou artrite transitdria, com padrao reumatoide-simile. Cerca de 35 a 50% desses
pacientes também desenvolvem rash envolvendo regido malar, tronco e extremi-
dades. Autoanticorpos transitorios, incluindo FAN, fator reumatoide e anticorpos
antifosfolipides, sdo detectados em 25 a 68% dos pacientes com parvovirose, en-
quanto alteragdes hematoldgicas, como anemia, neutropenia e trombocitopenia,
e hipocomplementemia ocorrem em 60% dos casos. Portanto, quadro clinico e
laboratorial autolimitado semelhante ao do LES pode ser uma das formas de apre-
sentagdo da infecc¢do por parvovirus B19 (sindrome lupus-like). Algumas mani-
festacoes de LES, como serosite, tlceras orais, anemia hemolitica, lapus discoide,
alopecia e persisténcia de altos titulos de autoanticorpos, raramente ou nunca sao
observados no contexto da parvovirose.

3. Parvovirus B19 e FAN: uma parcela expressiva dos pacientes com infec¢ao por
parvovirus B19 apresenta autoanticorpos circulantes, entre os quais FAN. Geral-
mente, infe¢ao viral induz baixos titulos de FAN. FAN associado a parvovirose
desaparece em 3 a 6 meses, embora seja relatada persisténcia prolongada do auto-
anticorpo apds a resolugdo da infecgao.
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4. Uma das caracteristicas mais marcantes da infec¢ao por parvovirus B19 consiste
na indugdo de varios autoanticorpos, incluindo anti-DNA e anti-Sm, considerados
marcadores especificos do LES e parte dos critérios de classificagao da doenca. Mi-
mica molecular é¢ o mecanismo proposto para a geragdo de autoanticorpos contra
DNA e ribonucleoproteinas, no contexto da parvovirose.

+ No individuo adulto imunocompetente, infec¢do por parvovirus B19 pode ser as-
sintomatica ou se manifestar como artropatia ou sindrome ltpus-ike transitoria;

+ FAN e autoanticorpos especificos, incluindo anti-DNA e anti-Sm, sdo observa-
dos no contexto da infec¢do por parvovirus B19;

A resposta sorologica autoimune induzida por parvovirus B19 se caracteriza
por FAN reagente em baixos titulos, bem como a presenga de autoanticorpos
especificos, detectaveis por até 3 a 6 meses apos a infec¢ao;

« Inicio recente de sintomas articulares, cutaneos ou hematoldgicos associados a
FAN reagente, e auséncia de algumas caracteristicas clinicas, como serosite, le-
sao discoide etc., devem suscitar a possibilidade de infec¢do por parvovirus B19
ou outros agentes, como diagnostico diferencial;

+ Apesar de preencher os critérios de classificagao de LES do American College
of Rheumatology (1997) e do Systemic Lupus Collaborating Clinics (2012), o
quadro clinico da paciente foi inespecifico e de inicio muito recente. Mesmo na
presenca de FAN, anti-DNA e anti-Sm reagente, agentes infecciosos, principal-
mente parvovirus B19, devem ser avaliados como potencial etiologia de cenario
clinico semelhante;

« FAN reagente ocorre nao apenas no ambito das doengas reumaticas autoimunes,
como também em varias infecgdes agudas e cronicas. O uso indiscriminado do
exame, muito sensivel e pouco especifico, para avaliacao de pacientes com sinais
e sintomas inespecificos aumenta a probabilidade de detecgdo de resultados
reagentes associados a infec¢ao;

+ No contexto clinico e epidemiolégico apropriado, teste confirmatério para
parvovirus B19 ou outras infec¢des bacterianas e virais deve ser considerado
para todo paciente com FAN reagente e sintomas de inicio recente (inferior a 6
semanas), especialmente na auséncia de quadro clinico inequivoco de doenga
reumadtica autoimune.
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15 Interferéncia dos anticorpos humanos circulantes reativos
contra proteinas animais (anticorpos antianimais) —
human anti-animal antibody (HAAA)

INTRODUCAO

A perfeicao é algo inalcancavel, o que também se aplica aos procedimentos de
diagndstico médico, como os testes laboratoriais. Apesar dos cuidadosos esforgos
dos desenvolvedores e fabricantes de ensaios laboratoriais e da vigilancia das equi-
pes de laboratorios clinicos que realizam as andlises, todos os exames laboratoriais
estdo, em algum momento, sujeitos a interferéncias que provocam resultados falso-
-positivos ou falso-negativos. Para garantir a qualidade no laboratério clinico, as
boas praticas exigem a valida¢ao de ensaios em relagio a possiveis interferéncias.

Os efeitos da hemdlise, da lipemia e da bilirrubinemia em métodos labora-
toriais sdo bem conhecidos, cada um deles podendo afetar a medida analitica
porque produzem alteragdes espectrofotométricas mensuraveis nas amostras (de
soro ou plasma). Os analisadores quimicos automatizados detectam rotineira-
mente esses potenciais interferentes por meio do indice sérico. Desse modo, as
amostras para analises bioquimicas sdo avaliadas prospectivamente quanto a es-
sas potenciais interferéncias."?

A interferéncia no imunoensaio representa um fator que contribui para a in-
certeza dos exames laboratoriais imunoquimicos, mas esse tipo de dosagem esta
sujeito a outros tipos de interferéncia em comparagao as dosagens bioquimicas. As
interagdes antigeno-anticorpo sdo a sua base e os compostos ou as condigdes que
alteram essas interagdes podem interferir na medigdo. Anticorpos endogenos po-
dem se ligar e bloquear os sitios de liga¢ao na captura e sinalizagao de anticorpos,
promovendo resultados falsamente altos ou falsamente baixos.**

O imunoensaio continua sendo o método de escolha no laboratério clinico
para andlise de muitos analitos, particularmente moléculas heterogéneas com-
plexas. Isso ndo surpreende, uma vez que os imunoensaios envolvem a reagdo
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de reagentes bioldgicos complexos (geralmente anticorpos) com outros reagentes
bioldgicos complexos (o analito) em uma matriz bioldgica variavel (frequente-
mente soro ou plasma), aqueles com os quais tal interferéncia ocorre. Embora
geralmente robustos, os imunoensaios permanecem vulneraveis a erros analiti-
cos ocasionais que podem ter sérias implicagdes para o atendimento do paciente,
incluindo aqueles em decorréncia do mau funcionamento do equipamento e da
falha ndo detectada no controle de qualidade. Erros esporadicos resultam das
propriedades da amostra e sdo particularmente dificeis de detectar. Podem decor-
rer da presenca de substancias de rea¢ao 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 erroneos podem ocorrer inesperadamente
com qualquer amostra e nao hd meios praticos para identificar espécimes capazes
de causar problemas em imunoensaios.’

A possibilidade de interferéncia deve sempre ser considerada quando os resul-
tados nao parecem estar de acordo com o quadro clinico. Erros podem ocorrer
mesmo nos laboratdérios mais bem gerenciados e sua investigacdo inicial é sempre
desejavel. Se houver qualquer duvida sobre um resultado, a equipe clinica deve ser
incentivada a entrar em contato com o laboratorio.®

Os profissionais de laboratério devem estar conscientes do potencial de inter-
feréncia nos imunoensaios, pela possibilidade de resultados erroneos que afetam
adversamente o atendimento do paciente. Erros clinicos sérios sio mais provaveis
quando as decisdes sobre o manejo do paciente estdo diretamente ligadas aos re-
sultados laboratoriais, meios alternativos de corroborar esses resultados nao estao
prontamente disponiveis e a dosagem do analito nao faz parte de um painel (fre-
quentemente o caso dos marcadores tumorais).

A conscientizac¢do dos laboratdrios sobre os tipos de interferéncias mais prova-
veis de se encontrar em testes e analitos especificos, aliada a uma comunicagdo ex-
celente e proativa com a equipe clinica, é essencial para aumentar a probabilidade
de detectar tais erros a tempo de evitar-se um tratamento clinico inadequado ou
ineficiente. A decisao deve ser do clinico assistente se os riscos de esperar pela con-
firmac¢ao de um resultado superam os de agir imediatamente.

Erros exégenos, nao associados as propriedades da amostra individual e que
podem refletir falhas do sistema (p. ex., um pipetador bloqueado em um analisa-
dor automatico), diferem dos erros decorrentes de interferéncias endogenas, ge-
ralmente dependentes da amostra e muito mais dificeis de detectar.” As causas de
ambos os tipos de erro sdo citadas neste capitulo, mas o foco principal é orientado
para a investigacao de suspeitas de interferéncias endogenas e para minimizar o
risco de elas afetarem negativamente o manejo clinico.
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“Resultado falso-positivo” ¢ um termo geralmente usado para indicar um teste
que sugere a presenca de doenga quando nido hd nenhuma, ou vice-versa, para
dados falso-negativos. Isso pode resultar da pratica comum de estabelecer um
intervalo de “normalidade” ou “referéncia estatistica” para um analito individual.
O intervalo de referéncia citado para cada teste (incluindo imunoensaios) é obti-
do usando pontos de corte (95% da populagdo) de continuidade obtidos de indi-
viduos “normais”. Esse truncamento estatistico provoca alguns dados calculaveis
falso-positivos ou falso-negativos, expressos como taxas preditivas falso-positivas
e falso-negativas usando a tabela de contingéncia bem estabelecida. Os termos
“falso-positivo” e “falso-negativo” sdo adicionalmente utilizados em um contexto
diferente, sobretudo quando os anticorpos enddgenos de imunoglobulinas em al-
guns doentes imprevisivelmente interferem em imunoensaios, causando resulta-
dos analiticos falsos.”

Ha trés tipos de anticorpos enddgenos conhecidos por causar interferéncias em
imunoensaios: heterofilos, antianimal e autoanticorpos.

Anticorpos heterdfilos sdo produzidos sem exposi¢ao a imundgenos especificos
e, portanto, considerados naturais.® Geralmente, os anticorpos heteréfilos tém bai-
xa avidez, mas reagem em varias espécies com a capacidade de se ligar a multiplos

antigenos. Esse tipo de anticorpo pode reagir com avidez variavel a espécies dis-
tintas. Além disso, a reatividade a diferentes espécies pode persistir por diferentes
periodos no mesmo paciente.’!!

Anticorpos humanos circulantes reativos contra proteinas animais (anticorpos
antianimais) sdo uma fonte de interferéncia nao reconhecida e, muitas vezes, nao
reconhecida nem suspeitada em ensaios, em particular imunoensaios de dois lo-
cais (sanduiche). Embora muitos HAAA possam ser detectaveis, o laboratorio esta
principalmente preocupado com anticorpos de titulo e afinidade suficientes para
ter um efeito analiticamente significativo.'

Os HAAA surgem como resultado da exposi¢ao aguda ou crdénica a um antige-
no-especifico (p. ex., agente terapéutico de anticorpo monoclonal de camundon-
go) e sao espécies-especificas.”” Em outros casos, os antigenos que deram origem
aos anticorpos antianimais sao mal definidos."

Anticorpos antianimais podem ser suspeitados nos casos em que hd uma his-
toria de administragdo de preparagdes animais, terapéutica ou diagnosticamente,
mas nao hd consenso sobre a incidéncia nesse grupo de pacientes ou na populagao
em geral."”

Muitas vezes, anticorpos antianimais passam despercebidos, em detrimento do
atendimento ao paciente. Felizmente, hd uma crescente conscientizagao por parte
do profissional de laboratério e dos médicos sobre os problemas causados por esse
tipo de interferéncia. E desejével que o pessoal do laboratério e os clinicos mante-
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nham-se conscientes sobre os problemas causados por esse tipo de interferéncia
em testes de rotina de imunoensaio. Esfor¢os estao sendo feitos para identificar e
eliminar esse tipo de interferéncia analitica.

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
peptideo C.* Elevados titulos de anticorpos potencialmente interferentes podem
ocorrer em pacientes com infec¢des recentes, imunizagdes e transfusoes.

Conhecer a incidéncia, os mecanismos de interferéncias de imunoensaios e os mé-
todos para a resolucdo de problemas recomendados ¢ crucial para garantir a qualida-
de dos resultados dos imunoensaios."” Por isso, é importante que haja procedimentos
padronizados e sistematizados para identificar os interferentes sempre que possivel.®

NATUREZA DOS INTERFERENTES

Os imunoensaios sdo suscetiveis a interferéncias analiticas, incluindo anticorpos
enddgenos de imunoglobulina a uma taxa de 0,4 a 7%. Centenas de milhoes de
testes de imunoensaio sao realizados anualmente em todo o mundo para medidas
de proteinas, hormdnios, marcadores tumorais, fator reumatoide, troponina, pe-
quenos peptideos, esteroides, vitaminas e drogas.

Substéncias enddgenas interferentes se ddo em pacientes saudaveis e em pa-
tologias como propriedades da amostra bioldgica. As propriedades da amostra
sao exclusivas dos resultados do paciente e da interferéncia de uma interagdo
com uma ou mais etapas no procedimento de imunoensaio, de tal modo que a
concentra¢do mensuravel do analito na amostra ou na liga¢ao do anticorpo é
alterada (Tabela 1).

As interferéncias que alteram a concentracio de uma amostra podem ser
proteinas (globulinas) ligadas a hormonios e fatores pré-analiticos (p. ex., anticoa-
gulantes, armazenamento das amostras).

As interferéncias que alteram a ligagdo com o anticorpo podem ser decorrentes
de anticorpos heterofilicos, HAAA ou altas doses do efeito Hook.

Outras proteinas de ligagao nao suspeitadas no individuo também podem cau-
sar interferéncia no imunoensaio interferindo na reagao entre os anticorpos do
analito e do ensaio.

DEFINICAO

Os HAAA sao anticorpos policlonais especificos de alta afinidade, gerados apds con-
tato com a imunoglobulina animal. Eles mostram ligagdo forte e sdo produzidos em
um titulo alto. Eles podem pertencer as classes IgG, IgA, IgM ou, raramente, IgE."”
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TABELA 1 Métodos para a reducdo da interferéncia heterofilica e antianimal em

imunoensaios

Remocao dos anticorpos Adicao de agente bloqueante da mesma Redesenho do
interferentes espécie como anticorpo reagente ensaio

Extracdo do analito a Inclusdo de um ou mais bloqueantes, Uso de fragmentos
partir da amostra porque os reagentes dos fabricantes de Fab ou Fab’2

imunoensaios podem ser insuficientes para

superar a interferéncia

Imunoextracdo Anticorpos monoclonais de Uso de anticorpos
camundongos nao imunes monoclonais
quiméricos
Polietileno glicol 6000 Fragmentos de 1gG espécie

especificos (Fab, Fc)

Aquecimento para Reagentes bloqueadores hidrofilicos (HBR)
analitos termoestéveis Reagentes inibidores de
imunoglobulinas (IIR)

Tubos com bloqueadores de anticorpos

Fonte: adaptada de Selby, 1999.®

MECANISMO DE ACAO
Eles competem com o antigeno do teste em reagdo 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 glicoproteinas de insetos).*

Anticorpos antianimais devem ser distinguidos dos anticorpos heterdfilos de
baixa afinidade, um termo originalmente usado para descrever anticorpos IgM
associados a mononucleose que aglutinam células vermelhas de ovelha e que tém
reatividade mais ampla [p. ex., anticorpos contra proteinas de células vermelhas de
diferentes espécies (rato, ovelha, cavalo, coelho, porquinho-da-india e vaca)], como
o anticorpo Paul-Bunnell (uma aglutinina eritrocitaria de ovelha que também
reage com eritrécitos de cavalo, bovino e caprino).

Os anticorpos antimurinos detectados em humanos (HAMA) constituem um sub-
conjunto de HAAA e sdo os mais comuns desse tipo de anticorpo, mas também podem
ocorrer anticorpos contra cobaias, coelhos, cabras, ovelhas, vacas, porcos e cavalos.”

Os anticorpos enddgenos devem ser chamados de HAAA especificos quando ha
uma histdria de tratamento médico com imunoglobulina animal e imunoglobulina
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da mesma espécie usada no imunoensaio.” A nomenclatura torna-se confusa quan-
do o imunogénio nao é conhecido e um anticorpo heterofilico é reconhecido em
imunoensaios de camundongo ou outros imunoensaios especificos para animais.

ANTICORPOS DO TIPO ANTICORPOS ANTIMURINOS
DETECTADOS EM HUMANOS (HUMAN ANTI-MOUSE
ANTIBODY — HAMA)

Os HAMA sao especialmente prevalentes no soro de trabalhadores que atuam
junto a animais e em pacientes com anticorpo monoclonal de camundongo para
terapia ou geracao de imagens.

A prevaléncia de interferéncia por HAMA varia conforme o tipo de ensaio e o
analito (0,5 a 60%).

A interferéncia de HAMA tem sido relatada para inimeros analitos, incluindo
ensaios de marcadores cardiacos,” testes de fungdo da tireoide,” drogas e marca-
dores tumorais. Os imunoensaios de dois locais (sanduiche) sio mais propensos
a interferéncia 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 detec¢ao de imunoglobulina, promovendo resultados falso-positivos.*

Resultados falso-negativos pela interferéncia de HAMA também sdo possiveis em
ensaios de dois anticorpos,** quando o HAMA reage com um dos anticorpos que im-
pedem a reagdo com o analito.”*"* Métodos que usam apenas um anticorpo monoclo-
nal de camundongo em ensaios IMA sao menos propensos a interferéncia do HAMA.

A interferéncia causada por anticorpos antianimais pode ser eliminada pelo
pré-tratamento das amostras ou pelo redesenho do ensaio.

TECNICAS PARA DETECTAR ANTICORPOS INTERFERENTES?526
Elas existem para detectar os anticorpos interferentes de dois tipos de aborda-
gens: retroativa e proativa.” A retroativa refere-se aos casos em que o resultado
laboratorial é questionado porque nio consistente com os achados clinicos ou
excede os limites extremos do analito. O enfoque retroativo tem falhas ébvias.
Por exemplo, resultados quantitativos, que estdo muito além dos valores espera-
dos, serdo prontamente sinalizados para certos testes, como estudos de tireoide;
no entanto, esse nao é o caso da maioria dos testes de marcadores tumorais.
As concentra¢des do hormonio estimulante da tiroide (TSH), caracteristico da
doenca da tireoide, por exemplo, variam muito menos que as concentracdes
de gonadotrofina coriénica humana (hCG) na gravidez ou na mola hidatiforme.
Portanto, limiares baseados em resultados fisioldgicos ndo sio razoaveis para
alertar a equipe do laboratdrio sobre uma possivel interferéncia e nao sao pra-
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ticos em todos os imunoensaios. Casos em que os resultados sao erroneamente
normais, ou anormais, mas nao plausiveis, sao mais dificeis de detectar.

Geralmente, a detecgdo retroativa de resultados falso-positivos ou falso-nega-
tivos exige o conhecimento do quadro clinico. Os laboratérios normalmente nao
recebem informagoes clinicas suficientes para determinar se o resultado do labora-
torio é consistente com a condi¢do do paciente. Além disso, o quadro clinico, mui-
tas vezes, é complexo, tornando a interpretag¢ao do resultado no contexto clinico
além do escopo do pessoal responsavel pela revisdo e pela liberagao dos resultados
do teste. Assim, a deteccio retrospectiva de interferéncias de imunoensaio depen-
de muito dos profissionais de saide, que podem ter uma percepgio limitada do
potencial de interferéncia do imunoensaio.

Ismail et al. sugeriram um algoritmo que compara os resultados do imunoen-
saio com a prevaléncia da doenga.?”” Nessa abordagem, resultados positivos para
uma doenga de baixa prevaléncia ou negativos para uma doenga de alta prevalén-
cia sdo considerados suspeitos.

Uma abordagem proativa introduziria um mecanismo ou procedimento que
detectaria a presenca de anticorpos interferentes antes de obter ou relatar o resul-
tado. Outro tratamento proativo prévio seria solicitar uma historia pertinente do
paciente, com preparagdes de anticorpos monoclonais ou uma historia de resulta-
dos laboratoriais erroneos. Essa abordagem seria dificil de implantar e provavel-
mente consistiria em uma estratégia ineficaz, pois nao se sabem quantos casos de
interferéncia poderiam ser previstos com esse tipo de informagao.

Emerson et al. investigaram a utilidade geral de algumas dessas abordagens e
concluiram que a introducdo de um protocolo para pré-selecio de todas as amos-
tras quanto a presenca de anticorpos interferentes endégenos nao se justifica,
porque as abordagens foram associadas a uma taxa de eventos muito baixa para
fundamentar a implementagdo de rotina ou com uma prevaléncia, além de serem
inespecificas demais para serem tteis.*

Varios métodos tém sido propostos para alertar os laboratoristas sobre a presen-
¢a ou para bloquear os efeitos dessas substancias interferentes. Alguns autores su-
gerem abordagens que incluem procurar discrepancias entre métodos alternativos
de medida'”* e explorar os efeitos ndo lineares do anticorpo interferente, incor-
porando diluicdes seriadas em ensaios de rotina, rastreando HAMA com o ensaio
Tandem ICON® ImmunoConcentration hCG,*” ou pré-tratamento de amostras
com reagentes bloqueadores.***!

Para detectar a presencga de interferentes na amostra, recomenda-se seguir estes
procedimentos:
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+ Repetir a analise com um imunoensaio alternativo, preferencialmente com anti-
corpo de espécie diferente ou usando tecnologia alternativa, como cromatogra-
fia liquida ou espectrometria de massa em tandems;

« Medir o analito antes e depois da adigdo de agente bloqueador;

+ Medir o analito com dilui¢des seriadas da amostra com diluente do fabricante
que nao 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 alteragdo transitoria.

TECNICAS PARA MINIMIZAR INTERFERENCIAS

DE ANTICORPOS NOS IMUNOENSAIOS

Métodos para a reducio da interferéncia heterofilica e antianimal em imunoen-
saios estdao resumidos na Tabela 1, incluindo maneiras de remover ou bloquear o
anticorpo interferente.

REMOGCAO DOS ANTICORPOS INTERFERENTES':25:32
A extragdo prévia do analito da amostra pode remover a interferéncia.

A extragao prévia do analito da amostra com a técnica de cromatografia em gel
pode ser eficaz para remover interferentes.

A imunoextragdo utilizando anticorpo monoclonal murino ou proteina G imo-
bilizada em esferas de Sepharose tem sido efetivamente utilizada para remover
interferéncias de HAMA.

A interferéncia antianimal também pode ser removida por precipitagio com
polietileno (PEG) 6000.>* O tratamento térmico (70 a 90°C) das amostras tem
utilidade limitada porque poucos analitos sdo estaveis ao calor, ndo sobrevivendo,
portanto, a essas condigoes de oxidagdo do anticorpo.

A adigao de baixas concentragdes de soro ou imunoglobulina da mesma espécie
que os reagentes de anticorpos na mistura de reagdo pode impedir a interferéncia
em algumas amostras, neutralizando ou inibindo a interferéncia.

ADICAO DE AGENTE BLOQUEANTE DA MESMA
ESPECIE COMO ANTICORPO REAGENTE
A adigao de agente bloqueador nas amostras com HAMA pode ser por:

« Soro nao imune, espécie-especifica com IgG policlonal, anti-IgG humana ou
IgG de camundongo polimerizada;

« Monoclonais de camundongo ndo imune;

« Fragmentos de IgG [Fc, Fab, F(ab’)2];

« Tubos com anticorpos bloqueadores;

« Reagentes heterofilicos bloqueantes (HBR) ou reagente inibidor de imunoglo-
bulina (IIR).
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O agente bloqueador pode ser incluido no diluente do ensaio ou a amostra pode
ser pré-tratada antes do ensaio. Soro ndo imune, IgG policlonal, IgG polimerizada,
monoclonal de camundongo nao imune ou fragmentos de IgG [Fc, Fab, F(ab’)2]
da mesma espécie, usada para aumentar os anticorpos reagentes, sio comumente
usados como agentes bloqueadores. No entanto, em alguns casos, a adi¢do de um
ou mais desses agentes de bloqueio em reagentes de imunoensaio ¢ insuficiente ou
nao ¢ bem-sucedida na preven¢io de interferéncias.*

A determinagdo da quantidade exata de bloqueador, suficiente para eliminar a
interferéncia em todas as amostras de pacientes, é dificil de determinar na pratica,
pois a resposta imune a anticorpos interferentes varia bastante entre os individuos.
A eficicia do agente bloqueador adicional depende da espécie e da subclasse do
bloqueador.?!

Outro procedimento para detectar e identificar um anticorpo interferente sus-
peito é o uso de anticorpos bloqueadores comercialmente disponiveis.”® Resul-
tados estatisticamente discrepantes antes e depois da incubagao com agente blo-
queador seriam indicativos de interferéncia. Uma diferenca entre o valor inicial e o
valor tratado de 3 a 5 desvios-padrao (SD) sugere possivel interferéncia heterofilica;
> 5 SD indica interferéncia heterofilica definida.*® No entanto, 20 a 30% das amos-
tras com anticorpos interferentes podem produzir resultados semelhantes apds o
tratamento com os anticorpos bloqueadores. Varios reagentes de bloqueio estdo
disponiveis comercialmente: reagente bloqueador heterofilico (HBR; Scantibo-
dies™); reagente inibidor de imunoglobulina (IIR; Bioreclamation™); HeteroBlock®
(Omega Biologicals™); MAB33; e Poly MAB 33 (Roche Diagnostics™).*

Outra solugdo para o problema de interferéncias 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 interferéncia de HAAA
com especificidade para o Fc por¢do de um anticorpo IgG.””

Outra estratégia é usar anticorpos quiméricos, anticorpos humanos em que as
regides variaveis sao substituidas pela parte correspondente de um anticorpo nao
humano (cobaias ou rato). Interferéncias por anticorpos anticobaias ou outros ani-
mais sdo eliminadas. Estes tltimos sdo agora utilizados em alguns imunoensaios da
Roche™ (Elecsys TSH, CEA, troponina T) como anticorpo de captura ou detector.

Outro teste consiste em fazer dilui¢des seriadas da amostra usando o diluente
do fabricante, desde que ele contenha globulina nao imune. Isso poderia identificar
cerca de 60% das amostras com interferéncia em que a linearidade e o paralelismo
estdo ausentes.”

O uso desses testes pode identificar interferéncia em quase 90% das amostras
suspeitas.”
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Como a triagem proativa para interferéncia em todas as amostras nao é garan-
tida ou recomendada, torna-se fundamental manter uma comunicagdo confiavel
com outros profissionais de satude para detectar e minimizar o impacto de resulta-
dos laboratoriais erroneos.

PAPEIS E RESPONSABILIDADES NA PROTECAO CONTRA

OS EFEITOS ADVERSOS DAS INTERFERENCIAS ANALITICAS
CAUSADAS PELOS ANTICORPOS CIRCULANTES
ANTIANIMAIS*™

Cada membro da equipe de satide tem um papel a desempenhar na prote¢ao con-
tra os efeitos analiticos adversos dos anticorpos antianimais.

Cabe ao paciente informar o médico sobre qualquer exposi¢do prévia a terapéu-
ticas baseadas em animais ou agentes de diagnostico (p. ex., agentes de imagiologia).

O médico-assistente deve perguntar ao paciente sobre a exposi¢ao prévia a tera-
pias ou tratamentos com agentes de diagndstico ou exposi¢do a animais (animais
de estimagdo ou manejo). Os médicos devem garantir que pacientes conhecidos
por terem tais anticorpos ou em risco de desenvolvé-los em razdo da administra-
¢do de agentes derivados de animais sejam claramente identificados para o labora-
torio. Esses profissionais também devem estar cientes de que, se os resultados dos
testes de imunoensaios de dois sitios, particularmente os marcadores tumorais e
os testes hormonais, ndo se encaixam no quadro clinico, pode se tratar de uma
indica¢do de uma interferéncia de anticorpos humanos contra animais.

Os fabricantes de conjuntos diagndsticos para imunoensaio de dois locais de-
vem tomar medidas para minimizar as interferéncias do ensaio; alguns ja res-
ponderam por reformulagio de ensaios, incluindo avisos sobre interferéncias de
HAMA nas bulas.

Os imunoensaios resultantes de pacientes sabidamente expostos a agentes de
origem animal devem ser sinalizados no laboratério com sinais de alerta. A equipe
do laboratério clinico deve proporcionar um acompanhamento ao corpo clinico
sobre a significincia das possiveis interferéncias e estratégias para identifica-las,
confirma-las e supera-las. A area técnica deve investigar e confirmar interferéncias
antianimais, adicionando agentes de bloqueio para amostras e novo teste. Pode,
ainda, executar estudos seriados de diluigao para testes com a presenca de anticor-
pos antianimais e testar novamente com outro método analitico (com anticorpos
de outra espécie animal). A reanalise de amostras apds incubagdo com proteina
animal (p. ex., IgG de camundongo) ou soro animal também pode ajudar a con-
firmar uma interferéncia. Outra estratégia para proteger contra resultados falso-
-positivos e falso-negativos atribuiveis a anticorpos antianimais consiste em testar
todas as amostras quanto a ocorréncia desses anticorpos. Contudo, por se tratar
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de uma conduta cara, atualmente esta reservada apenas a amostras suspeitas para
identificar a presenca de um HAAA.

QUANTIFICACAO DE ANTICORPOS HAMA

Muitos laboratdrios de referéncia conseguem medir o HAMA. Se houver suspeita
de interferéncia do HAMA, a medida quantitativa da concentragio de HAMA no
soro pode ser util; no entanto, ndo existe nenhum imunoensaio capaz de medir
igualmente bem todos os tipos de HAMA encontrados entre os pacientes,” pois
varios ensaios diferem nos tipos de HAMA detectados.

Estao disponiveis ensaios do tipo enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
utilizando técnica sanduiche com dois sitios com anticorpos selecionados e cegos
para HAMA. Neles, ap6s o periodo de incubagio, o HAMA se liga a IgG murina
nas paredes do pogo da microplaca e as proteinas nao ligadas sao levadas apos en-
xague. Entdo, uma peroxidase HRP murina marcada ¢é adicionada e, em cada pogo
da microplaca, forma-se um complexo envolvendo IgG murina - HAMA - pero-
xidase HRP marcada. A HRP ndo ligada é removida apos a lavagem. Para a detec-
¢do do imunocomplexo, hda uma incubagio, seguida da leitura espectrofotométrica.
A quantidade de imunocomplexo ligado a0 HAMA na amostra na parede do pogo
da microplaca sera proporcional a quantidade de HAMA na amostra. Os niveis
de cut-off devem ser estabelecidos pelos laboratdrios clinicos. No ensaio HAMA
ELISA, produzido pela empresa Eagle Biosciences™, o nivel de cut-off é de 25 ng/mL.

Os ensaios disponiveis no mercado tém 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 incubacio é variavel (1,5 a 2 horas). Seu alvo
sao HAMA IgG/IgM.

BUSCA DE SOLUCOES PARA OS PROBLEMAS

DE INTERFERENCIAS

O laboratodrio clinico deve estabelecer uma politica para enfrentar essas situagdes,
nas quais se suspeita da interferéncia, porque tem a capacidade de investigagdo por
meio de uma série de técnicas. Uma abordagem multifacetada para a investigacdo
é preferivel a uma estratégia envolvendo apenas uma op¢ao, que pode nao resolver
definitivamente a discrepancia entre os achados clinicos e laboratoriais.

A obtengdo do histdrico do paciente com relagdo as eventuais terapias com a
preparacao de anticorpos monoclonais, a exposi¢do a animais ou as transfusdes
pode ser ttil nesse processo investigatorio.

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 apds a administracao de agentes com HAMA *#
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A linearidade do ensaio para a amostra em questao pode ser medida, tomando o
cuidado de empregar diluentes apropriados. No entanto, a linearidade ainda pode
ser observada mesmo na presenca de anticorpos interferentes.*

A amostra pode ser enviada para outro laboratdrio para novo teste usando um
método alternativo, como um imunoensaio que emprega uma tecnologia diferente
(homogénea versus heterogénea; competitiva versus ndo competitiva) e uma fonte
diferente de reagente de anticorpo que o imunoensaio original suspeito de exibir
a interferéncia ou um método ndo imunométrico.

Uma amostra pode ser pré-incubada com reagentes bloqueadores comercial-
mente disponiveis (alguns envolvem o bloqueio de anticorpos imobilizados na su-
perficie interna de um tubo de ensaio).

Certos analitos podem também aparecer na urina. Como os anticorpos endo-
genos geralmente nao estdo presentes na urina, uma discrepancia entre as concen-
tragdes de urina e soro pode sugerir interferéncia.

A comparacio dos resultados, presumivelmente com a presenca de interferentes
com aqueles dos valores de analitos relacionados, como no perfil cardiaco, permite
analisar conjuntamente CK-MB massa, troponina I e troponina T.

A quantificagdo dos anticorpos do tipo HAMA em laboratdrios de referéncia pode
ser uma boa pratica.

CASO CLiNICO

Paciente do sexo masculino, branco, 64 anos, casado, bidlogo exercendo atividade
profissional em um biotério. Ao realizar exames laboratoriais para avaliagdo do
estado de satde, evidenciou-se nivel de antigeno prostatico especifico (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 analitica
de 0,05 ng/mL. Portador de hipertensao arterial controlada. O irmao mais velho
faleceu de cancer de prostata metastatico. Negou uso de biotina. O exame de toque
retal digital realizado pelo urologista foi considerado normal. No entanto, a bidpsia
prostatica demonstrou adenocarcinoma de prostata e estadiamento Gleason 3+3.
Foi submetido a prostatectomia por cirurgia laparoscépica e o estudo anatomopa-
toldgico classificou como de estadiamento Gleason 6 (pT2cNXMX) em 10% da
glandula. Houve uma margem positiva focal no apice esquerdo, mas sem extensao
extracapsular. A dosagem do PSA total 2 semanas apds a cirurgia foi de 2,25 ng/mL.
A repetigdo do exame resultou em valor de PSA total de 2,17 ng/mL. A dosagem
de PSA total realizada 4 meses apos a cirurgia manteve nivel semelhante ao das
dosagens pregressas, com concentragao sérica de PSA total de 2,46 ng/mL e PSA
livre de 2,71 ng/mL. A presenca de interferente foi aventada em razdo do PSA livre
apresentar valor maior que o PSA total.
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Exames de imagem detectaram lesdes compativeis com a doenga de Paget no osso
do quadril no nivel do ileo esquerdo. O exame de cintilografia dssea evidenciou ima-
gens focalmente positivas na regido supraclavicular esquerda. A tomografia de térax
nao demonstrou presenca de linfadenopatia ou tumores. Apos 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 laboratdrio optou por realizar analises em diferentes diluicoes da amostra, na ten-
tativa de minimizar o efeito do interferente e obteve os seguintes resultados:

+ Diluigao 1:2: PSA livre 2,20 ng/mL e PSA total 0,35 ng/mL;
« Diluigdo 1:4: PSA livre 2,12 ng/mL e PSA total 0,24 ng/mL.

Com relagdo as trés primeiras amostras coletadas apds a cirurgia que ainda es-
tavam armazenadas, a assessoria cientifica do fabricante do conjunto diagndstico
sugeriu um pré-tratamento adicionando bloqueadores de HAMA as amostras. Os
reagentes bloqueadores sao antigenos de camundongos que adsorvem o HAMA.
Os resultados de PSA total observados antes e apds adi¢ao do bloqueador foram
respectivamente:

« Amostra 1: 2,25 ¢ 0,25 ng/mL;
+ Amostra 2: 2,17 e 0,96 ng/mL;
« Amostra 3: 2,46 e 1,03 ng/mL.

A interferéncia do anticorpo antimurino heteréfilo humano foi finalmen-
te confirmada por meio da medi¢ao direta do HAMA utilizando um imunoen-
saio enzimatico (Human Anti-Mouse IgG Abs EIA, Specialty Laboratories, Santa
Monica, CA, Estados Unidos). A concentracao do HAMA na amostraavaliada foide
440 ng/mL, sendo o limite superior da normalidade, segundo a bula do fabricante
do teste, de até 74 ng/mL.

Finalmente, as trés amostras de soro coletadas apds a cirurgia foram enviadas
para outro laboratdrio que dispunha de reagente bloqueador. O resultado do PSA
total foi de 0,05 ng/mL nas trés amostras avaliadas, confirmando a interferéncia
do HAMA.

COMENTARIO

O valor do PSA total pos-operatério maior que 2 ng/mL ndo era consistente com
a condigdo clinica do paciente e resultou na necessidade de diversos outros es-
tudos, por meio de exames de imagem para excluir a possibilidade de metastase,
em razdo da dificuldade do médico-assistente em estabelecer a correlagio clinico-
-laboratorial.
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Apos suspeita da presenca de interferente, determinou-se a presenga 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 fendmeno ocorre pela ligacao intrinseca do antigeno ao anticorpo mu-
rino que faz parte da composi¢do do reagente em ensaios imunométricos.* Essa
situacio pode induzir resultados falso-positivos, mesmo na auséncia do analito em
questdo, e se dar para diversos outros marcadores tdo diversos quanto a hCG, os
marcadores tumorais, a troponina I, entre outros.

Embora o HAMA conduza a uma falsa eleva¢ao nos resultados, um valor fal-
samente inferior também ocorre se o anticorpo interferente bloqueia o local de
ligagdo do detector. Em um estudo, Preissner et al. observaram que a incidéncia
de HAMA variou de 0,2 a 3,7%, com uma incidéncia de 1 a 1,2% para as dosagens
de PSA.»

Na averiguagdo da rastreabilidade, observou-se uma variagdo lote a lote nas
amostras com HAMA positivo, porque diferencas na afinidade do anticorpo e avi-
dez com relagaio ao HAMA podem ocorrer entre lotes diferentes de preparagdes
monoclonais e, especialmente, do anticorpo policlonal. Assim, alguns reagentes
sdo mais afetados que outros.*

Finalmente, relatou-se que a dilui¢ao seriada da amostra seria capaz de minimi-
zar a interferéncia. No entanto, essa situacio nio foi observada nesse caso. Nesse
paciente, em particular, a diluicdo seriada da amostra ajudou a levantar a suspeita
da interferéncia do HAMA, pois observou-se um nivel de PSA livre maior que o
PSA total. As diferengas no “desenho” dos ensaios para cada fabricante nos testes
de PSA livre e PSA total, bem como as diferencas 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 variagdo no PSA total. Nao se observou variagdo proporcional
dos valores de PSA livre em diferentes graus de diluicdo, pois o resultado esperado
seria uma queda proporcional na concentragdo em razao da maior diluicdo da
amostra. Aproximadamente 50% das amostras contendo HAMA apresentam re-
sultados proporcionais aos da dilui¢do seriada.”

O fato de o paciente trabalhar em um biotério, manipulando animais para rea-
lizagdo de testes de qualidade em produtos farmacéuticos, induziu o aparecimento
do HAMA no sangue, posteriormente confirmado pela dosagem especifica desse
anticorpo.

Uma das caracteristicas da prostatectomia em relagdo a radioterapia é que o PSA
pos-operatorio resulta em um nivel indetectavel apds o procedimento cirdrgico.
Esse caso ilustra que, enquanto se espera tal resultado na maioria dos pacientes
prostatectomizados, sdo possiveis elevagdes artificiais de PSA.
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Em resumo, quando o valor do PSA néo consiste com o quadro clinico, deve-se
considerar a possibilidade da interferéncia imunolédgica. Os ensaios imunoldgicos
baseados em anticorpos de cabra, em substitui¢ao ao anticorpo murino, podem
ser uma op¢ao para minimizar o problema da interferéncia pelo HAMA.
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16  Fatores pré-analiticos no uso do teste laboratorial remoto

INTRODUCAO

O teste laboratorial remoto (TLR) também conhecido como teste rapido, teste a
beira do leito e, em inglés, point of care (POCT), é utilizado como triagem, diag-
noéstico ou acompanhamento de uma doenga. Seu objetivo primario é disponibi-
lizar o resultado de um exame nas situagoes em que a rapidez representa um fator
determinante para a decisdo clinica. A tecnologia empregada na concepgao dos
TLR tem evoluido, possibilitando uma maior confiabilidade no desempenho des-
ses dispositivos e equipamentos; no entanto, a fase analitica constitui apenas uma
das etapas do processo. Deve-se garantir o treinamento adequado dos usudrios em
todas as etapas, incluindo o entendimento dos fatores que interferem na fase pré-
-analitica e pos-analitica.

O conceito de teste rapido é simples, devendo-se definir os objetivos para a sua
realiza¢ao; contudo, alguns obstaculos ainda persistem para sua implantagao nos
locais onde é indicado. Além de problemas conhecidos, como disponibilidade da
tecnologia com custo razoavel e a participagdo do laboratério em controlar quem
o realiza e os exames e resultados obtidos, ha o desafio de disponibilizar sistemas
de facil manuseio para aqueles que ndo tém a mesma formacao e experiéncia dos
analistas de laboratorio. E, ainda, o teste rapido ideal deveria ser a prova de fatores
pré-analiticos e interferentes.

A importancia dos cuidados pré-analiticos, o que se aplica a todos os exames
realizados em laboratdrio, também inclui o TLR. Neste capitulo, serdo discutidos
alguns aspectos dos fatores pré-analiticos, lembrando que varios outros fatores
comuns a outras areas do laboratdrio também devem ser avaliados para o TLR.

Diversos estudos tém demonstrado erros na fase pré-analitica, 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 nao afetam clinicamente o paciente. Entretanto, ha ou-
tros que implicam a repeti¢ao do exame ou causam investigacoes desnecessarias,
resultando na elevacdo dos custos ou em tratamento inadequado as necessida-
des do paciente. Dessa maneira, os laboratdrios se preocupam em seguir as boas
praticas para garantir a coleta adequada da amostra, pois, se a integridade dessa
amostra é questionavel, ndo importa se o resultado obtido é exato ou foi entregue
no menor tempo possivel.

As normas nacionais e internacionais estabelecem os requisitos para que a
realizacao do TLR garanta resultados confiaveis dentro dos padrées de qualidade
e seguranga para o paciente.

Normas como o PALC (Programa de Acreditagdao de Laboratérios Clinicos) da
SBPC (Sociedade Brasileira de Patologia Clinica), a ISO 15189 e os guias norte-
-americanos [p. ex., do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)] con-
tribuem para direcionar a implantagdo e o gerenciamento do TLR, abrangendo
orienta¢des para a fase pré-analitica.

A Norma PALC estabelece, no item “Gestao dos testes laboratoriais remotos”,
que o laboratorio clinico deve disponibilizar, nos locais de realizagdo de TLR, pro-
cedimentos documentados orientando com relacéo as fases pré-analitica, analitica
e pds-analitica.

A Norma ISO 15189:2007, que trata do gerenciamento da qualidade dos labo-
ratdrios clinicos, destaca a importancia das fases pré e pds-analiticas para que o
laboratorio possa assegurar a qualidade e melhoria continua.

O College of American Pathologists (CAP) estabelece em seus checklists que
o laboratério deve dispor de procedimentos que descrevam os métodos de iden-
tificagdo e preparo do paciente, coleta e identificagdo da amostra, conservagio e
condigdes de transporte e armazenamento antes da andlise, de acordo com as boas
praticas dos laboratérios.

ERROS PRE-ANALITICOS MAIS COMUNS NO TLR

Alguns dos erros mais frequentes na fase pré-analitica do TLR estao relacionados a
problemas de identificacao, preparo do paciente, coleta, manuseio e transporte da
amostra e presenca de interferentes.

Identificacao

Erros de identificagdo da amostra sao criticos, pois causam erros de diagndstico,
tratamento incorreto do paciente e necessidade de novas coletas. Sao causados
principalmente por falta de identificagdo correta do paciente, erros de transcricao
(quando a identificagdo é manual) ou falta de um procedimento especifico para
identificar o paciente e a amostra. Para evitd-los, recomendam-se utilizar a dupla
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identificagao do paciente (p. ex., nome e data de nascimento), usar um codigo de
barras para identificar a amostra e dar preferéncia para equipamentos que identi-
fiquem a amostra pela leitura desse cddigo.

Preparo do paciente

Em hospitais, comumente, realiza-se o TLR em pacientes que recebem varios
medicamentos; muitas vezes, a amostra é coletada sem jejum adequado pela
necessidade de resultados liberados com urgéncia. Além da alteragao de alguns
pardmetros em razdo do efeito direto da alimentacéo, ocorre o efeito da lipemia
pds-prandial, que contribui para a turbidez da amostra, um fator de interferéncia
para algumas metodologias.

Alguns analitos sao afetados pelo estado nutricional ou pelo tipo de alimentagao,
provocando mudangas na concentragdo desse analito ou interferéncia no procedi-
mento analitico (p. ex., glicose, triglicerideos, corpos ceténicos, pH na urina).

O estresse pode afetar a homeostase de alguns analitos alterando o metabolismo
do organismo, como a glicose e alguns hormonios.

Medicamentos e suplementos alimentares também podem aumentar a concen-
tragao de alguns analitos ou interferir na analise. Por exemplo, o acido acetilsali-
cilico (Aspirina®) em concentragdo 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 fisica pode afetar a concentra¢ao de algumas substancias, como
sangue e proteina, na urina. O ciclo menstrual e a gestagdo conseguem afetar a
presenca ou concentra¢do de alguns analitos, como hormoénios, urina, glicose e
creatinina, enquanto o tabagismo pode resultar no aumento da concentragio de
alguns metabolitos, como a carboxi-hemoglobina e a meta-hemoglobina.

Coleta

Amostras de sangue venoso, arterial ou capilar sdo utilizadas para a realizagdo do
TLR. Para qualquer tipo de amostra, é importante seguir as orientagdes de boas
praticas de coleta.

Preferencialmente, o laboratdrio 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, homogeneizagao insuficiente
e contaminacao.
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A utiliza¢ao de sangue total heparinizado em equipamentos de TLR permite a
eliminagdo da centrifugagdo, um passo necessario para obter plasma ou soro. Esse
¢é um fator importante para a maior rapidez na obtencéo dos resultados.

Quando se trata de coleta de sangue capilar, é importante evitar massagear o
local da pungdo antes da coleta. Esse procedimento é erroneamente empregado
quando o fluxo sanguineo capilar nao é suficiente para obter o volume de sangue
necessario para realizacdo do TLR. A massagem excessiva pode ocasionar resul-
tados falsamente diminuidos de alguns parametros pela dilui¢ao da amostra de
sangue pelo liquido intersticial. Também pode ocorrer o aumento da concentragao
de potassio pela hemolise.

Para evitar esse tipo de erro, ndo manipular o local da coleta e utilizar lancetas
que possibilitem a incisdo adequada. Além disso, em pacientes com desidratagdo
grave e circulagao 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 contaminagédo ou a dilui¢do da amostra com outras substancias podem cau-
sar resultado falso-positivo, diminui¢do na concentragdo de alguns analitos ou
interferéncia no procedimento analitico (p. ex., glicose e dlcool). As amostras nao
devem ser coletadas em um brago com infusio de solugio intravenosa. E impor-
tante assegurar que a pele esteja completamente seca apds assepsia com alcool
antes da coleta.

A coagulagao 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 diminuidos. A coleta
deve ser realizada o mais rapido possivel para evitar coagulagao.

Para evitar os erros citados, é importante descrever as orientacdes e os cuidados
em um procedimento documentado. Os fornecedores também podem contribuir
com informagdes para evitar os erros pré-analiticos.

Manuseio e transporte da amostra

Um dos problemas pré-analiticos que podem resultar na alteracdo nos resultados
¢ o transporte das amostras. A realizacao do TLR imediatamente apds a coleta mi-
nimiza ou exclui a perda da estabilidade da amostra, motivo pelo qual caracteriza
uma das vantagens do TLR em compara¢ao as metodologias de referéncia. Caso
ndo se realize o exame imediatamente, os possiveis erros serdo semelhantes aos
encontrados em outras areas do laboratdrio.
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Interferentes

E raro encontrar um TLR nio suscetivel a interferéncias por contaminantes, nor-
malmente encontrados no sangue ou nos liquidos bioldgicos. Faz-se um grande
esfor¢o para garantir que os aparelhos langcados no mercado sofram o minimo
de interferéncia. Os primeiros medidores de glicemia sofriam interferéncia pela
presenca de hemoglobina, sendo realizados, por isso, esfor¢os quanto a separagao
das hemadcias ou a filtracao. Outras situagdes, como nivel elevado de hematdcrito,
bilirrubina, triglicerideos, medicagdes terapéuticas etc., foram documentadas e al-
teragdes nas metodologias sdo incorporadas para superar essas interferéncias nos
resultados (p. ex., filtragdo ou cromatografia).

Com frequéncia, hemolise, ictericia e lipemia podem interferir na detec¢ao opti-
ca de produtos de reacdo para calculo dos resultados. No entanto, hd métodos ndo
opticos baseados em eletrodo ion seletivo (ISE), condutividade, eletroforese etc.,
que ndo sdo sensiveis a alteragdo de cor da amostra. Hemolise, ictericia e lipemia
podem causar nio apenas interferéncia dptica, mas também quimica.

A hemdlise in vitro ocorre em virtude da destruicio mecanica das hemadcias
durante a coleta, o transporte, o processamento ou 0 armazenamento (se 0 soro
ou plasma permanece em contato com as células apos a centrifugacdo) da amostra.
A hemolise também pode ser causada por congelamento, choque hiperosmético,
detergentes, aumento da fragilidade osmotica por doengas hereditdrias etc.

Em amostras ictéricas, a interferéncia é causada pelo aumento da concentragao
de bilirrubina, que pode impactar nas medi¢des quando as leituras sdo realizadas
no espectro de 400 a 540 nm ou por interferéncia pela sua reatividade quimica
com componentes dos reagentes como H,O,.

A lipemia é causada pela presenca de gorduras no sangue. Outras possiveis cau-
sas de turvagao no soro e plasma sdo fragmentos de hemacias, leucécitos e plaque-
tas e coagulos de fibrina. Independentemente da causa da turbidez, a consequéncia
¢ a dispersao da luz durante a leitura da reagao, afetando, portanto, os métodos
baseados em nefelometria e turbidimetria.

PREVENCAO DOS ERROS PRE-ANALITICOS EM TLR
Os principios analiticos basicos de muitos equipamentos TLR para bioquimica
ou imunoquimica sdo similares aos equipamentos de referéncia utilizados no
laboratério. A principal diferenga esta relacionada a utilizagdo de um método
analitico que possibilita a utilizagdo de sangue total ou a inclusdo de uma etapa de
remocao das hemacias antes da analise.

Para prevenir a interferéncia das hemdcias nas analises, alguns equipamentos, como
o Reflotron® da Roche Diagndstica, um dos mais antigos modelos de sistema de teste
rapido para Bioquimica Clinica, utiliza em sua tira multiplos reagentes localizados ao
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lado de uma camada de separacao do plasma que filtra as hemacias; assim, o plasma
flui para um reservatorio. A reagio se inicia quando a tira é inserida no fotometro que
pressiona a camada de reagente em contato com o plasma no reservatorio.

Normalmente, os reagentes utilizados para TLR sdo especificos, devendo ser ar-
mazenados conforme as instrugoes dos fabricantes, além de utilizados de acordo
com a data de validade estabelecida. Esses reagentes estdo sujeitos a deterioracao
se armazenados incorretamente; portanto, devem ser descartados se detectada
qualquer falha em sua conservagao para evitar a obtencao de resultados incorretos.

Quando houver discrepancia entre o resultado do paciente e sua condi¢io cli-
nica, os testes devem ser repetidos apds nova coleta para confirmar os resultados.

Algumas caracteristicas dos equipamentos que minimizam riscos no pré-anali-
tico que interferem nos resultados sao:

+ Aspirac¢ao da amostra em vez de injegao;
+ Detec¢do de volume da amostra para prevenir dosagem em volume insuficiente;
+ Detec¢do de coagulo na camara de analise.

O processo de validagdo do TLR deve incluir o estudo de interferentes, além das
conhecidas avaliagdes da precisao e exatidao, para que seja conhecida a equivalén-
cia com relagao aos métodos utilizados no laboratdrio.

E importante que os resultados dos TLR estejam em conformidade com os re-
sultados do laboratério, porque a conduta médica sera definida pela combinagéo
dos resultados de ambos os sistemas analiticos.

A necessidade de validacéo e acompanhamento dos resultados de TLR é um dos
motivos da necessidade de envolvimento do laboratério desde o inicio da implan-
tacdo de TLR em um hospital ou em outro servigo que venha a utiliza-los.

Os TLR sdo conhecidos como simples e faceis de operar em relacdo aos mé-
todos utilizados no laboratério e, idealmente, precisam ser a prova de erros, ou
seja, devem permitir sua utilizagado por operadores que nao sejam especialistas na
area laboratorial. Apesar de serem considerados métodos simples, os processos de
verificagdo de desempenho devem ser realizados por profissionais de laboratoérios,
capacitados para esse fim.

MONITORES DE GLICEMIA
Os monitores de glicemia sdao amplamente utilizados para controle da glicose de
pacientes diabéticos.

A correlagdo entre os glicosimetros e o laboratério de referéncia assume que
os dois métodos tém calibragao comparavel. No entanto, existe uma diferenca na
concentracao de glicose entre o plasma e o sangue total de aproximadamente 11%,
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conforme o hematécrito da amostra, sendo a glicose no sangue total mais baixa
que a glicose no plasma.

Essa diferenca se baseia na distribuicdo da glicose na por¢do aquosa do sangue
e o conteudo mais baixo de agua dos eritrocitos comparado com a parte liquida do
sangue. Enquanto os laboratérios usam amostras de plasma ou soro, os glicosime-
tros aceitam sangue total. Por meio da calibrag¢ao ou das corre¢des matematicas, os
glicosimetros podem promover resultados equivalentes.

Os monitores de glicemia ou glicosimetros apresentam desempenho variado
quando comparados ao do laboratério e, também, entre si (Tabela 1). Os testes de
proficiéncia demonstram essa variagao (Quality Cross Check - Whole Blood Glucose
do American College of Pathologists).

TABELA 1 Variag3o de resultados entre glicosimetros 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 diferencas decorrem da estabilizagao qui-
mica da amostra. Enquanto novos aparelhos passaram a apresentar maior exatidao
do que as primeiras geragdes, os resultados ainda apresentam grande variabilidade.

As diferengas de precisdo e exatiddo podem estar relacionadas a um efeito-ma-
triz, assim como a variagao da calibragao entre os aparelhos. Outro fator de erro é
a inadequada utilizagao dos glicosimetros pelos operadores.

Para utilizagdo em hospitais, os aparelhos devem ter melhor desempenho que
aqueles usados pelos pacientes para acompanhamento. Também se indica a uti-
lizacdo de equipamentos mais robustos que os monitores de uso domiciliar, que
permitam a identificagdo do operador, a identificagdo do paciente por cddigo de
barras, a dosagem obrigatéria de controles de qualidade com bloqueio de operagao
no caso de resultados inadequados, a transmissao de resultados via interface e ou-
tras caracteristicas que possibilitem o melhor controle da operagéo.

Nos hospitais, 0 mesmo aparelho pode ser usado em multiplos pacientes e os
resultados se alternam com aqueles realizados no laboratério, enquanto o uso do-
miciliar implica um tnico operador e seus proprios resultados.
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O treinamento consistente e padronizado para os usudrios é importante, assim
como a frequéncia de uso do aparelho.

CONCLUSAO

De acordo com o CLSI POCT07-07, o TLR pode oferecer varios beneficios em
relacdo ao laboratdrio central, como: acesso rapido aos resultados do paciente
pelo médico antecipando a decisdo clinica, o que contribui para o tratamento;
elimina¢do ou redugéo drastica do tempo de transporte da amostra, diminuin-
do as interferéncias na estabilidade da amostra, o que pode ser critico para al-
guns testes (como gasometria e lactato); menor risco em etapas pré-analiticas
(como transporte e identificagdo das amostras); e menores perdas na coleta e
utilizacao de menor volume de sangue em comparagao ao laboratério central,
fator importante especialmente nas unidades de terapia intensiva e pediatria.
Para que seja possivel alcangar esses beneficios, o gerenciamento do TLR deve
buscar sempre a melhoria dos processos por meio de padronizagdo e treina-
mento constantes. Esse desafio se aplica a todas as fases do processo analitico,
incluindo a fase pré-analitica.
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17 Dosagem de glicose capilar por glicosimetro

DIABETES MELITO (DM)
O DM compreende um disturbio cronico de carater multifatorial, ndo se tratando
de uma tnica doenga, mas de um grupo heterogéneo de distirbios metabolicos
que apresenta em comum a hiperglicemia, resultante da deficiéncia absoluta ou
relativa da produgéo de insulina, associada ou nao a graus variaveis de resisténcia
insulinica.'! Constitui um importante e crescente problema de satide, com estima-
tiva, de acordo com a International Diabetes Federation (IDF), de 415 milhoes de
pessoas com diabetes em 2015, com projecao para 642 milhdes em 2040. Em 2016,
a prevaléncia brasileira estimada pelo VIGITEL ¢é de 8,9%, contabilizando um au-
mento de 61,8% na ultima década.’

A classificagdo atual do DM proposta pela Organizagdo Mundial da Saade (OMS)
e pela American Diabetes Association (ADA) inclui quatro classes clinicas.”** O
DM tipo 1 abrange 5 a 10% dos casos, caracterizando-se por destrui¢ao variavel de
células betapancreaticas e consequente deficiéncia de insulina, imunomediada ou
idiopatica. O DM tipo 2, presente em 90 a 95% dos casos, consiste em defeitos na
acdo e na secrec¢do da insulina, causando resisténcia a insulina, o que esta atribui-
do a habitos de vida (sedentarismo e obesidade), bem como a forte predisposi¢ao
genética. Ja diabetes gestacional, por si, é intolerancia a glicose detectada durante
a gestagao sem DM prévia, compreendendo um dos fatores de risco de DM2 para a
gestante e complicagdes para a mae e o feto. Por fim, outros tipos especificos de
DM séo formas menos comuns, contemplando defeitos genéticos na fungdo das
células beta e/ou acdo da insulina, doengas do pancreas exocrino e outras condi-
¢oes, como medicamentos (p. ex., glicocorticoide, neurolépticos atipicos).

Para reduzir as complicagdes e otimizar terapéutica do diabetes, é necessario ga-
rantir o bom controle glicémico, isto ¢, niveis glicémicos dentro da faixa de norma-
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lidade com o maior tempo no alvo. Um dos recursos mais utilizados é a medi¢ao
de glicemia capilar, que pode ser realizada em centros de satide e em domicilio. O
automonitoramento da glicose capilar permite que os préprios pacientes avaliem
a resposta individual a terapia e, também, ajuizem se as metas glicémicas recomen-
dadas estdo sendo efetivamente obtidas.** O automonitoramento glicémico é uni-
versalmente aceito para DM tipo 1 e ¢ fundamental para o controle de DM tipo 2.7

TESTE LABORATORIAL REMOTO (TLR) DE GLICOSE E SUA
IMPORTANCIA PARA O GERENCIAMENTO DO DM

O teste laboratorial remoto (TLR) ou point of care testing (POCT) de glicose ou
glicosimetro compreende uma ferramenta que permite saber em tempo real qual
o valor da glicemia capilar, representando, hoje, uma facilidade no cuidado de afec-
¢des agudas e cronicas. A amostra de sangue ¢ retirada de vasos capilares da ponta
do dedo ou do lobo da orelha ou, ainda, de locais alternativos, como palma da mao,
brago, antebraco, coxa e panturrilha. Considera-se a verificagao da glicemia capilar
o padrio de referéncia do cuidado aos individuos portadores de DM.*

O sistema de verificagao de glicemia capilar compreende um sistema de avalia-
¢do laboratorial em uso na beira do leito, em centros de satide ou na residéncia dos
pacientes. Regulamentados como TLR de glicose, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) normatiza a utilizacao desses sistemas, afirmando que se deve
ter o mesmo cuidado com os demais sistemas laboratoriais.®

No ambiente hospitalar, o monitoramento da glicemia capilar é considerado o
sexto sinal vital - associado a pressao arterial, temperatura, dor, frequéncia cardi-
aca e respiratéria - e faz parte do cuidado ao paciente critico, em ambientes como
terapia intensiva e pronto-socorro e durante procedimentos cirtrgicos, mesmo nao
sendo diabéticos.’ Tanto a hiperglicemia quanto a hipoglicemia podem aumentar
a morbimortalidade em pacientes hospitalizados clinicos e cirurgicos.”'” No am-
biente ambulatorial e domiciliar, alguns estudos epidemiolégicos prospectivos de-
monstraram que o tratamento e o monitoramento intensivo contribuiram com a
redugdo significativa das complicagoes, como o estudo Diabetes Control and Com-
plications Trial (DCCT) para DM tipo 1" e o United Kingdom Prospective Diabetes
Study (UKPDS) para DM tipo 2."? Do mesmo modo, o monitoramento de rotina da
glicemia em diabetes gestacional minimiza as complicagdes para a mae e o bebé."”

CONCEITOS TECNOLOGICOS SOBRE TLR DE GLICOSE

Para a medi¢ao adequada da glicemia pela tira reagente, é necessario garantir a
conversdo acurada da concentragao de glicose em um sinal especifico, o que deve
ser feito a partir de uma pequena gota da amostra de sangue total."* O TLR de gli-
cemia é um sistema complexo, com duas partes essenciais: quimica da tira reagente
(reagdo enzimatica) e equipamento detector.
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Quimica da tira reagente

Como a molécula de glicose ¢ pequena e dificil de medir diretamente, todos os dis-
positivos médicos atuais de medi¢do usam uma técnica enzimatica indireta, pela
quimica da tira reagente.”” Os glicosimetros utilizam duas tecnologias basicas:'®"”

+ Glicose oxidase (GOD): catalisa a oxida¢ao de glicose que utiliza oxigénio,
como o aceitador de elétrons externo, liberando perdxido de hidrogénio, cuja
concentragdo é proporcional a da glicose na amostra. Utiliza flavina adenina
dinucleotideo (FAD) como cofator;

+ Glucose desidrogenase (GDH): catalisa a oxidagdo de glicose ao transferir elé-
trons para varios aceitadores de elétrons que ndo o oxigénio, subdivididas de
acordo com os seus cofatores redox, componentes nao proteicos essenciais na-
turais ou artificiais que atuam como o aceitador primario de elétrons, como fla-
vina adenina dinucleotideo (FAD), nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD),
pirroloquinolina quinona (PQQ) e variagdo mutante de PQQ (mut-Q).

Curiosamente, enquanto os GOD dependem da concentragao oxigénio, os GDH
de FAD nao conseguem utilizar oxigénio, apesar de terem o mesmo cofator redox e
com semelhangas estruturais significativas ao GOD.

Equipamento detector

Podem ser classificados de acordo com o método de leitura, isto é, biossensores
que identificam os niveis de glicemia de maneira quantitativa'” detectados e medi-
dos por um transdutor.'® Sao duas metodologias de leitura:*

+ Colorimétrico (medida da cor final da rea¢ao por fotometria ou luminescén-
cia, fluorescéncia ou elipsometria ou reflectincia): o produto ou o corante pela
reacdo quimica determinam a intensidade de mudanga da cor, proporcional a
glicose presente na amostra. Uma fonte de luz emite um comprimento de onda
especifico na tira de teste e a fotometria de reflectancia quantifica a intensidade
do produto colorido pela rea¢ao quimica;

+ Eletroquimico (potenciométrico ou amperométrico ou condutimétrico): os
elétrons gerados durante a reagdo quimica determinam um nivel de corren-
te elétrica, que é proporcional a glicose presente na amostra. A eletroquimica
quantifica o nimero de elétrons gerados pela oxidagao da glicose.

CUIDADOS COM O EQUIPAMENTO TLR DE GLICOSE

Calibracdo, controle da qualidade e codificacao

A utilizagao de qualquer equipamento de medigdo exige uma calibragdo inicial e
procedimentos de controle da qualidade para garantir a exatidao e a precisdo. Em
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TLR de glicose, aplica-se um conceito de codificagdo das tiras reagentes, na qual
o equipamento reconhece o lote da tira e recebe informagdes para calibragao do
glicosimetro. Ha diferentes modos de calibragem:

 Chip com codificagdo;

« Tira especial com codigo inserido;

+ Botdes para inser¢ao de um cddigo informado na caixa de tiras reagentes;
« Autocodificacio.

A codificagao deve ser realizada quando se utiliza o glicosimetro pela primeira vez,
ao abrir uma nova caixa de tiras reagentes, ou quando houver aviso de erros emitido
pelo glicosimetro. A resolugdo RDC n. 302 descreve a necessidade de o usudrio sem-
pre verificar a codificagdo e manter um registro atualizado das informagoes.®

Contaminacao e seguranca

O Centers for Disease Control and Prevention National Center (CDC) orienta
que, idealmente, os monitores de glicemia devem ser atribuidos individualmente;
e, caso o monitor seja compartilhado, deve ser limpo e desinfetado ap6s cada uso,
de acordo com o fabricante, para evitar ndo somente a contaminagdo cruzada, mas
também da drea reagente. Se o fabricante ndo especificar a respeito disso, entdo o
monitor ndo deve ser compartilhado.”® Além disso, tanto as lancetas quando a tira
reagente sao de uso unico e individual. Nunca reutiliza-las no mesmo paciente
ou em mais de uma pessoa, sendo descartadas em recipiente apropriado.” Tais
recomendagdes estabelecem a seguranca do operado, o adequado controle e a pre-
vengao de exposi¢do a material bioldgico e de infecgdes, principalmente ao virus
da hepatite B, a respeito do qual houveram reportes de transmissao por uso inade-
quado e inseguro do aparelho.”!

ANALISE LABORATORIAL
Fase pré-analitica
Amostra de sangue
A amostra de escolha dos glicosimetros é o sangue total, cujo processamento viabi-
liza facilmente o processo, visto que o espécime bioldgico nao necessita de preparo
pré-analitico, garantindo o processamento em regides sem infraestrutura e sem
exigéncia elétrica e hidraulica.”

Existem vadrias diferencas bioquimicas nos diferentes tipos de amostras de san-
gue total (capilar, venosa, arterial e neonatal), quando comparadas, que impacta-
ram nos TLR de glicose:*
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1. Concentragdo de hemoglobina;

2. Volume de células;

3. Relacio entre os itens 1 e 2 (hematdcrito);

4. Quantidade de agua (viscosidade);

5. Pressdo parcial de oxigénio;

6. Niveis de bilirrubina;

7. Anticoagulantes;

8. Drogas e substancias enddgenas interferentes;

9. Diferencas na quantidade de glicose em cada amostra.

Certos tipos de amostras ndo sao recomendados para uso com alguns sistemas
de monitoramento. Concentragdes de glicose podem diferir entre os diferentes
tipos de amostras recolhidas ao mesmo tempo a partir do mesmo individuo; con-
centragdes de glicemia capilar sdo até 30 mg/dL mais elevadas que as concentra-
¢oes venosas de um individuo que recentemente ingeriu alimentos.*

Os fatores que causam imprecisdes em recém-nascidos sdo concentragdes de
hematocrito, acidose metabdlica, pressao parcial de oxigénio e niveis de bilirru-
bina. Dispositivos para uso em neonatos, especificamente, devem fornecer dados
que demonstrem a precisao e exatidao na margem de 10 a 50 mg/dL.**

Os eritrdcitos metabolizam a glicose, de modo que a glicélise diminuira a con-
centra¢ao de glicose em uma amostra a uma taxa de 5 a 7% por hora, desde que o
soro/plasma permaneg¢a em contato com os glébulos vermelhos.** No glicosimetro,
a concentragao da glicose dosada é a que esta exclusivamente na por¢ao aquosa do
sangue. Assim, a alteragdo no hematdcrito pode interferir na medida da concen-
tragdo.”” O hematocrito compreende um dos fatores mais importantes que influen-
ciam a acurdcia da glicemia nos glicosimetros. O niimero de células vermelhas no
sangue total é varidvel, o que altera o fluxo e o volume de plasma que entra em
contato com os reagentes das tiras dos glicosimetros. A tendéncia é de que ocor-
ra reducdo da glicemia quando do aumento no hematdcrito.”® Em consequéncia,
quando utilizado em algumas populagdes, como recém-nascidos que apresentam
hematdcrito elevado,” a recomendagao é que se respeite o intervalo de referéncia
recomendado pelo fabricante.

Um dos possiveis erros pré-analiticos se da quando nao consegue obter uma
amostra de sangue de volume adequado ou qualquer amostra, o que resulta em
informagoes indesejadas do nivel glicémico e em uma tomada de decisdo erronea.
Cada equipamento necessita de um volume adequado para que a reagdo quimica
ocorra de maneira ideal. Assim, o glicosimetro deve ser capaz de detectar amostra-
gem suficiente de sangue e informar o operador sobre eventuais erros no volume
de sangue analisado.”
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Conservacdo do TLR de glicose

As tiras de teste para medigao de glicemia sdo sensiveis a umidade, a temperatura
e ao tempo de exposicdo no ar ambiente. Em temperaturas extremas, as enzimas
responsaveis pela reacdo quimica podem sofrer um processo de desnaturagio e
inativagdo.” Embora embaladas em estado seco, a exposi¢ao das enzimas a umi-
dade pode, prematuramente, reidratar as proteinas e limitar a sua reatividade para
medicao. Altas temperaturas e alta umidade relativa podem trazer resultados mais
baixos de glicemia.”® Os medidores de glicose ndo devem ser submersos em agua
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 obrigatorios
para resultados confidveis e acurados.”

Interferentes analiticos
Os resultados obtidos no automonitoramento de glicemia capilar sdo confidveis em
razdo do elevado grau de exatidao dos resultados. No entanto, varios fatores, como
erros de aplicagio, condigdes ambientais extremas, valores extremos de hematdcri-
to ou interferéncias medicamentosas, podem falsear as leituras de glicose no sangue,
as quais, por sua vez, sdo 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 limita¢des no teste de glicose no sangue.!

As principais enzimas utilizadas por tiras de teste sao a glicose oxidase (GOD) ou
a glicose desidrogenase (GDH), além de suas formas derivadas.' Interferéncias sao
inerentes ao processo e dependem da tecnologia da tira reagente e do método de
detecgao. Sao de ordem fisiologica, operacional ou ambiental — desde variancia no
design e na fabricagdo de tiras reagente, a técnica do operador (paciente ou profissio-
nal) em realizar o teste e limpeza dos dedos, a calibracdo apropriada do medidor com
cddigo até a quimica e a reagdo cruzada com substancias interferentes (Tabela 1).%

TABELA 1 Interferentes potenciais para TLR de glicose

Ambiental Operacional Fisioldgica Medicamentos
« Ar, exposicaoda  « Hemolise » Hematdcrito « Aclicares ndo glicose
tira de teste « Anticoagulante « Oxigenacdo (maltose, galactose,

« Altitude - Tira de teste genérica  « pH xilose)
« Umidade « Volume da amostra « Hiperlipidemia « Manitol
- Temperatura « Retiso da tira de teste  « Pré ou pds-prandial  Acido ascérbico

« Bilirrubina « Acetaminofeno

« Salicilato

« Antibidticos
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Qualquer anemia, pela diminui¢dao do hematdcrito, pode resultar em valores
inapropriadamente elevados de glicemia, assim como o hematdcrito elevado pode
subestimar niveis de glicose.”® Consequentemente, quando utilizado em algumas
populagdes, a exemplo de recém-nascidos por terem hematdcrito elevado, a reco-
mendacdo é que se respeite a instru¢do do fabricante quanto ao tipo de amostra
e ao intervalo de referéncia recomendado.?? Como todos os glicosimetros devem
ter esse informativo, atentar-se sempre ao tipo de amostra e a faixa de hematdcrito
atendida para a adequada medigdo da glicemia, principalmente quanto da utiliza-
¢do de amostras diferentes de capilar e em anemias e na policitemia.?®

Substéncias redutoras exogenas, como acido ascorbico, acido trico e acetami-
nofeno, podem interferir na reagao, com as leituras de glicose falsamente mais bai-
xas em GOD, por consumirem o hidrogénio e peréxido de hidrogénio e a reagao
ser incompleta, e mais altas em GDH por oxidagdo do eletrodo."”

Altas concentragoes de colesterol, triglicerideos e bilirrubina podem interferir
em algumas metodologias por aumentarem a concentragdo 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 circulato-
rio, a reducdo da perfusdo periférica aumenta a extracao de glicose tecidual, resul-
tando no aumento da discrepancia entre a glicemia capilar e a venosa.'>***

Interferéncia por uso de salicilatos pode ocorrer com sistemas baseados em qui-
mica GOD e normalmente produz resultados falsamente baixos."** O uso intrave-
noso de ceftriaxona pode induzir queda nos niveis de glicemia em sistemas com a
quimica mut-Q-GDH em um curto espago de tempo logo apds a infusdo (por 1 e
4 horas se houver a aplicagdo de 1 e 2 g, respectivamente).

Em outros agticares nao glicose (galactose, xilose e maltose), o mecanismo de
interferéncia para as quimicas baseadas em GDH refere-se a ndo distingdo deles
da glicose, ocorrendo uma superestimagdo do resultado. A maltose pode estar
elevada em individuos submetidos a dialise peritoneal com fluido que contenha
icodextrina, assim como naqueles que recebem terapias com imunoglobulinas, em
infusdo intravenosa que contenha grandes quantidades de maltose como estabili-
zador. Nesses casos, ndo se recomenda o uso de glicosimetros baseados em GDH-

-PQQ.” As concentragdes de galactose podem estar elevadas na galactosemia he-
reditaria, nao se recomendando a utilizagdo de glicosimetros baseados em GDH,
principalmente em grupos de risco para galactosemia. A xilose pode interferir em
quimicas GDH-NAD e GDH-FAD quando o paciente é submetido a teste da xilo-
se, a medida que a metaboliza¢ao do farmaco se dé na corrente sanguinea.'

TLR de glicose baseado em GOD depende do oxigénio para sua reagdo enzi-
matica. Uma das possiveis fontes de erro consiste na variagdo da concentragdo de
oxigénio.'® Na literatura, sabe-se que a alta pressao parcial de oxigénio em pacien-
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tes que recebem oxigenoterapia pode reduzir falsamente os resultados dos glicosi-
metros para medidores com base em glicose oxidase, enquanto a hipdxia consegue
elevar falsamente os resultados de glicose,'******* mesmo quando o fabricante nao
informa esse limitante.”” Historicamente, a GOD foi usada de maneira predomi-
nante para a medi¢do de glicemia; no entanto, as tiras reagentes baseadas nessa
enzima apresentam uma dependéncia de oxigénio significativa. Para superar essa
limitagdo — especialmente no cenario clinico no qual sdo utilizadas amostras de
sangue de origem diferente (arterial, venosa, capilar) -, a enzima GDH foi utiliza-
da para desenvolver tiras de teste sem uma dependéncia de oxigénio.””*

No entanto, é oportuno considerar a possibilidade dessa interferéncia diante de
um resultado clinicamente inconsistente de glicemia, quando do descarte das causas
mais comuns de interferéncia metodolégica. E importante compreender as proprie-
dades e limitagoes basicas das enzimas e dos métodos de leitura empregados, além
dos principios subjacentes a sua atividade catalitica, para evitar perigos potenciais.

Fase analitica

SO 15197:2013

Independentemente da tecnologia utilizada e dos fatores interferentes, o fabricante
deve garantir a acuracia do equipamento de acordo com as especificagdes determi-
nadas pela International Organization for Standardization (ISO) 15197:2013.% A
avaliacdo minima deve ser realizada com 100 individuos diferentes tomando me-
didas duplicadas de cada um dos trés lotes de reagentes. Para a acuracia analitica,
exige-se que 95% dos resultados estejam dentro do intervalo:

+ Os resultados do glicosimetro devem atingir os critérios de acuracia de
+ 15 mg/dL dos valores obtidos no laboratério em concentragdes de glice-
mia < 100 mg/dL;

+ Os resultados do glicosimetro devem atingir os critérios de acuracia de + 15%
dos valores obtidos em laboratério em concentragdes de glicemia > 100 mg/dL.
Para a precisao, o critério de aceitagdo esta relacionado a acuracidade, isto

é, coeficiente de variagao (CV) menor ou igual 5% em concentragao de glicose.

O padrio ISO indica que a calibra¢io do medidor com solu¢des de controle de

qualidade deve ser realizada de acordo com as instrugdes do fabricante, para asse-

gurar a acuracia.

CLSI POCT12-A3

Segundo o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),* a acurdcia anali-
tica requer que:
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+ 95% das glicemias pelo glicosimetro, quando comparadas ao método labora-
torial de referéncia, precisam estar dentro de uma faixa de + 12 mg/dL, para
concentragoes de glicemia < 100 mg/dL, e dentro de uma faixa de + 12,5%, para
os valores de concentragdo de glicemia > 100 mg/dL;

+ 98% dos resultados individuais do glicosimetro devem atender ao critério an-
terior de precisao, segundo o qual a glicemia pelo glicosimetro pode diferir em
+ 15 mg/dL em valores < 75 mg/dL, quando comparada ao teste laboratorial de
referéncia, e até + 20%, para valores > 75 mg/dL.

Em associagdo a essas recomendagdes, o CLSI também requer a verificagao dos
novos lotes de tiras reagentes, a qual inclui imprecisao, linearidade e concordancia
com lotes prévios e com os resultados do laboratdrio central.

Fase pos-analitica

Um erro pds-analitico de um TLR de glicose consiste no erro de apresentagdo ou
interpretacao apos a medicdo. Exemplos de erros pds-analiticos incluem a apre-
senta¢do de unidades incorretas de concentragdes de glicose (p. ex., substituigdo
de mmol/L por mg/dL ou vice-versa); registro incorreto de dados em um diario,
transmissdo incorreta de dados em um dispositivo portatil, computador ou servi-
dor para exibi¢do na Web; armazenamento defeituoso de dados de glicose em um
monitor de glicose; ou exibicao de instrugdes incorretas nao planejadas se o moni-
tor contiver software de suporte a decisdo.”> Nesses casos, mesmo que um monitor
seja altamente preciso, seu uso ainda nao sera seguro para os pacientes.

ORIENTACOES PARA A ESCOLHA ADEQUADA

Os glicosimetros sdo utilizados por uma populagdo diversa de pacientes, em to-
das as faixas etdrias, com os mais variados tipos de condi¢bes médicas. Pacientes
e profissionais de saude precisam de certo nivel de confianga nos resultados de
monitores de glicose para garantir a tomada de decisdo quanto ao controle glicé-
mico. Os sistemas de medigdo de glicemia modernos que cumprem os critérios de
precisao ISO 15197: 2013* operam de modo confidvel em condi¢des controladas.*
A ADA recomenda que o treinamento em automonitoramento da glicemia capilar
(AMGC) faga parte do programa de educa¢ao do portador de DM.!

Os medidores de glicemia disponiveis sdo semelhantes em termos de funcio-
nalidade, mas variam em precisio de acordo com multiplos fatores. Nenhum
glicosimetro ou sua respectiva enzima sao, de forma geral, melhores ou piores que
os outros, independentemente da presenca ou auséncia do codificador. A néo acu-
racia do método tem carater multifatorial e ndo somente quimica-dependente.
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A Food and Drug Administration (FDA), por meio da instrugdo intitulada
Blood Glucose Monitoring Devices, recomenda as seguintes orientagdes.* A preci-
sao 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 maos antes de
realiza-lo e seguir corretamente as instrugdes para operar o seu monitor;

+ Osresultados do teste podem nao ser exatos se o usudrio esta gravemente desidra-
tado ou anémico, pois o hematdcrito alto ou baixo pode afetar o teste de glicose;

+ Substancias interferentes: deve-se verificar as instrugdes para o seu monitor e as
tiras de teste, a fim de descobrir quais substancias podem afetar a precisdo do teste;

« Altitude, temperatura e umidade (alta altitude, baixas e altas temperaturas e
umidade podem causar efeitos imprevisiveis sobre os resultados de glicose). Ve-
rifique o manual e a embalagem da tira de teste para obter mais informagdes;

+ A armazenagem e a manipulagdo do medidor e das tiras devem estar de acordo
com as instrugdes do fabricante. E importante manter o frasco da tira reagente
sempre fechado e 0o minimo de tempo possivel aberto, suficiente para a retirada
de uma tira.

Os guias de conduta orientam para a garantia da precisdo do controle glicémico:
nio somente profissionais da saide, como também pacientes e cuidadores devem
conhecer o sistema de verificagao de glicemia capilar por meio dos manuais de uso,
das qualifica¢oes e das limitagcdes de cada um dos métodos, sendo nenhum isento
de interferéncias, sempre optando pelo mais adequado para cada usudrio e suas
respectivas comorbidades.
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18  Troponinas cardiacas

INTRODUCAO

O infarto agudo do miocardio (IAM), conhecido popularmente como ataque car-
diaco, ocorre quando as artérias que realizam a oxigenacao do tecido cardiaco ndo
o fazem de maneira eficaz, causando necrose dos cardiomidcitos, em geral por uma
obstruc¢iao com a formacio de um trombo em uma das artérias do sitio coronariano.

Antigamente, o diagnéstico do IAM era firmado utilizando dois dos trés crité-
rios adotados pela Organizagdo Mundial da Satude (OMS): histéria clinica, altera-
¢oes eletrocardiograficas e elevacdo dos marcadores de necrose miocardica (CK
total, CK-MB e troponina). Apds a chegada das troponinas de alta sensibilidade,
as diversas sociedades médicas pelo mundo passaram a considerar, como critério
diagnostico, a elevagdo da troponina associada ao quadro clinico compativel com
sindrome coronariana aguda (SCA). Esta ¢ um conjunto de sinais e sintomas re-
lacionados a obstru¢do de uma artéria corondria, causando IAM - compreende
sempre uma emergéncia médica. A presenca dessa sindrome nao ¢ exclusiva do
infarto de miocardio, portanto nao é patognomonica.

A SCA pode ser classificada de duas maneiras: SCA com ou sem elevagao 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
ndo altera¢ao. Na maioria das vezes, os pacientes sao classificados como SCA sem
supra desse segmento, casos nos quais a utilizagdo da troponina de alta sensibili-
dade torna-se fundamental.

As troponinas cardiacas de alta sensibilidade disponiveis no mercado sao alta-
mente especificas desse tipo celular, sendo liberadas e detectadas por imunoensaios
quimioluminescentes ou eletroquimioluminescentes. Enquanto nao havia ensaios
sensiveis de troponina disponiveis, nao era possivel mensurar a lise de pequenas
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quantidades de células (pequenos infartos), mas isso passou a ser viavel com a che-
gada dos novos ensaios.

TROPONINA PARA O DIAGNOSTICO DA

SCA COM SUPRA DO SEGMENTO ST

O paciente que apresentar supradesnivelamento do segmento ST deve ser seguido
de acordo com o protocolo clinico de tratamento para essa sindrome; a troponina
deve ser solicitada para fins progndsticos.

TROPONINA SERIADA PARA O DIAGNOSTICO

DA SCA SEM SUPRA DO SEGMENTO ST

Ja para o paciente que apresente suspeita de SCA sem supra do segmento ST, a do-
sagem de troponina se faz mandatoria e padrao de referéncia para a confirmacao
diagndstica.

As troponinas devem ser solicitadas de acordo com o protocolo de dor toracica
definido pelo servico de satde que atende o paciente com suspeita de SCA.

Para os servigos que utilizam os ensaios de troponina de alta sensibilidade, gran-
de parte dos protocolos define que deve-se coletar trés amostras (tempo 0 — chega-
da do paciente, 1 hora e 3 horas apds a admissao). Para a confirmagao diagndstica,
variagoes superiores a 30% sugerem SCA.

ALTO VALOR PREDITIVO NEGATIVO

O grande diferencial no aumento da sensibilidade analitica foi possibilitar um ele-
vadissimo valor preditivo negativo. O teste negativo (abaixo do ponto de corte
determinado pelo laboratério utilizando como critério para definigdo o percentil
99 e nao excedendo 20% no coeficiente de variagdo) implica o descarte do diag-
noéstico de IAM.

BIOLOGIA DAS TROPONINAS

O complexo troponina é composto por unidades (troponinas: cTnl - inibidora -,
cTnT - ligadora da tropomiosina — e cTnC - ligadora de cdlcio) e, com a tropomio-
sina, estd localizado no filamento de actina e é essencial para a regulagao de cal-
cio voltada para a contragdo dos musculos esquelético e cardiaco. Essas isoformas
de troponina sdo tecido-especificas (cTnl, cTnT e cTnC). A isoforma cardiaca da
troponina C ¢é utilizada na contrac¢do lenta dos musculos esqueléticos, e, por de-
sempenhar tal fun¢ao, nao tem especificidade cardiaca e, portanto, nao é utilizada
na pratica clinica para diagnéstico da SCA; como consequéncia, a industria nao
investiu seus esfor¢cos no desenvolvimento de kits diagnosticos. Na Figura 1, estdo
apresentados o complexo das troponinas e as diferentes concentragdes na corrente
sanguinea dependentes do processo fisiopatoldgico.
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FIGURA 1 Complexo das troponinas (Tnl, TnT e TnC) e as diferentes concentra¢des
na corrente sanguinea desde o paciente sauddvel até aquele que apresentou um
infarto do miocérdio.

Fonte: adaptada de Westermann, 2017’

INTERFERENTES: ANALITICOS DAS TROPONINAS

Os principais interferentes analiticos nas dosagens de troponina sao hemolise, li-
pemia intensa e anticorpos heterdfilos. A hemolise esta diretamente relacionada ao
procedimento pré-analitico para obtencdo da amostra bioldgica. Ja os anticorpos
heteroéfilos estao diretamente associados a um grupo de pacientes que os apresen-
tam, como contra imunoglobulinas animais, induzidos a partir de vacinas, contato
ambiental ou doencas autoimunes. O mais comum deles é o HAMA (anticorpo
antimurino detectado em humano, do inglés human anti-mouse antibody), com
prevaléncia de 0,2 a 15% na populagédo geral.

Como existem diferentes fabricantes de imunoensaios (quimioluminescentes/
eletroquimioluminescentes) no mercado para avaliacdo de troponinas, com dife-
rentes caracteristicas metodoldgicas, o ideal é que o laboratério analise criteriosa-
mente a bula do kit diagnodstico utilizada para verificar a presenca desses possiveis
interferentes, em maior ou menor incidéncia. Isso é importante para que o labora-
torio possa elaborar seus procedimentos e interpretar corretamente seus resultados.

Fase pré-analitica

No diagnoéstico da SCA, o tempo é fundamental para a preservagdo do musculo
cardiaco; porém, todos os cuidados pré-analiticos devem ser tomados para que o
diagndstico nao seja inadequado.
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TROPONINAS DE ALTA SENSIBILIDADE

1. Tempo de jejum: ndo é necessario realizar jejum para coletar troponinas, visto
que o diagnostico ¢é realizado na emergéncia. 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. Pratica de exercicio fisico: o esfor¢o fisico intenso provoca pequenas lesoes
miocardicas mensuraveis pelos ensaios sensiveis de troponinas. Dependendo da
extensdao do dano miocardico, ela pode permanecer elevada por alguns dias; na
maioria das vezes, quando se eleva, permanece detectavel 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 referéncia; porém, em algu-
mas situagoes, 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 obten¢do da
amostra de sangue em relagdo aos sitios de coleta. Preferencialmente, veia antecubital.
6. Hemolise: para que ndo haja surpresas na interpretacao das troponinas, ele é
um importante interferente que deve ser destacado. A Figura 2 representa um
grafico ilustrativo evidenciando um exemplo no qual a hemdlise pode interferir,
promovendo resultados falso-positivos ou falso-negativos. As limitagdes propor-
cionadas pela hemolise nos demais métodos devem ser avaliadas na bula reagente
fornecida pelo fabricante.
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FIGURA 2 Interferéncia da hemdlise 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:

o Geladeira = 2 a 8°C (7 dias);

o Freezer = -20°C (30 dias);

+ Superfreezer = -80°C (6 meses a alguns anos);
+ Nitrogénio = -196°C (varios anos).

Pés-analitico: interpretacao de resultados

A correta interpretagao dos resultados é fundamental para que se possa confirmar
a hipotese diagnostica da SCA. Nessa fase, um “interferente” seria a comparagao
de resultados de diferentes ensaios para interpretar uma curva realizada como cri-
tério diagndstico em um protocolo de dor toracica. Como cada kit diagndstico
trabalhou em uma sequéncia de aminodcidos para o desenvolvimento do seu en-
saio, ndo se pode comparar quantitativamente os diferentes ensaios disponiveis no
mercado. Na Tabela 1, ha uma lista dos principais ensaios disponiveis pelo mundo.

CASOS CLiNICOS

Caso clinico 1

Paciente, CRS, do sexo masculino, com 51 anos de idade, com antecedente de ci-
rurgia de revascularizagao. Portador de hipertensao arterial sistémica (HAS), insu-
ficiéncia cardiaca, diabetes melito e dislipidemia.

Deu entrada no pronto-socorro (PS) as 23h com desconforto toracico em regiao
precordial de pequena intensidade com inicio hé 2 horas, sem fatores de melhora
e sem irradiagdo. Nega nduseas e vomitos.

Classificado como alto risco para SCA pelos antecedentes, foi enquadrado no
protocolo de dor toracica. Realizou ECG (sem alteragdes significativas e similar ao
seu ECG anterior), coletou a primeira dosagem de troponina de alta sensibilidade
e recebeu atendimento clinico para SCA; aguardando a confirmagédo diagnostica.

De acordo com o protocolo de dor toracica na hipdtese de SCA sem supra do
segmento ST, o paciente deve realizar a curva de troponina (tempo 0, 1 hora e 3
horas apds a admissao — deltas de variagao acima de 30% entre as dosagens con-
firmam a hipétese de SCA). Realizou a primeira dosagem as 23h30 e foi para casa
a revelia, antes da libera¢ao do resultado e sem coletar a segunda amostra 1 hora
apos a primeira dosagem.

A amostra foi processada em duas metodologias. Os resultados estdo descritos
na Tabela 2.
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TABELA 2 Resultados de troponinas de alta sensibilidade do paciente CRS

Troponina | Troponina T
23h30 324 pg/mL 354 pg/mL
ozh3o 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 (Tnl): 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 as 03h30, coletou a segunda amostra e foi removido para outro hospital
para o seguimento do seu tratamento.

Apos a centrifugagao do material no laboratério, a segunda amostra estava he-
molisada e ndo foi possivel obter uma nova amostra, pois o paciente ja havia sido
removido para outro hospital. Para fins educacionais, o patologista clinico do labo-
ratdrio orientou o processamento da amostra hemolisada (resultados na Tabela 2).

Segundo informagdes das bulas dos kits dos fabricantes dos ensaios, o ensaio de
Tnl sofre interferéncia da hemolise, superestimando os resultados (ver Figura 2), e
o do ensaio de TnT, subestimando os resultados (ver Figura 2).

Avaliando os deltas de variagdo (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 variag3o entre as dosagens do caso clinico 1

DELTAS (A) de variagao entre as dosagens

Tnl: 1.740%

TnT: 147%

Caso clinico 2

Paciente, VRT, do sexo masculino, com 35 anos de idade, sem antecedentes pesso-
ais. Deu entrada no pronto atendimento (PA) de um hospital as 14h com queixa de

dor toracica em pontada, sem irradiagdo, que iniciou ha 2 horas. Foi enquadrado no

protocolo de dor tordcica — com hipéteses diagnosticas de SCA e dispepsia. Realizou

eletrocardiograma (ECG) e coletou troponina de um dispositivo POCT (point of
care testing)/TLR (teste laboratorial remoto), pois o laboratdrio central desse servico

de saude fica distante do PA. De acordo com o protocolo de dor toracica na hipotese
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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 apds a admissao — deltas de variagao acima de 30% entre
as dosagens confirmam a hipotese 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
alteracoes e a primeira amostra do POCT/TLR foi de 221 pg/mL. Diante do resul-
tado, foi solicitada a transferéncia do paciente para o hospital e a mesma amostra
foi encaminhada ao laboratdrio central do hospital. Esse procedimento é feito, pois
esse ensaio de POCT/TLR apresenta uma limitagdo: a interferéncia pelo HAMA.
A segunda amostra foi coletada antes de o paciente ser removido; o resultado foi de
210 pg/mL, ndo apresentando variagdo entre o resultado anterior e aumentando a
suspeita de falso-positivo pela interferéncia descrita.

As amostras foram processadas no ensaio automatizado do laboratério 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 presenga do anticorpo.
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19 Gasometria

IDENTIFICACAO

A

identificagdo correta do paciente, associada a outras informagdes complemen-

tares, é essencial para avaliar acertadamente os resultados obtidos. A seguir, estdo
enumeradas algumas informacoes relevantes para a caracteriza¢ao da amostra:

0O N O U1 DN WIN

. Nome completo do paciente, idade, sexo;
. Numero/registro do paciente;
. Identificagdo do médico solicitante;

. Localizagdo do paciente: andar, quarto e leito;
. Data e horario da obtenc¢do da amostra;

. Fragdo de oxigénio inspirado (FO,);

. Temperatura do paciente;

. Frequéncia respiratoria;

0.

Modo da ventilagdo: respiragao espontanea ou ventilagao assistida/controlada;

10. Identifica¢ao do profissional que estd realizando o teste.

Com relagdo a avaliagdo do paciente, é importante que alguns pontos sejam

observados e devidamente registrados:

Se o paciente estiver consciente, ¢ importante que se esclareca acerca do proce-
dimento ao qual sera submetido;

O consentimento deve ser obtido previamente a coleta;

As condicoes de coleta devem ser verificadas e documentadas;

Atengdo especial aos pacientes em terapia com anticoagulantes;

Observar o estado do paciente com relagdo a temperatura, ao padrao de respira-
¢d0 e a concentracao de oxigénio inalado;
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+ O paciente deve estar em uma condi¢do ventilatoria estavel por aproximada-
mente 20 a 30 minutos antes da coleta, quando em respiragdo espontinea. Os
outros pacientes necessitam de 30 minutos ou mais para alcangar o equilibrio
apos a alteragdo nos padroes ventilatorios.

Quanto ao tipo de seringa a ser utilizado, quando aplicavel, o documento do CLSI
C46-A - Blood Gas and pH Analysis Related Measurements; Approved Guideline —
recomenda o uso de seringas plasticas preparadas com anticoagulante apropriado,
preferencialmente a heparina liofilizada. A seringa pode ser mantida a temperatu-
ra ambiente por no maximo 30 minutos apds a coleta.

Com relagdo ao anticoagulante, a melhor op¢ao ¢ utilizar uma seringa previa-
mente preparada com heparina de litio jateada na parede, com “balanceamento”
de célcio. Esse tipo de material é facilmente obtido no mercado e apresenta uma
relagdo custo-eficiéncia satisfatoria. De acordo com a International Federation
of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC), a seringa de gasometria
deve conter 50 UI de heparina litica balanceada com calcio por mL de sangue total.

O uso de seringa de prepara¢ao caseira, com heparina liquida com baixa con-
centracdo de sddio, também é aceitavel; porém, aumenta a possibilidade de inter-
feréncia na dosagem de calcio i6nico, pois a heparina pode ligar-se quimicamente
ao calcio, resultando em valores falsamente mais baixos que o real.

A introdugao do calcio em concentragdo balanceada nas seringas destinadas es-
pecificamente para coleta de gasometria e eletrolitos tem por finalidade minimizar
os efeitos da queda desse ion na amostra. A heparina liquida em excesso pode, ain-
da, causar diluicdo da amostra, resultando em valores incompativeis com a situagao
clinica do paciente. As seringas especificas para a analise de gases sanguineos, além
de eliminarem o risco de diluicdo da amostra, asseguram a proporgao exata entre
volume de sangue e anticoagulante, evitando, assim, a formagao de microcoagulos
capazes de produzir resultados erroneos, bem como obstruir os equipamentos anali-
sadores de gases sanguineos.

A heparina utilizada para fins terapéuticos para anticoagulacao sistémica nao
deve ser utilizada como agente anticoagulante na analise de gases sanguineos.
A elevada concentragdo de heparina por mL pode alterar o pH da amostra e o
resultado do célcio ionizado.

Os locais usuais para a realizagao da pungdo arterial sdo as artérias radial, bra-
quial ou femoral. Para a escolha da artéria a ser puncionada, deve-se levar em
consideragdo: a presenca de circulagao colateral para que, em caso de um possivel
espasmo ou coagulo, o territorio nao tenha interrompido o fluxo sanguineo, 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 posi¢ao distal, ndo
apresenta outros vasos importantes proximos e possibilita um maior conforto ao
paciente e facil acesso para a realizacdo do procedimento. No entanto, por se tratar
de um dos vasos de irrigacao da mao, deve-se avaliar a capacidade de suprimento
sanguineo pela artéria ulnar previamente a pungdo da artéria. O exame que avalia
essa circulacdo 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 méao
cinco vezes, em média, observando a palidez. Na sequéncia, faz-se a descompres-
sao da artéria ulnar para verificar a perfusao.

A pungdo arterial ndo ¢ indicada a pacientes com disturbio de coagulagdo, par-
ticularmente para puncéo de artérias profundas ou quando o local escolhido apre-
senta algum grau de dificuldade de compressao.

Apds a obtengao 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 maos. A posi¢ao preferencial da seringa durante o
transporte é a horizontal, pois facilita a homogeneizagao da amostra previamente a
andlise e minimiza a sedimentacao das hemacias.

PRINCIPAIS PARAMETROS NA ANALISE DOS GASES SANGUINEOS
Pressdo parcial do oxigénio (PO )

A PO, arterial indica a eficdcia das trocas de oxigénio entre os alvéolos e os ca-
pilares pulmonares, dependendo diretamente da pressdo parcial de oxigénio no
alvéolo, da capacidade de difusdo pulmonar desse gas, da existéncia de shunt e
da reagao ventilagdo/perfusdo pulmonar. Alteracdes desses fatores constituem
causas de variagoes de PO,.

Pressdo parcial de diéxido de carbono (PCO )

A PCO, arterial compreende o pardmetro que indica a eficdcia da ventilagao al-
veolar, sendo a PCO, arterial praticamente a mesma que a alveolar, em razao da
grande difusibilidade desse gas.

Saturagio de hemoglobina (SO,)

A SO, refere-se ao percentual de hemoglobina saturado com oxigénio. Correspon-
de a fragao de hemoglobina transportando oxigénio em relagdo a todas as hemo-
globinas que podem transporta-lo.

O célculo da SO, pode ter a acurécia reduzida nas situagdes em que se detecte a
presenca das dis-hemoglobinas: meta-hemoglobina (MetHb); carboxi-hemoglobi-
na (COHDb); e sulf-hemoglobina (SulfHb). Nessa condigdo, a saturagao de oxigénio
deve ser expressa pela fragdo de oxi-hemoglobina (FO,Hb).

233



O método espectrofotométrico utilizado para medida da oxi-hemoglobina, de-
soxi-hemoglobina, carboxi-hemoglobina e meta-hemoglobina é conhecido como
CO-oximetria.

As férmulas matemdticas para determinagdo da SO, e FO,Hb estdo descritas a

seguir:
cO,Hb
SO,=————x 100
cO,Hb + cHHb

cOsz
FO,Hb = x 100
cOZHb + cHHb + cMetHb + cCOHb + cSulfHb

Em que:

+ SO,: saturagio de hemoglobina;

« FO,Hb: fracdo de oxi-hemoglobina;

« cO,Hb: concentragao de oxi-hemoglobina;

« cHHb: concentragdo de desoxi-hemoglobina;

+ cMetHb: concentra¢ao de meta-hemoglobina;

« cCOHb: concentragao de carboxi-hemoglobina;
+ cSulfHb: concentragdo de sulf-hemoglobina.

Conteudo total de oxigénio (ctO))
Corresponde a soma da concentrag¢ao do oxigénio ligado a hemoglobina e do oxi-
génio dissolvido no sangue.

Pressdo parcial do oxigénio em saturacdo de oxigénio de 50% (P, )
O grau de associagao ou dissociagao do oxigénio com a hemoglobina é determina-
dopelo PO,, ea afinidade da hemoglobina pelo oxigénio. A dissocia¢do do oxigénio
com a hemoglobina pode ser representada por uma curva sigmoidal que relaciona
a SO, coma PO, (Figura 1). A afinidade da hemoglobina pelo oxigénio depende de
cinco fatores: temperatura, pH, PCO,, concentragio de 2,3-difosfoglicerato (2,3-
DPG) e presenca das dis-hemoglobinas. A P_ ¢ um parametro calculado, definido
como a pressio parcial do oxigénio (PO,) em uma saturagio de oxigénio de 50%.
Quando a curva sofre um desvio para a direita, a P_; se eleva, indicando de-
créscimo da afinidade do O, pela hemoglobina, facilitando a liberagao em nivel
tecidual. Compreendem situagdes em que se observa elevagao da P, : elevagio da
2,3-DPG, elevagio da temperatura corpdrea, aumento da PCO, e acidose (Figura 2).
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Quando a curva sofre um desvio a esquerda, ocorre queda da P, indican-
do aumento da afinidade do O, pela hemoglobina, dificultando a liberagdo em
nivel tecidual. Sdo situagdes em que se observa elevagdo da P, : diminui¢ao da
2,3-DPG, queda da temperatura corpérea, diminui¢ao da PCO,, alcalose, niveis

elevados de COHb, MetHb e hemoglobina fetal (Figura 3).
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FIGURA 3 Curva de dissociagdo do oxigénio-hemoglobina com desvio & esquerda.

Lactato

O lactato é produzido em excesso quando ha um suprimento inadequado de oxi-
génio aos tecidos. Trata-se de um marcador do balango entre demanda e oferta de
oxigénio (Figura 4).

O excesso de lactato da origem a acidose lactica. O acido lactico se combina
com o bicarbonato de s6dio formando lactato de sddio. Nessa situagao, a queda
no bicarbonato sérico nao é acompanhada de uma elevag¢do no cloro e ha elevagao
do anion gap. Quanto maior o acumulo de acido lactico, maior sera a queda no
bicarbonato sérico com elevagao gradual do anion gap. A magnitude da elevagao
do anion gap reflete a magnitude do acimulo de 4dcidos organicos.

ERROS PRE-ANALITICOS NA ANALISE DA GASOMETRIA

Bolha de ar na amostra

Esse tipo de erro compromete os valores de PO,. As bolhas de ar devem ser imedia-
tamente removidas da seringa apds a obtengdo da amostra. O erro aumenta propor-
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FIGURA 4 Formacado do lactato pela célula em razio da baixa oferta de oxigénio

(metabolismo anaerdbico).

cionalmente a medida que o tempo da amostra fica em contato com a bolha de ar.
O efeito ¢ potencializado se a amostra for armazenada em baixa temperatura, pois
ocorre um aumento da afinidade da hemoglobina pelo oxigénio. Considerando que
0 PO, no ar atmosférico ¢ ao redor de 150 mmHg, o erro habitualmente sera positivo
(elevagdo do na amostra) se o PO, na amostra for inferior a esse valor. No entanto, o
erro pode ser negativo se o nivel de PO, na amostra for superior ao PO, da bolha de ar.

Sedimentacao da amostra

E fundamental que as amostras sejam bem homogeneizadas previamente a anlise,
visando evitar a analise de uma amostra sedimentada. Todos os pardmetros po-
dem sofrer alteracao, em particular o nivel de hemoglobina.

Efeito do tempo prolongado entre a coleta e andlise da amostra
As células sanguineas mantém o metabolismo mesmo apos a coleta na seringa,
induzindo alteragao nos valores de gases sanguineos, pH e metabdlitos. O nivel
dos gases também pode se alterar pela difusao pela parede de plastico da seringa.
O nivel de potassio também pode se alterar em razdo da demora na analise, parti-
cularmente quando a amostra ¢ resfriada. Nessa condigdo, ocorre a inibi¢ao da bom-
ba de sddio-potassio, que se torna incapaz de manter o gradiente de concentragao
entre o meio intra e extracelular. O ideal é que a amostra seja analisada imediata-
mente ap6s a coleta ou em até 30 minutos a temperatura ambiente. Caso contrario, a
amostra necessita ser resfriada entre 0 e 4°C, visando diminuir o metabolismo celular.

237



Diluicao da amostra

+ Heparina: recomenda-se o uso de seringas pré-heparinisadas com heparina seca.
O uso de heparina liquida ndo é indicado, pois aumenta o risco da diluicdo da
amostra com potencial queda nos niveis de hemoglobina, eletrélitos e metabdlitos;

+ Coleta de cateter arterial: previamente a coleta de sangue, a solugdo de infusdo
presente no cateter arterial necessita ser retirada por completo, visando evitar
a dilui¢ao da amostra que sera analisada. Habitualmente, recomenda-se que de
3 a 6 vezes do volume do cateter seja retirado e desprezado.

Transporte e conservacao da amostra
As amostras devem ser analisadas, preferencialmente, em um intervalo de 30 minu-
tos apos a coleta, em razdo da difusio de gases pela parede da seringa de plastico e da
elevacao dos niveis de potassio. Se a amostra nao 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 sedimentacéo.

Agua gelada com gelo moido ou gelo reciclével sio adequados para o resfria-
mento das amostras. As amostras ndo devem ser colocadas diretamente sobre o
gelo em razao do risco de hemolise.

Anilise

Deve-se assegurar que a por¢ao da amostra a ser avaliada esteja homogénea e seja
representativa do total da amostra. E muito importante homogeneizar adequada-
mente a amostra invertendo-a repetidamente e, também, rolar entre as palmas das
maos, misturando por alguns minutos para que se obtenha uma amostra homogé-
nea. As primeiras gotas da extremidade da seringa devem ser desprezadas.

CALCIO IONIZADO

Variaveis pré-coleta

« Atividade fisica: exercicios moderados podem elevar os resultados pela dimi-
nui¢do do pH e do bicarbonato e pelo aumento do lactato, da albumina e do
calcio total durante os exercicios;

« Postura e repouso no leito: a mudanga de postura afeta as proteinas e as molé-
culas a ela vinculadas, assim como a concentragao de ions de baixo peso mole-
cular. Essa alteragdo ocorre pelo desvio a partir do extracelular, pelo aumento
do tonus muscular e da pressao hidrostatica. Ao retornar a postura original, isso
se reverte. Pacientes acamados podem ter elevagao de até 8% do célcio ionizado,
sem alteracdo do calcio total;

+ Refeigdes: apos a ingestdo, ha relatos na literatura de uma reducao temporaria
de cerca de 5% do calcio ionizado. Varias causas podem responder por isso: au-
mento do pH; aumento da concentragdo proteica; e aumento da concentragdo
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de bicarbonato e fosfato. Todos esses fatores contribuem para aumentar a for-
macdo de complexos do calcio com a albumina e outros ions;

» Taxa de ventilagdo: a alcalose respiratdria, induzida pela hiperventilacio em vo-
luntarios, pode diminuir a concentragdo de calcio ionizado em 0,05 mmol/L, a
cada 0,1 unidade de aumento no pH;

+ Variagdo circadiana: o calcio ionizado varia de 4 a 10% ao longo do dia. Essas
variagcoes podem ser consequéncia dos seguintes fatores: efeito das refei¢coes, da
variagdo diaria do balango acido-base e do sono. Dados da literatura apontam
que variagdes hormonais também possam ter alguma influéncia nessa oscilagao.

RecomendacGes para a coleta do calcio ionizado
As recomendagdes descritas a seguir baseiam-se no documento do CLSI C31-A2."
Recomenda-se para a coleta de sangue para dosagem de calcio ionizado:

+ Que o paciente esteja relaxado e com a frequéncia respiratoria 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 clinico do paciente deve influenciar na sele¢do do tipo de amostra para as
dosagens de calcio ionizado. Sangue total heparinizado pode ser o mais apropria-
do no paciente em estado critico que requer resultados imediatos. A coleta de soro
anaerobicamente pode representar a melhor escolha para a rotina diagndstica e as
aplicacdes nas pesquisas.

As vantagens do sangue total heparinizado em rela¢ao ao soro sao:

« Amostras disponiveis imediatamente apds a coleta para as anilises, sendo as
amostras de escolha nos equipamentos de TLR;

« Rapidez nas analises minimiza os efeitos do metabolismo celular na amostra;

« Outros analitos, como o sodio e o potassio, 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 ions calcio na proporgdo de sua concentragdo, re-
duzindo, possivelmente, a sua dosagem;

+ Amostras de sangue total ndo podem ser estocadas por longos periodos, ao con-
trario do soro;
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+ A hemolise no sangue total ndo é rapidamente detectavel e pode, artificialmente,

diminuir a medida do célcio ionizado;

+ A homogeneizagao inadequada da amostra pode gerar microcoagulos que inter-

ferem no desempenho dos analisadores.

Soro

O soro coletado em condigdes anaerdbicas consiste no tipo de amostra mais esta-
vel para as determinacgdes de calcio ionizado. Entretanto, tubos incompletamente
preenchidos podem sofrer alteragdes no pH e na concentra¢do do calcio ionizado.
Nas amostras coletadas corretamente, o calcio ionizado se mantém estavel por até
4 horas. Deve-se lembrar que o calcio ionizado tende a diminuir quando as amos-
tras sdo expostas ao ar ambiente.

As vantagens do uso de soro sdo:

A amostra pode ser utilizada para varios tipos distintos de analitos;
Estabilidade da amostra por 24 horas em condi¢des anaerdbicas a temperatura de 4°C.

Ja suas desvantagens sdo:

Atraso no processamento, em virtude do tempo para a retragio do coagulo
(30 a 45 minutos);

O metabolismo celular continua durante a centrifugacéao, afetando o calcio io-
nizado presente na amostra;

O volume de soro obtido corresponde a metade do sangue coletado;

O calcio ionizado e o pH sio afetados pela elevagao da temperatura durante a
centrifugagdo, resultando em diminui¢do na dosagem, conforme a temperatura
de centrifugacao.

RECOMENDAGCOES PARA AS TECNICAS DE COLETA

Naio utilizar o torniquete por tempo excessivo durante a coleta;

Na coleta com seringa, empregar heparina formulada para minimizar os efeitos
na dosagem de célcio ionizado;

Preencher as seringas no seu volume nominal;

Se uma série de tubos for usada, o primeiro devera ser destinado para a dosa-
gem de célcio ionizado;

Se a amostra for de sangue capilar, devera ser empregado capilar heparinizado.

RECOMENDA(;()ES 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, nao devem ficar mais que 4 horas a 4°C.

2. Soro:

+ Centrifugar o material em até 4 horas apds a coleta;

« Manter a temperatura durante a centrifugacao (+/- 2,5°C);

+ O material coletado em tubo com gel separador, apds centrifugagdo, pode ser
estocado por até 70 horas a 4°C;

+ Gelo seco ndo deve ser utilizado para o envio de amostras a longa distancia,
pois pode induzir satura¢do de CO, na amostra, resultando em queda do pH e
aumento do célcio ionizado;

« Nao abrir o tubo antes da centrifugagao;

+ Manter as condigdes anaerdbicas previamente a dosagem;

+ Apds a dosagem, manter o tubo fechado.

CASOS CLiNICOS

Caso clinico 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-
¢ao de oxigénio (SO,) de 96% e da fragio de hemoglobina oxigenada (FO,Hb) de
75%. O profissional nao soube interpretar a diferenga nos resultados e contatou o
médico patologista clinico para analisar os resultados.

Comentdrios

Nesse paciente, foi detectada a presenga da carboxi-hemoglobina. O valor da SO,
¢ obtido por meio de célculo e pode ter a acuracia reduzida nas situagoes em que
seja detectada a presenga das dis-hemoglobinas: MetHb, COHb e Sulf-Hb. Nessa
condigao, a saturagdo de oxigénio deve ser expressa pela FO,Hb. O método espec-
trofotométrico utilizado para medida da oxi-hemoglobina, desoxi-hemoglobina,
carboxi-hemoglobina e meta-hemoglobina é conhecido como CO-oximetria.

Caso clinico 2

O médico da UTI, ao receber o resultado de uma gasometria, cujo sangue foi cole-
tado na artéria radial, em um paciente em ventilagio mecanica com valor da SO,
na oximetria de pulso ao redor de 95%, considerou os resultados inadequados, pois
observou valores de PO, baixo, PCO, elevado e SO, muito baixo. Em uma nova co-
leta, o resultado da SO, foi compativel com aquele observado no oximetro de pulso.

Comentarios

Na primeira coleta, ocorreu, possivelmente, a pun¢do de uma veia proxima a ar-
téria radial, resultando na mistura de sangue venoso a amostra de sangue arterial.
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20 Hemograma

INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a preocupagao quanto a erros em medicina laboratorial au-
mentou acentuadamente, resultando na publica¢iao de varios estudos abordando a
analise das ocorréncias e das ferramentas para detectar e preveni-los, como gestao
da qualidade total, Lean Six Sigma e gestdo de riscos. Foram criados grupos de
estudos especificos para discussao e padronizagido das agdes a serem tomadas em
varios centros na Europa e nos Estados Unidos.

E possivel observar que 60 a 70% dos erros laboratoriais resultam de fatores pré-
-analiticos e envolvem a preparagio e a identificagdo do paciente, a coleta, o trans-
porte e 0 armazenamento da amostra e o preparo para andlise. Plebani e Carraro!
citam que 62% dos erros laboratoriais decorrem de fatores pré-analiticos, 23% pos-
-analiticos e 15% de erros analiticos, isso porque, nas ultimas décadas, foram reali-
zados grandes esforgos para a erradicagdo de falhas na fase analitica do processo de
analise laboratorial, alterando-se a propor¢ao de erros para os valores atuais.

Apesar da grande preocupacgao das institui¢oes de saide com a seguranga do
paciente, a abordagem dos erros pré-analiticos é complexa, envolve uma aborda-
gem multiprofissional e uma perfeita coordenacgdo de todas as fases do processo
até a chegada da amostra a area de andlise no laboratério. E necessario um esforco
conjunto com as geréncias multiprofissionais para um resultado satisfatorio.

O hemograma compreende um exame que apresenta a analise quantitativa e
qualitativa das trés séries dos elementos figurados do sangue - a eritrocitaria, a
leucocitaria e a plaquetaria. Assim, quando se observam os fatores pré-analiticos,
vé-se que determinadas interferéncias afetam apenas uma das séries e outras, duas
ou mais.
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Neste capitulo, serao abordados os fatores pré-analiticos e os interferentes se-
guindo as etapas do fluxo laboratorial, ou seja, preparo e identificagdo do paciente,
coleta, transporte até a area de analise, preparo para analise, interferentes na con-
tagem automatizada e armazenamento da amostra.

PREPARO DO PACIENTE

Para a coleta de hemograma, ndo é necessario jejum caso o paciente tenha inge-
rido dieta leve; caso tenha feito uma refei¢ao copiosa, o recomendado é um jejum
de4horas. Se o plasmanao estiver limpido, pode haver interferéncia na contagem de
plaquetas e na dosagem de hemoglobina (Hb), pela presenca de lipemia, e, conse-
quentemente, aumento da turbidez do plasma.

Os parametros hematoldgicos apresentam pequena alteragdo no ritmo circadia-
no - o hematdcrito apresenta valores mais baixos a noite com variagdo de 5%, os
leucdcitos tém seu pico na flutuagdo didria a noite (entre 21 e 24 horas) com va-
riagdo de 0,9 a 2 x 10°/L. Para a contagem de reticuldcitos, ¢ mais indicada a coleta
pela manha, pois apresentam o pico pela madrugada.

Exercicios fisicos de maior intensidade podem induzir a hemoconcentragao
com elevagao da contagem de hemadcias, hematdcrito e Hb e, também, ocasionar
leucocitose por deslocamento do pool marginal.

Concentragoes elevadas de glicose acima de 600 mg/dL podem elevar o volume
corpuscular médio (VCM).

CADASTRO E IDENTIFICACAO DA AMOSTRA

Na etapa de cadastro do hemograma, ndo ha grande dificuldade, porque, co-
mumente, esse termo implica a realizacdo do exame completo; alguns servigos
realizam o cadastro separado do hemograma e da contagem de plaquetas, mas os
analisadores hematolégicos automaticamente contam todos os parametros. E pre-
ciso estar atento quanto a solicitagdo da contagem de reticuldcitos, normalmente
realizada separadamente para que nao ocorra a falha de nao ser realizada.

As organizagdes de saude mostram grande preocupagdo com a seguran¢a do
paciente e o quesito identificagdo do paciente e da amostra coletada é de suma
importancia, 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 varias etapas durante a coleta podem ocasionar resultados alterados.

Ao realizar antissepsia com alcool na pele para a pungéo, é preciso espera-lo
secar, pois a contaminagao da agulha com o dlcool pode resultar em hemolise. Um
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fator importante, as vezes negligenciado, é o tempo de garroteamento antes da
pungio venosa. Lippi et al.,> em seu estudo com ciclistas profissionais, mostraram
que o tempo de garroteamento acima de 2 minutos e 30 segundos elevou o he-
matocrito em 2,4%, a Hb em 1,4% e abaixou a contagem de reticuldcitos 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 (4cido etileno diamino tetracético bipotassico). O EDTA tripotassico pode
ocasionar a diminui¢do do hematdcrito e, por isso, ndo tem sido recomendado. A
concentra¢io do sal também é importante, sendo o recomendado 1,5 mg de EDTA
por mililitro de sangue; se esta aumentar, pode fazer com os eritrocitos encolham pela
hipertonicidade do plasma com aumento da concentragdo idnica. Isso pode ocorrer
quando se coleta um volume inferior ao indicado na etiqueta do fabricante no tubo;
por esse motivo, ¢ importante coletar o volume correto para que ndo haja interferén-
cia no resultado do hemograma, principalmente na parte da série eritrocitica.

O EDTA nio é capaz de estabilizar completamente as plaquetas: com cerca de
60 minutos apds a coleta, elas mudam da forma discoide para esférica, tornando-

-se discretamente maiores, o que é mais perceptivel nos analisadores que utilizam
o método de impedanciometria. O VPM (volume plaquetdrio médio) tende a
apresentar valor mais elevado do que nos analisadores que utilizam o método
baseado na dispersdo da luz laser — essa diferenca no VPM nao interfere na con-
tagem das plaquetas.

A pseudotrombocitopenia induzida pelo EDTA é um fendmeno que ocorre in
vitro e causa a agregacao das plaquetas. Esses agregados nao sao contados como pla-
quetas pelos analisadores e, por isso, os valores sao falsamente diminuidos, embora
os equipamentos sinalizem com alarmes de plaquetas agregadas ou observagoes
similares dependendo do fabricante. Essa agregagdo com EDTA ocorre em pacien-
tes saudaveis e doentes, ndo havendo diferenca de sexo ou idade, e sua prevaléncia é
de 0,1% da populagdo. Quando ha suspeita de agregacao pelo EDTA, deve-se pedir
nova coleta em tubo com citrato de sddio, frequentemente utilizado para testes de
coagulagdo; 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 pun¢ao da veia
e a entrada do sangue no tubo; e a homogeneizagdo do tubo ap6s a coleta. Como
descrito anteriormente, o tempo entre o garroteamento, a pungao e a entrada do
sangue no tubo idealmente ndo deve ultrapassar 2 minutos. O documento H-20
do CLSI recomenda que, para uma perfeita homogeneizagdo do sangue e o contato
com o anticoagulante, deve-se fazer um movimento delicado de inversao do tubo
de 8 a 10 vezes.
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Outro aspecto que pode provocar interferéncia é a ordem de distribui¢do do
sangue nos tubos quando da realizagao de uma coleta multipla. Na coleta de san-
gue a vacuo, existe uma pequena possibilidade de contaminagdo de aditivo de um
tubo para outro; na coleta com seringa e agulha, pode haver contamina¢ao 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 coagulo (com ou sem gel separador);
d. Tubos com heparina (com ou sem gel);

e. Tubos com EDTA;

f. Tubos com fluoreto.

TRANSPORTE ATE A AREA DE ANALISE
O transporte do local de coleta até a area de analise deve ser realizado o mais rapi-
do possivel para que as condigoes das células sejam as melhores. Se as amostras fo-
rem enviadas para outras institui¢des ou outro local da mesma instituicao, devem
ser transportadas em temperatura controlada entre 2 e 8°C, evitando contato di-
reto com o gelo para nao hemolisar. Nunca congelar uma amostra de sangue total.

Se o transporte for realizado nas condi¢des descritas, a estabilidade ideal é de
8 horas, exceto para o esfregaco, que deve ser realizado em, no maximo, 3 horas
para a boa preservagao das células. Estudos mostram que esfregacos realizados em
12 horas ap6s a coleta ja mostram alteragdes celulares, como vacuolizagao citoplas-
matica e fragmentacao nuclear.

Sao aceitas amostras para analise até 24 horas apds a coleta quando armazena-
das entre 2 e 8°C e 8 horas a temperatura ambiente.

INTERFERENTES

Nas tltimas décadas, houve um grande avango tecnologico em relagao aos analisa-
dores hematologicos, com excelente desempenho na resolugao, exatidao e precisao.
Esse aumento da complexidade, entretanto, requer um incansavel treinamento dos
profissionais do laboratério para que adquiram conhecimento sobre a operagao
dos equipamentos e o reconhecimento de possiveis resultados incorretos decor-
rentes de interferentes na amostra. Os analisadores liberam alarmes de algumas
alteracoes, mas, em certos casos, a percep¢do de que algo errado estd ocorrendo
aparece nos valores de alguns parametros incompativeis com os demais — isso de-
pende do conhecimento e da experiéncia dos profissionais.
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A seguir, estdo descritos os principais interferentes na amostra capazes de pro-
mover resultados falsamente alterados, lembrando-se que os equipamentos evo-
luem rapidamente na questao tecnoldgica e os fabricantes estao constantemente
procurando melhorar a capacidade de detectar esses interferentes.

Crioaglutinina

Esse tipo de aglutina resulta na aglutinagdo dos eritrécitos, os quais, por sua vez,
quando passam na camara de contagem, sdo contados como um unico eritrdcito,
0 que promove um numero falsamente baixo na contagem de eritrdcitos e do
hematdcrito e aumento do VCM. Aquecer a amostra a 37°C por 30 a 40 minutos
pode reverter a aglutinagao; caso isso ndo ocorra, a alternativa é fazer o hemato-
crito por centrifugacao.

Crioglobulina

Imunoglobulinas presentes no plasma que precipitam a frio podem ocasionar
contagem falsamente elevada de leucdcitos, ocasionalmente pequenas elevagdes
na contagem de eritrécitos, Hb e hematdcrito. O criofibrinogénio também pode
provocar tais alteragdes. O aquecimento da amostra a 37°C pode regularizar as
alteragdes.

Codgulos

Pequenos coagulos, também chamados de fibrinas, podem ocasionar resultados
erraticos dependendo do nimero de microcoagulos. Em geral, todas as contagens
tendem a diminuir; dependendo da sensibilidade do equipamento, ele emite um
alerta da presenca desse tipo de interferente.

Excesso de EDTA

Os tubos contém 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-4 proporcionalmente excesso de EDTA, o que pode causar uma dimi-
nui¢do no tamanho das hemdcias, que aparece principalmente no hematdcrito ob-
tido por centrifugacdo. Nos equipamentos automatizados, as hemacias retornam
ao tamanho original ao serem diluidas e nenhuma alteragao ¢é detectada.

Plaquetas gigantes

Plaquetas muito grandes podem exceder o limite superior da regido de contagem
de plaquetas resultando em contagem falsamente baixa de plaquetas, falsa eleva-
¢do do numero de eritrdcitos e hematdcrito; normalmente, os equipamentos sina-
lizam esse tipo de interferéncia.
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Hemodlise in vitro

A ocorréncia de hemolise apds a coleta resulta em contagens baixas de eritrdci-
tos e hematdcrito; quando de um valor de Hb correto, ter-se-ao HCM e CHCM
elevados. As causas de hemdlise in vitro podem se dar por dificuldades na coleta,
homogeneiza¢do com movimentos rapidos ou transporte em temperatura fora da
faixa ideal.

Hemodlise in vivo

Quando ha uma hemolise intravascular extensiva, os valores de hemdcias e he-
matdcrito estardo corretos, e a Hb estara falsamente elevada por representar o
contetdo intraeritrocitario adicionado ao plasmatico. Para ajustar o valor, pode-se
quantificar a Hb plasmatica separadamente e diminui-la do total.

Heparina

A heparina pode reagir com alguns reagentes e causar falsos valores elevados de
leucdcitos e Hb, e as plaquetas podem apresentar valores baixos por agregacao;
nesse caso, os equipamentos liberam alarmes alertando o operador.

Leucocitose

Contagem de leucécitos acima de 25.000/mm® comegam a apresentar valores fal-
samente elevados de Hb, mas somente acima de 50.000/mm? a interferéncia na do-
sagem de Hb comeca a ser valorizada clinicamente. Contagens progressivamente
maiores comeg¢am a elevar os valores de eritrdcitos, hematdcrito e VCM. A conta-
gem de eritrocitos pode ser corrigida subtraindo-se o valor de leucécitos e o valor
de hematdcrito determinado por centrifugagao.

Hiperglicemia

Pode ocorrer macrocitose com valores de glicemia acima de 600 mg/dL, pelo
aumento da osmolalidade intracelular dos eritrdcitos que recebem a entrada da
solugdo diluente, o que pode ser percebido pelo incoerente aumento de VCM e
diminui¢do do CHCM em comparagdo a auséncia de alteragdes eritrocitarias na
microscopia.

Lipemia

A turbidez aumentada do plasma lipémico resultando em uma falsa elevagdo da
concentragdo de Hb, principalmente nos pacientes com valor de triglicerideos
acima de 1.000 mg/dL. Essa interferéncia pode ser corrigida pela substituicdo do
plasma lipémico por solucao diluente em igual quantidade.
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Hemacias microciticas

Uma moderada quantidade de hemacias microciticas ou de fragmentos eritrocita-
rios pode ser interpretada pelo equipamento como plaquetas, por entrarem na re-
gido de contagem de plaquetas ocasionando valores falsamente elevados. Normal-
mente, os equipamentos detectam uma interferéncia na regiao superior da faixa de
plaquetas e emitem um alerta. Uma medida preventiva possivel é a determinagéo
do hematdcrito por centrifugacao em todas as amostras com VCM abaixo de 60 fL
para verificar se todas as hemacias foram realmente contadas pelo equipamento.

Proteinas monoclonais

Proteinas monoclonais em pacientes portadores de mieloma multiplo ou macro-
globulinemia de Waldenstrom podem causar precipitagdo quando em contato
com certos reagentes lisantes, resultando em turbidez da solu¢do e consequente
falso aumento na contagem de leucécitos e no valor de Hb.

Eritrocitos nao lisados

Em algumas situagdes, como quando da presenga de hemacias hipocromicas e de
Hb S ou C, pode haver resisténcia a lise no momento em que o equipamento pre-
para a amostra para a contagem, resultando em uma falsa elevagao na contagem
de leucdcitos e no valor de Hb. Isso pode ser corrigido aumentando-se o tempo de
lise quando o equipamento dispor desse recurso.

Fragmentos de leucdcitos
Podem ser contados como plaquetas, causando um resultado falsamente elevado. Isso
pode ocorrer em pacientes portadores de leucemia aguda e linfoma em fase blastica.
A verificagdo de alertas na regido de plaquetas previne a liberagao desses resultados.
A Tabela 1 resume as principais interferéncias possiveis na realizagao do hemo-
grama. E preciso estar atento a evolucdo tecnoldgica, porque os fabricantes estdo
em constante busca de melhorias nos equipamentos para que as situacdes descri-
tas deixem de provocar interferéncias.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE

A estabilidade de uma amostra refere-se ao tempo maximo em que os elemen-
tos constituintes desta se mantém iguais aos valores iniciais. Os tubos coletados
para o hemograma tém um estabilidade de 24 horas se conservados em geladeira
(2 2 8°C); o esfregaco, como dito anteriormente, deve ser realizado em, no maximo,
3 horas. Se os tubos forem conservados a 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, apds sua analise, para eventual
necessidade de repeti¢ao.
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TABELA 1 Potenciais interferentes em analisadores hematolégicos

Parametro

Causas de elevagao

Causas de diminuicao

Leucdcitos

Crioglobulinas

Criofibrinogénio

Coagulos

Células rompidas

Heparina Uremia +
Proteinas monoclonais imunossupressores
Eritroblastos
Agregados plaquetdrios
Eritrécitos ndo lisados
Eritrocitos Crioglobulinas Coagulos

Criofibrinogénio
Plaquetas gigantes

Contagem de leucécitos acima de 50.000/mm3

Hemodlise in vitro

Hemdcias microciticas

Hemoglobina

(Hb)

Carboxi-Hb acima de 10%

Crioglobulinas

Hemdlise in vitro

Heparina

Contagem de leucécitos acima de 50.000/mm3
Lipemia

Proteinas monoclonais

Coagulos

Hematécrito

automatizado

Crioglobulinas

Criofibrinogénio

Plaquetas gigantes

Contagem de leucécitos acima de 50.000/mm?

Hiperglicemia (> 600 mg/dL)

Coagulos
Hemodlise in vitro

Hemacias microciticas

Hematdcrito
(micro-

hematdcrito)

Hiponatremia

Excesso de EDTA
Hipernatremia

Hemodlise in vitro

VCM Autoaglutinagao Crioglobulina
Contagem de leucdcitos acima de 50.000/mm3  Plaquetas gigantes
Hiperglicemia (> 600 mg/dL) Hemdlise in vitro
Hemécias microciticas
HCM Contagem de leucdcitos acima de 50.000/mm?  Falsa Hb diminuida

Falsa Hb elevada

Falsa contagem de hemdcias elevada

Falsa contagem de

hemiécias diminuida
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TABELA 1 Potenciais interferentes em analisadores hematolégicos (continuagdo)

Parametro Causas de elevagio Causas de diminuig3o

CHCM Codgulo Contagem de leucdcitos
Hemdlise in vivo e in vitro acima de 50.000/mm3
Falsa Hb elevada Falsa Hb diminuida
Falsa contagem de hemacias elevada Falsa contagem de

hemiécias diminuida

Plaquetas Crioglobulinas Coagulos
Hemdlise in vivo e in vitro Plaquetas gigantes
Hemacias microciticas Heparina
Incluses eritrocitarias Agregado plaquetdrio
Leucécitos fragmentados Satelitismo plaquetdrio

As plaquetas tendem a se ativar e se agregar em baixas temperaturas, o que pode
causar uma falsa plaquetopenia. Os eritrocitos tendem a aumentar de volume, pro-
movendo aumento do VCM e do hematdcrito.

CASO CLiNICO

Durante a analise automatizada de um hemograma, o analista observou que a con-
tagem de plaquetas resultou em um valor de 12.000/mm’ e um alarme de pla-
quetas agregadas emitido pelo equipamento. Ao examinar a lamina do esfregago,
observou-se a presenga de plaquetas agregadas.

« Comentario 1: a presenca de plaquetas agregadas na lamina de esfregaco do
hemograma pode decorrer dos seguintes problemas pré-analiticos: tempo pro-
longado de garroteamento; demora na obtengdo do sangue venoso; homoge-
neizagdo inadequada; presenca de aglutininas antiplaquetas; pseudotromboci-
topenia pelo EDTA; e macroplaquetas em grande quantidade. Nessa situagdo,
sugeriram-se solicitar nova coleta e coletar no tubo com EDTA e no citrato;

o Comentdrio 2: nanova coleta, o resultado foi de 12.600/mm? no tubo com EDTA
e 141.000/mm’® no tubo com citrato apds corregdo com a diluigdo. A paciente
apresenta a agregacao plaquetaria com EDTA, mas néo no citrato, pois o EDTA
induz a agregacdo das plaquetas in vitro.
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INFORME PUBLICITARIO

HEMOGRAMA COM CONTAGEM DE PLAQUETAS
FLUORESCENTES: MENOS INTERFERENCIA E MAIS PRECISAO

[ )
A contagem precisa das plaquetas sempre foi um grande desafio na rotina laboratorial e é de
suma importancia que essa quantificacdo seja confidvel. Possiveis interferentes que possam
causar falsas plaquetoses ou falsas plaquetopenias devem ser identificados e as contagens
corrigidas.

Como as plaquetas podem ser quantificadas:

I Por impedancia: as células passam por uma abertura, onde 2 eletrodos emitem uma
corrente elétrica. A magnitude da interrupg¢ao da corrente elétrica gera sinais
correspondentes ao volume da célula.

plaquetas hemgcias

N\ | JAJ\

O método de focalizacdo hidrodindmica utilizado nos analisadores da Sysmex, melhora a
performance da discriminagado por impedancia elétrica, ja que com a focalizagao as particulas
passam individualmente pelo centro do capilar.

1. Contagem 6ptica: baseado na citometria de fluxo. A supensao de células € injetada
em uma fila Unica (focalizagao hidrodindmica) e cada célula atravessa um feixe de luz
gerado por um laser diodo. A dispersao de luz é medida em diferentes angulos que
determinam o volume e a complexidade das células.

1. Contagem em camara: A amostra de sangue € diluida, as hemacias sdo lisadas e as
plaquetas sdo contadas na cdmara de Neubauer ao microscépio.

IV. Método imunolégico usando marcadores de plaquetas (CD61/CD41): é o método
de referéncia para a contagem de plaquetas. Receptores especificos da superficie das
plaquetas sdo marcados com anticorpos monoclonais fluorescentes e detectados por
citometria de fluxo.
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A plaqueta fluorescente

Os analisadores Sysmex Série-XN possuem um canal dedicado a identificacdo e contagem das
plaquetas (PLT-F). Um fluorescente especifico - Oxazina - cora o reticulo endoplasmatico
rugoso e a mitocdndria da plaqueta.

PLT-F channel

ttergram

Combinando o volume da célula
com a intensidade de fluorescéncia,
é possivel separar as populagdes de
plaquetas de outras particulas ou de
i outras células, como hemdcias
microciticas ou fragmentadas. Tem
a vantagem de também separar as
plaquetas imaturas (IPF), parametro
de valor clinico j& reconhecido,
principalmente na investigacdo das
srr  plaquetopenias.

Quando a contagem por impedancia nado garantir um resultado com precisdo,
automaticamente a amostra serd processada no Canal de PLT-F, onde o tempo de contagem
se estende em 6 vezes. Isso possibilita uma contagem mais precisa, principalmente nas
plaquetopenias e/ou na existéncia de interferentes.

Interferentes nas contagens de plaquetas
Plaquetas gigantes

Agregacao e aglutinacdo plaquetdrias
Satelitismo plaquetario

Fragmentos de leucécitos

Fragmentos de hemadcias menores do que 25 fL.
Bactérias ou fungos

Hemacias microciticas
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A plaqueta fluorescente na rotina laboratorial

No exemplo abaixo vemos o resultado de uma amostra de sangue em que as contagens de
plaquetas pela impedancia (PLT-1) e pela fluorescéncia (PLT-F) mostram valores muito

distintos.
Ttem Data  Unit = |PLT Abn Distributi PLT-F
PLT &F 31 - 10*3/ul | |Thrombocytopenia * ¥ Ang:
PDW e L J
MPV —eee L %
P-LCR e | .
PCT ... |
PLT-I | 180 18%3/ul
PLT-F | 31 1085/ | PLT 3
IPF 13.6 % ' /_./7 '
IPF# 4.2 10030 n
H-IPF 4.8 %

Interferéncia na contagem
de plaquetas

Populacgéo eritrocitdria
irregular, presenca de
particulas muito pequenas.
Fragmentos?

No canal de PLT-F foi possivel a diferenciacdo entre os dois tipos celulares, o que permitiu a

constatacao da plaquetopenia.

O que isso significa?

N Melhor detecgao da presenca de interferentes;

N Contagens mais confidveis, especialmente nos casos de plaquetopenia;

N Maior precisdo e agilizacao da rotina.




CONTAGEM AUTOMATIZADA DE ERITROBLASTOS (NRBC):
SEM INTERFERENCIA E SEM NECESSIDADE DE CORRECOES

Em condi¢des normais os representantes da série eritrocitica que circulam pelo sangue sdo os
reticuldcitos e as hemdcias maduras, estando os demais tipos celulares restritos ao ambiente
da medula 6ssea (MO). No entanto, o eritroblasto pode alcancar a circulagao em situacoes
onde ha destruicdo ou lesdao da MO, na hematopoiese extramedular, ou quando hd aumento
excessivo da atividade eritropoiética, como nos episédios hemoliticos agudos ou hemorragias
graves.

Além disso, tem sido observado que a intensidade e
duracdo da presenca dos eritroblastos no sangue estao
associadas com um pior progndstico em diversas doencas

a &0
Q _ hematoldgicas ou ndo, assim como em processos
' infecciosos graves.
X

| Assim, sua presenca independente do numero, deve ser
sempre relatada para que se investigue a possivel causa da
anormalidade.

Como detectar e quantificar os eritroblastos?

1. Observagao microscépica da extensao 2. Citometria de fluxo convencional
sanguinea usando CD 71
a. Imprecisa, demorada a. Necessita um profissional
b. Requer a correcdo do nimero de especializado
leucdcitos totais b. Alto custo

c. Nao se aplica ao laboratério de rotina

3. Por automacao nos analisadores hematoldgicos
a. Em geral sao contados junto com os linfécitos e, portanto, estao
inseridos no total de leucécitos. Um alarme é gerado, que
indica a necessidade de revisao de |amina, sua contagem a
microscopia e posterior correcdo da contagem total de
leucdcitos e dos linfécitos.

VALORES ELEVADOS DE ERITROBLASTOS NO SANGUE PODEM
INTERFERIR NAS CONTAGENS DE LEUCOCITOS, GERANDO
FALSAS LEUCOCITOSES
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Eritroblastos (NRBC) nos analisadores hematolégicos
Sysmex Série-XN

Na Série-XN os NRBC s&o identificados e contados num novo canal -WRN Channel-
juntamente com os leucécitos, sem a necessidade de reagente adicional ou preparo especial
da amostra, além de dispensar a correcdo nas contagens de leucdcitos, ja que essa correcdo é

feita automaticamente.
%

—

Nesse canal os basdfilos sao separados dos
demais leucécitos, as hemdcias sdo lisadas e
um corante fluorescente cora 4cidos nucléicos
i'; e organelas celulares dos leucdcitos e das
hemdcias nucleadas. As diferencas de
fluorescéncia separam as células por
categorias, que sdo contadas separadamente.

SFL F5C = Forward Scattered Light

S Ao

ﬁ Mais um aspecto inovador é que a avaliagdo de
NRBC ¢ fornecida em todos os exames, em
nimeros percentuais e absolutos, fazendo
parte do hemograma de rotina.

O que isso significa?

N Precisdo nas contagens: muitos eventos contados na mesma amostra, sem
interferéncia nas demais contagens
N Praticidade: no hd necessidade de célculos - correcdo automatica das contagens

de leucdcitos

N9 Agilidade na rotina: liberado junto com o hemograma, sem nenhuma agao adicional

\_ _/
Sysmex do Brasil Indtistria e Comércio Ltda. /sysmexpt

Rua do Paraiso, 148 - Conj. 31 - Paraiso - Sao Paulo/SP - Brasil ({3 /sysmex-brasil

Tel. 455 (11) 3145-4300 ™ latam@sysmex.com

www.sysmex.com.br www.sysmexwebinars.com.br



21 Dimero D

O dimero D (DD) ¢ um produto especifico da degradagdo de coagulos de fibrina
que resulta da acao de trés enzimas: trombina - gerada a partir da ativacao da
cascata de coagulagdo que converte o fibrinogénio (Figura 1A) em mondmero de
fibrina (Figura 1B); fator XIII ativado - estabiliza a fibrina, polimerizando-a por
meio de ligagdes covalentes entre os seus monomeros (Figura 1C); e plasmina —
enzima da fibrinolise que degrada a fibrina polimerizada (Figura 1D). A meia-vida
plasmatica dos DD ¢é de aproximadamente 8 horas e a depurac¢do ocorre nos rins e
no sistema reticuloendotelial.

A quantifica¢ao laboratorial é amplamente utilizada, pois 0 DD compreende um
marcador da ativacdo da coagulacdo e do processo fibrinolitico. Em individuos
saudaveis, é detectado pela conversao fisiolégica de aproximadamente 2 a 3% do fi-
brinogénio em fibrina e na vigéncia de um processo trombdtico; os valores podem
atingir oito vezes o valor da normalidade, com redugéo paralela a defervescéncia
dos sintomas clinicos e introdugao 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 solugao salina, corre¢do do volume de anticoagulante, caso o hematécrito do
paciente esteja superior a 55%, e uso de agulhas de calibre adequado para evitar o
turbilhonamento do sangue. Cabe apontar, principalmente, que, em situagoes de
puncio venosa dificil, a liberagdo do fator tecidual pode desencadear a formacao
de fibrina e esta, por sua vez, sera degradada pela plasmina in vitro, causando falsa
elevagdo no resultado do DD.

Muitas condigdes clinicas se caracterizam pelo aumento das concentragoes de
DD (Quadro 1); entretanto, o ensaio para a sua quantificacdo é potencialmente util
no diagndstico e no tratamento de condigdes relacionadas com a trombose, in-
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A. Fibrinogénio B. Mondémero de fibrina

A A

' | | | | ' Trombina
D E D

D E D
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@ ¢
/
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D. Dimero D e produtos de degracéo da fibrina pela plasmina

FIGURA 1 Mecanismo de formacdo dos dimeros.
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cluindo coagulag¢ao intravascular disseminada (CIVD), tromboembolismo venoso
(TEV), cardiopatia isquémica, acidente vascular encefalico e terapia trombolitica.
As concentragdes aumentadas observadas em condigdes clinicas ndo trombdticas
fazem do DD um teste inespecifico. Nao obstante a essa limitagao, varias aplicagdes
do teste do DD tém sido propostas ao longo dos anos, incluindo: (a) identificagdo
de individuos com risco aumentado de primeiro evento trombotico (arterial e ve-
noso); (b) identificagdo de individuos com risco aumentado de TEV recorrente;
(c) estabelecimento da duragdo 6tima da profilaxia secundaria apds um primeiro
episddio de TEV; (d) monitoramento da gravidez com risco trombético.

QUADRO 1 Condigdes clinicas que cursam com elevagio dos dimeros D

Idade avangada

Acidente vascular isquémico

Periodo neonatal

Doenca arterial periférica

Gestagao

Aneurismas

Hospitalizacao

Insuficiéncia cardiaca congestiva

Hemodlise

Infecgao

Hemorragia

Neoplasia

Sindrome da angustia respiratéria aguda

Cirurgia

Insuficiéncia renal ou hepética

Trauma

Queimaduras

Doenca inflamatéria intestinal

Coagulagdo intravascular disseminada

Terapia trombolitica

Tromboembolismo venoso

Miocardiopatia isquémica
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Encontram-se disponiveis no mercado mais de 30 ensaios para a determinagao
dos DD, que pode ser realizada por de trés categorias de testes:

+ ELISA: quantitativo e altamente sensivel. Sua alta sensibilidade e seu alto valor pre-
ditivo negativo possibilitam a utilizacdo do método na exclusdo do diagndstico de
TEV, sendo considerado padrao de referéncia. Entretanto, como desvantagens, des-
tacam-se o longo tempo para sua execugao e o fato de ser trabalhoso, pois requer
algumas etapas manuais, além da necessidade de executar varias amostras simul-
taneamente; dessa maneira, torna-se inadequado para aplicagdo em situacdes de
emergéncia. Atualmente, a combinagio da técnica de ELISA com detecco final por
luminescéncia (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 unica amostra se necessario. No ultimo caso, a inica
desvantagem em destaque refere-se & necessidade de um analisador exclusivo;

» Imunoensaios: baseados em latex realizados manualmente com inspec¢ao visual
semiquantitativa. S0 menos sensiveis que o ELISA, porém mais rapidos e sem
necessidade de etapas complexas, o que possibilita sua aplicagdo em situagoes
de emergéncia;

+ Ensaios automatizados baseados em latex com leituras imunoturbidimétricas:
sao utilizados anticorpos monoclonais (MoAbs) criados contra epitopos especi-
ficos no DD que reagem com a fibrina reticulada, mas ndo com produtos de de-
gradacdo do fibrinogénio ou produtos de degradagdo da fibrina nao reticulada,
garantindo, assim, alta especificidade do DD como biomarcador de formagao e
estabilizagdo da fibrina. Apresentam elevada correlagdo com o método de ELISA
e seus resultados sao disponibilizados em 5 a 10 minutos.

Métodos de imunoensaio sao extremamente comuns em muitas areas do labo-
ratdrio clinico; entretanto, sdo iniimeras as possibilidades de interferéncia durante
a sua realizagdo. As mais comuns estdo relacionadas a hemodlise, a lipemia, a icteri-
cia e ao fator reumatoide elevado; muito embora outra interferéncia relativamente
frequente seja a presenga de anticorpos heteréfilos na amostra.

O fator reumatoide ¢ uma estrutura pentamérica da classe IgM capaz de se ligar
a fracao IgG dos anticorpos monoclonais utilizados no processo de quantificagdo
dos DD por imunoturbidimetria. Essa interagao entre o fator reumatoide e os an-
ticorpos monoclonais causa aglutinagdo excessiva, reduz a turbidez da amostra e
promove resultados falso-positivos.

Anticorpos humanos circulantes capazes de reagir com proteinas animais (an-
ticorpos antianimais) muitas vezes nao sao reconhecidos, mas se revelam como
fonte inesperada de interferéncia nos imunoensaios. Esses anticorpos antianimais
surgem como resultado da exposi¢ao a um antigeno definido (p. ex., agente tera-
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péutico a base de anticorpos monoclonais), mas também em outras situagdes em
que nao se caracteriza essa exposi¢ao, como ocorre com os anticorpos antimurinos
detectados em humanos (HAMA). Apresentam especificidade variada e a sua in-
terferéncia nos imunoensaios pode promover resultados falso-positivos ou falso-
-negativos e decisdes clinicas erroneas.

Outro aspecto critico na determinacédo laboratorial dos DD ¢é a diversidade de
técnicas, cada qual com seus valores de referéncia, unidades de medida e carac-
teristicas operacionais. Como consequéncia, a comparagao direta dos resultados
obtidos por diferentes metodologias torna-se inadequada.

A limita¢ao do DD em confirmar o diagnostico do TEV pode ser acentuada em
diversos grupos de pacientes e contextos clinicos, como pos-operatdrios, gestantes
e puérperas, eventos tromboticos pregressos, idosos etc. Nessas situagdes, embora
a sensibilidade do teste permaneca elevada, a possibilidade de resultados falso-

-positivos aumenta, uma vez que nao foram estabelecidos os valores de referéncia
de normalidade nesses grupos.

Em idosos, a literatura descreve uma significativa reducao da especificidade
do teste e reducao da aplica¢io clinica do DD com o avanco da idade, permane-
cendo reservado as situagdes em que o acesso aos exames de imagem seja restrito,
por sua indisponibilidade ou pela insuficiéncia renal que impega o emprego de
contrastes.

Em pacientes com céncer e com eventos tromboticos prévios, os estudos sobre a
utilidade clinica do DD na exclusido do TEV ainda sdo limitados.

Hé um incremento significativo dos niveis de DD com a progressao da idade
gestacional; entretanto, descreve-se que cerca de 40% das gestantes apresentam
DD normal até a 30 semana e 25% até a 42 semana. Considerando-se a por-
centagem substancial de pacientes gestantes que se apresentaram com resultados
negativos, é possivel utilizar o teste como ferramenta diagnostica, no intuito de se
evitar exames radiologicos.

Trinta anos se passaram desde a implantagao do DD como teste auxiliar no diag-
nostico do TEV e, ao longo desse periodo, o ensaio demonstrou ter elevada capacida-
de na exclusdo dos eventos trombéticos quando utilizado em pacientes que chegam
ao servi¢o de emergéncia. Sua principal limitagao é a baixa especificidade em grupos
especiais de pacientes, como idosos, gestantes e portadores de neoplasias.

CASO CLiNICO

Mulher, de 24 anos de idade, comparece ao pronto atendimento com histdria de
dor toracica e dispneia hd 1 semana, apds trauma de térax. Em seu histdrico, rela-
tava uso prévio de contraceptivo oral suspenso ha 6 meses, negava viagem prolon-
gada ou intervencdo cirtrgica recentes e, também, antecedente tabagismo. Como
histérico familiar relevante, referia uma prima com morte subita aos 36 anos por
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embolia pulmonar maciga. Ao exame fisico, temperatura de 37°C, frequéncia res-
piratdria de 20 ipm, frequéncia cardiaca de 90 bpm e pressio arterial de 110 x 70
mmHg. A ausculta pulmonar evidenciava roncos bilaterais basais e o exame do ab-
dome estava inalterado. A radiografia de toérax foi normal e 0o DD (método imuno-
turbidimétrico), de 2.900 ng/mL FEU (unidades equivalentes de fibrinogénio) (até
500 ng/mL FEU). Foram solicitadas cintilografia de ventila¢ao-perfusdo pulmonar
e ultrassonografia de membros inferiores, que se mostraram igualmente normais.
Iniciada analgesia e solicitada nova determina¢do de DD por metodologia imu-
noenzimatica, que revelou resultado de 90 ng/mL (até 500 ng/mL).

A incoeréncia de resultados observados entre as metodologias motivou a de-
terminagdo do fator reumatoide, a qual foi negativa, e a pesquisa de anticorpos,
heteréfilos que revelou a positividade de um subtipo anti-HAMA IgM. Tal abor-
dagem permitiu a exclusao de processo tromboembdlico e a paciente recebeu alta
hospitalar assintomatica.

Apesar do valor incialmente elevado dos DD, o histdrico clinico, o exame fisico
e os exames de imagem (cintilografia e ultrassonografia) possibilitaram a exclusdo
do evento trombdtico e suscitaram a suspeita de possivel interferente laboratorial
na determinagdo dos DD. A quantificagdo por metodologia imunoenzimatica re-
sultou normal e a investigagdo dos possiveis fatores envolvidos em uma quantifi-
cac¢io superestimada pela imunoturbidimetria revelou que a paciente apresentava
anticorpos heteréfilos anti-HAMA.
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22 Cuidados pré-analiticos em citometria de fluxo
para doencas hematolégicas

INTRODUCAO

A citometria de fluxo é comumente utilizada para o diagndstico e o seguimento
de neoplasias hematologicas, no entanto, também tem aplicagdes em outras dreas,
como hemostasia, hemoterapia, imunologia, patologia e reprodu¢ao humana. Nes-
te capitulo, discorrer-se-a sobre os cuidados pré-analiticos com os materiais uti-
lizados para a avaliagdo de doengas hematoldgicas. O pré-analitico em imunofe-
notipagem também envolve a montagem dos painéis, o modo de processamento
das amostras, os cuidados com calibragdo e a padronizagao do citometro de fluxo;
porém, sdo temas extensos que demandariam um capitulo especifico, o que nao
compreende o objetivo desta revisao.

Para as diferentes doencas pesquisadas, podem ser analisados diversos materiais,
como sangue periférico, aspirado de medula dssea, fragmento de tecidos, liquido
cefalorraquidiano e demais liquidos bioldgicos. Cada material tem diferentes espe-
cificidades para transporte, armazenamento e processamento.

Ao contrario do sangue periférico, a coleta de materiais nobres envolve proce-
dimentos caros, invasivos e, por vezes, desconfortaveis. Esses materiais devem ser
considerados amostras preciosas para o diagndstico e ter tratamento diferenciado,
com visdo mais liberal quanto aos critérios de aceitagdo quando comparados aos
critérios normalmente adotados por laboratdrios clinicos.! Independentemente
das condi¢oes em que esse tipo de amostra é recebida, deve-se fazer o necessa-
rio para extrair informagdes tuteis de qualquer amostra submetida a analise.! No
entanto, todos os materiais recebidos em condi¢cdes ndo ideais devem ser identifi-
cados e o laudo precisa informar as condi¢des em que a amostra foi recebida e as
possiveis interferéncias.'”?
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IDENTIFICAGCAO

As amostras devem ser identificadas antes ou imediatamente ap6s a coleta. A iden-
tificacdo deve conter pelo menos duas informagdes que permitam individualizar
o paciente, a data e a hora da coleta.*® Quando mais de uma amostra do mesmo
paciente for enviada ao laboratorio, deve-se descrever o local de coleta de cada
amostra na identificagdo.’ E imprescindivel enviar o material ao laboratério com
um pedido médico que informe a indicagdo do exame e se o paciente foi subme-
tido recentemente a quimio ou imunoterapia.’ Sem essas informacdes, pode haver
comprometimento quanto a defini¢do do painel e, consequentemente, a qualidade
da informagao gerada pelo exame.

ANTICOAGULANTES

Todos os materiais biologicos — as células vivas em particular - comegam a dete-
riorar no momento em que sdo retirados do corpo.® A escolha do anticoagulante
influenciard do desempenho do teste e na estabilidade da amostra.® Essa escolha
depende do tipo de amostra, da indicagdo do exame, do transporte e do armazena-
mento a que serd submetida.’

Para sangue periférico, o etilenodiamino tetra-acetato (EDTA), a heparina sodi-
ca ou o acido citrato dextrose (ACD) podem ser utilizados.” Se a mesma amostra
de sangue periférico também for empregada para realizacao de hemograma e con-
tagem diferencial, o EDTA deve ser o anticoagulante de escolha.*’

Para o aspirado de medula 6ssea, a heparina representa o anticoagulante de
escolha para a maior parte das indicagdes clinicas e deve ser obrigatoriamente
utilizada se a mesma amostra for encaminhada para citogenética.** Se a coleta for
realizada em EDTA, o aspirado pode ser utilizado para citometria de fluxo, mas
ndo para citogenética.*> O ACD ndo ¢ apropriado para aspirado de medula 6ssea,
ja que, se a propor¢do entre o volume de amostra e de anticoagulante nao estiver
correta, pode haver altera¢ao de pH e reducédo da viabilidade celular.®

A escolha do anticoagulante pode interferir na estabilidade da amostra. Os gra-
nuldcitos comegam a apresentar apoptose apds 6 horas quando armazenados em
EDTA ou em ACD; entretanto, ha maior estabilidade e menos células apoptdticas
quando armazenados em heparina.”

SOLUGCOES PARA PRESERVACAO

O uso de solugdes estabilizantes para preservagao celular deve ser validado pelo
laboratdrio antes da implementac¢éo em sua rotina. Essas solucdes fixam as células
e podem provocar alteragdes de tamanho e complexidade celular, modificar a ex-
pressdo de antigenos e mascarar epitopos.>® As solugdes estabilizantes devem ser
utilizadas se a estabilidade da amostra nao for longa suficiente para o seu transpor-
te do local de coleta para o laboratério.
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CONDICOES DE ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE

Em geral, as amostras devem ser enviadas ao laboratério imediatamente apds a
coleta.* Todas devem ser processadas o mais rapidamente possivel, sobretudo
aquelas que contém células neoplasicas com alto indice proliferativo, aspirado de
medula dssea de pacientes com mieloma ou de pacientes submetidos a quimio ou
radioterapia.’

A integridade de amostras de sangue periférico e aspirado de medula 6ssea é
mantida quando armazenados a temperatura ambiente (18 a 25°C).>” Liquido
cefalorraquidiano, linfonodos e fragmentos de tecidos devem ser armazenados
refrigerados entre 2 e 8°C.* Se a amostra ndo for liquida, deve ser mantida em li-
quido isoténico (meio de cultura ou soro fisioldgico) para evitar desidratagdo."? E
importante que a temperatura seja controlada, monitorada e registrada durante o
transporte e na chegada ao laboratério.

Temperaturas diferentes desse intervalo podem interferir na expressao de anti-
genos. Manter a amostra armazenada a 37°C acelera a apoptose de neutrdfilos com
consequente reducao da expressao de CD16.” Neutréfilos de amostras preparadas
a 4°C expressam menos CD35 e CD11b do que aqueles preparados a temperatura
ambiente.” Portanto, deve-se ter cuidado ao analisar amostras refrigeradas duran-
te 0 armazenamento e processadas a temperatura ambiente, ja que essa mudancga
pode provocar ativagdo de neutrdfilos e modificar a expressao de antigenos.’

O tempo-limite para armazenamento depende do tipo de amostra,' das condi-
¢oes de armazenamento’ e da indicagdo do exame. Sangue periférico e aspirado de
medula dssea coletados em heparina apresentam estabilidade de 48 a 72 horas para
a maior parte das indicagdes clinicas,">* EDTA por 48 horas® e ACD por 72 horas.

Os meios de transporte atuais e a logistica de envio via aérea possibilitam que
as amostras cheguem a qualquer laboratério de referéncia em até 48 horas apds
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 6ssea, biopsia de lesdo ou material coletado antes do inicio de quimio-
terapia, ndo devem ser rejeitadas mesmo se recebidas apos esse prazo, mas essa
condigdo deve ser reportada no laudo.'??

LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO, LIiQUIDOS

CAVITARIOS, MATERIAL DE ASPIRADO POR

AGULHA FINA E FRAGMENTOS DE TECIDO

Em geral, amostras de liquido cefalorraquidiano sao hipocelulares e tém baixa es-
tabilidade para andlise por citometria de fluxo. A viabilidade declina rapidamente,
e a morte celular comega a ocorrer em menos de 1 hora apds a coleta. Essas amos-
tras devem ser transportadas a temperatura ambiente e processadas o mais rapida-

277



mente possivel.® Em razdo da baixa estabilidade, recomenda-se que seja coletado
em volume igual ou maior de meio de cultura celular ou em volume adequado de
solugdes comerciais para preserva¢io celular.*>® O uso do meio de cultura RPMI
possibilita que o liquido 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.* O médico-assistente deve ser
orientado ao fato de que essas solugdes sao adequadas apenas na imunofenotipa-
gem. Caso haja solicitagdo de outros exames no liquido cefalorraquidiano, devem
ser coletados em recipientes diferentes.

Liquidos cavitarios devem ser coletados em tubo seco ou com anticoagulante
EDTA, heparina ou ACD.? Caso o liquido esteja contaminado por sangue periférico,
deve-se dar preferéncia a coleta em tubo com anticoagulante.” Material de aspirado
por agulha fina deve ser transportado em solugdes comerciais para preservagao.

Liquidos bioldgicos sdo materiais nobres e, em geral, com baixa celularidade.
Idealmente, devem ser coletados no minimo 5 mL;* porém, muitas vezes, isso ndo é
possivel e o laboratorio precisa fazer todo o esfor¢o para extrair informacgoes uteis
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 laboratério de citometria de
fluxo.** Se possivel, o tecido (incluindo medula 6ssea) deve ser picotado antes do
transporte, para aumentar a exposi¢do das células ao meio de cultura.®

ESTUDO DE PLAQUETAS

A citometria de fluxo pode auxiliar no diagndstico de diversas doengas plaqueta-
rias. No entanto, a avaliagdo da ativagdo plaquetaria in vivo deve ser realizada de
maneira cuidadosa, pela facilidade de ocorrer ativa¢do plaquetaria in vitro.’

Para estudos de ativagao plaquetaria, procedimentos estandardizados devem ser
estabelecidos para a coleta sanguinea, a fim de evitar ativagdo in vitro durante a
coleta e o processamento da amostra.’

A maior parte dos investigadores sugere utilizar citrato como anticoagulante
para o estudo de plaquetas.® Para a avaliagdo da ativagdo plaquetaria, as amostras
devem ser processadas em 15 a 30 minutos ap6s a coleta.” Para andlise imunofeno-
tipica de antigenos de superficie, Mody et al. demonstraram néo haver alteracdo na
intensidade de expressdo de CD41a e CD42b em até 48 horas de armazenamento.’
Um estudo ainda ndo publicado realizado em nosso laboratdrio confirmou a esta-
bilidade de CD41 em 48 horas de armazenamento, demonstrou que o CD42a e o
CD61 apresentam a mesma estabilidade e que ha perda nao significativa de inten-
sidade de expressao de CD42b nesse mesmo periodo de armazenamento.
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Nao ha vantagem em fixar amostras com paraformaldeido para analise de pla-
quetas. A fixagdo impede a ativagdo plaquetaria e, consequentemente, ndo permite
posterior analise funcional das plaquetas.® Além disso, a amostra fixada deve ser
diluida ou lavada em até 30 minutos para minimizar os efeitos adversos do formal-
deido na expressdo antigénica das plaquetas.’

RECEBIMENTO DO MATERIAL
No ato do recebimento do material, é importante avaliar as condigdes da amostra.
Coagulos e hemodlise podem comprometer a qualidade do exame. Materiais nobres
(aspirados de medula 6ssea, liquidos cavitarios e fragmentos de tecido) ndo de-
vem ser rejeitados. Esses materiais precisam ser processados, analisados cuidado-
samente e suas condicdes subotimas e possiveis interferéncias relatadas no laudo
para melhor interpretagao clinica.

Cada laboratério deve manter protocolos especificos que descrevam procedi-
mentos de armazenamento e manipulagido das amostras para citometria de fluxo.!

CASOS CLIiNICOS

Caso clinico 1

Paciente do sexo masculino, 33 anos de idade. Procurou atendimento médico
com quadro de febre hd 2 dias, adinamia e pequenos sangramentos. Exame fisi-
co demonstra palidez cutaneomucosa, equimose, taquicardia e extremidades mal
perfundidas. Exames laboratoriais iniciais evidenciam pancitopenia, lactato desi-
drogenase acima de trés vezes o limite superior da normalidade e fungdes renal e
hepatica normais. Com a hipétese diagnostica de leucemia aguda, o hematologista
assistente realiza punc¢do de medula 6ssea, coleta 3 mL de aspirado de medula
6ssea em tubo com EDTA e o envia ao laboratério para estudo imunofenotipico.

O laboratdrio recebe a amostra 2 horas ap6s a coleta e confirma que o transpor-
te ocorreu a temperatura ambiente. Apds verificar o pedido médico com hipdtese
diagndstica informada, realizou-se marcagao de painel de triagem para definir li-
nhagem de possivel leucemia aguda. Foram obtidos os graficos demonstrados na
Figura 1.

Os graficos da analise demonstram que ha marcagao inespecifica para todos os
antigenos pesquisados. A partir desse achado e da correlagdo com a morfologia
demonstrada em mielograma, concluiu-se que as células estavam em processo de
apoptose, o que, em correlagdio com achados clinicos, resultou no diagndstico
de necrose medular.

A necrose medular representa um achado raro e de mau prognéstico, geralmen-
te secundaria a neoplasias hematologicas da linhagem linfoide ou a infiltracao de
medula 6ssea por neoplasia nao hematoldgica.'® Nesse caso, apesar de os cuidados
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FIGURA 1 Gréfico de anélise da amostra. Verifica-se marcagdo inespecifica para
antigenos da linhagem mieloide (MPQ), linfoide B (cCD79a) e linfoide T (CD7).

Fonte: arquivo do autor.

pré-analiticos terem sido seguidos adequadamente, a condigéo clinica do paciente
impossibilitou que a amostra chegasse ao laboratdério em condi¢des para analise
imunofenotipica.
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Caso clinico 2

Paciente de 66 anos com diagnostico recente de leucemia mieloide aguda apresen-
tou sangramento em sistema nervoso central (SNC). Apos estabilizagdo clinica, foi
realizada puncdo lombar para avaliagdo de infiltragdo neoplasica em SNC. Con-
forme recomendado, foram coletados 2 mL de liquido cefalorraquidiano em tubo
com Transfix®, e a amostra foi refrigerada e transportada imediatamente ao labo-
ratério. A analise demonstrou liquido cefalorraquidiano hipercelular, com 70% de
blastos mieloides (Figura 2A).

A equipe médica assistente optou por realizar tratamento quimioterapico intra-
tecal e repetir o exame apos 3 semanas. A nova amostra chegou ao laboratério 6
horas apos a coleta, foi armazenada em tubo de transporte sem fixador e transpor-
tada a temperatura ambiente. Apesar das condi¢cdes nédo ideais, optou-se por rece-
ber e processar a amostra por tratar-se de material nobre. A analise demonstrou
liquido cefalorraquidiano extremamente hipocelular, composto exclusivamente
por linfécitos maduros (Figura 2B).
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FIGURA 2 Gréficos de andlise das amostras de liquido cefalorraquidiano. A. Primeira
amostra com populagdo de blastos (roxo), granulécitos (laranja) e linfécitos (azul). B.
Segunda amostra com pequena populacdo de linfécitos.

Fonte: arquivo do autor.

As diferentes condi¢oes de armazenamento e transporte podem ter interferi-
do no resultado das andlises. A primeira amostra foi coletada e transportada de
maneira ideal para manter viabilidade celular e evitar resultado falso-negativo.
A segunda amostra nao foi armazenada com fixador, tendo sido recebida pelo la-
boratdrio apenas 6 horas apos a coleta. Desse modo, nao se pode saber se a ausén-
cia de células neoplésicas nessa amostra decorreu do tratamento realizado ou de
interferéncias pelas condigdes pré-analiticas ndo ideais. As condigdes de recebi-
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mento da amostra e a possivel interferéncia no resultado foram relatadas no laudo
para possibilitar uma melhor interpreta¢ao clinica.

Caso clinico 3

Paciente de 70 anos, em acompanhamento hematoldgico com suspeita de mielo-
ma multiplo. Realiza pun¢do de medula éssea: 2 mL do aspirado foram enviados
ao laboratério de citometria para pesquisa de plasmdcitos clonais. A amostra foi
transportada a temperatura ambiente, recebida pelo laboratério 5 horas apds a co-
leta e processada imediatamente. A anélise demonstrou 2,08% de plasmdcitos com
expressao monoclonal de cadeia leve kappa. Para a identificagdo dos plasmdcitos,
foi selecionada populagdo celular com expressao de CD38 e CD138 (Figura 3A).

Apés a confirmagao diagndstica de mieloma multiplo, o paciente foi submetido
a poliquimioterapia com boa resposta clinica. Seis meses apos o ultimo ciclo de
quimioterapia, em um sabado a tarde, o paciente procurou novamente atendimen-
to médico com quadro de febre e indisposi¢do. O hemograma demonstrou pan-
citopenia e a equipe médica optou por realizar pun¢do de medula dssea naquele
mesmo dia. Amostra de aspirado de medula 6ssea foi coletada em tubo com anti-
coagulante EDTA, mantida a temperatura ambiente e encaminhada ao laboratério
na segunda-feira, mais de 24 horas apds a coleta. Apds o recebimento, foi ime-
diatamente processada. A analise demonstrou 17% de plasmocitos com expressdo
monoclonal de cadeia leve kappa. Durante a analise, notou-se que a populagdo de
plasmocitos mantinha expressao forte de CD38; porém, houve perda da expressao
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 associacio de
quimioterapia com anticorpo anti-CD38. Houve melhora clinica e resolugao da
pancitopenia. Apds nove ciclos do tratamento, foi realizada nova pungdo de me-
dula 6ssea para pesquisa de doenga residual. Foram coletados em EDTA 2 mL
de aspirado de medula dssea, transportados no mesmo momento, a temperatu-
ra ambiente, ao laboratério de citometria. No pedido médico encaminhado com
a amostra, havia descri¢do do protocolo de tratamento realizado. A amostra foi
processada logo apos o recebimento. A andlise demonstrou 0,9% de plasmdcitos
com expressao monoclonal de cadeia leve kappa. Durante a analise, notou-se que
os plasmocitos mantinham a expressao de CD138; porém, nao havia expressao de
CD38 em nenhuma célula analisada (Figura 3C).

A citometria de fluxo pode ser utilizada como auxiliar no diagnéstico de mielo-
ma multiplo e para pesquisa de doenga residual em sangue periférico e aspirado de
medula 6ssea.” In vitro, os plasmdcitos sao frageis e podem se deteriorar em pouco
tempo apds a coleta.!! As amostra podem ser coletadas em EDTA ou heparina —
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a coleta em EDTA ¢é preferivel, ja que a heparina pode causar redu¢do na inten-
sidade de expressao de CD138.>* Como visto no exemplo apresentado, o tempo
de armazenamento pode reduzir a viabilidade da amostra e provocar a perda de
expressao de CD138 pelos plasmocitos (Figura 3B)."

O uso de anticorpos monoclonais para o tratamento de mieloma multiplo é
uma nova op¢ao terapéutica. Esses anticorpos podem impedir a detec¢io por imu-
nofenotipagem dos antigenos a eles ligados: o daratumumab e o isatuximab impe-
dem a avaliagao de CD38 (Figura 3C); o indatuximab ravtensine pode interferir na
deteccao de CD138.> O emprego desses anticorpos fez com que se iniciasse uma
busca de novos marcadores para detec¢ao de plasmdcitos, como CD54, CD229,
CD269 e CD319.>"2
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FIGURA 3 Andlise dos plasmdcitos. A. Plasmdcitos apresentam expressao forte de
CD38 e CD138. B. Plasmdcitos com expressdo de CD38, sem expressdo de CD138. C.
Plasmécitos com expressdo de CD138; nota-se que ndo ha expressdo de CD38 nas
células analisadas.

Fonte: arquivo do autor.

REFERENCIAS

1. SteLzer GT, MARTI G, HURLEY A, McCoy Jr P, LoveTT EJ, ScHwARTZ A. U.S.-Canadian Con-
sensus recommendations on the immunophenotypic analysis of hematologic neoplasia by flow cy-
tometry: standardization and validation of laboratory procedures. Cytometry. 1997;30(5):214-30.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/>. Acesso em: maio de 2018.

2. Son KT, Tario JD Jr, WaLLACE PK. Diagnosis of plasma cell dyscrasias and monitoring of
minimal residual disease by multiparametric flow cytometry. Clin Lab Med. 2017;37(4):821-53.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.c11.2017.08.001>. Acesso em: maio de 2018.

3. STETLER-STEVENSON M, Paiva B, STooLMAN L, LIN P, JORGENSEN JL, ORFAO A ET AL. Con-
sensus guidelines for myeloma minimal residual disease sample staining and data acquisition. Cy-
tometry B Clin Cytom. 2016;90(1):26-30. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1002/cyto.b.21249>.

Acesso em: maio de 2018.

283



4. Correia RP, Borrorucct ACA, Lores ACW, SANDES AF, AZAMBUJA AP DE, VIANA MA ET AL.
Recommendations for quality assurance in multiparametric flow cytometry: first consensus of the
Brazilian Group of Flow Cytometry (GBCFLUX). Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Labora-
torial. 2015;51(6):389-96.

5. Davis BH, Dasgurta A, Kussick S, HAN JY, EsTRELLADO A; ICSH/ICCS WORKING GROUP.
Validation of cell-based fluorescence assays: practice guidelines from the ICSH and ICCS - part
II - preanalytical issues. Cytometry B Clin Cytom. 2013;84(5):286-90. Disponivel em: <http://dx.doi.
org/10.1002/cyto.b.21105>. Acesso em: maio de 2018.

6. DER STRATE BV, LONGDIN R, GEERLINGS M, BACHMAYER N, CAVALLIN M, LITWIN V ET AL.
Best practices in performing flow cytometry in a regulated environment: feedback from experience
within the European Bioanalysis Forum. Bioanalysis. 2017;9(16):1253-64. Disponivel em: <http://
dx.doi.org/10.4155/bio-2017-0093>. Acesso em: maio de 2018.

7. ELGHETANY MT, Davis BH. Impact of preanalytical variables on granulocytic surface anti-
gen expression: a review. Cytometry B Clin Cytom. 2005;65(1):1-5. Disponivel em: <http://dx.doi.
0rg/10.1002/cyto.b.20051>. Acesso em: maio de 2018.

8. KRraAAN ], GRATAMA JW, Ha10UN C, OREAO A, PLONQUET A, PORWIT A ET AL. Flow cytometric
immunophenotyping of cerebrospinal fluid. Curr Protoc Cytom. 2008;6(Unit 6.25). Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1002/0471142956.cy0625s45>. Acesso em: maio de 2018.

9. Moby M, Lazarus AH, SEMPLE JW, FREEDMAN J. Preanalytical requirements for flow cytomet-
ric evaluation of platelet activation: choice of anticoagulant. Transfus Med. 1999;9(2):147-54. Dis-
ponivel em: <http://dx.doi.org/>. Acesso em: maio de 2018.

10. WooL GD, DEUCHER A. Bone marrow necrosis: ten-year retrospective review of bone marrow
biopsy specimens. Am J Clin Pathol. 2015;143(2):201-13; quiz 306. Disponivel em: <http://dx.doi.
org/10.1309/ajcpOtnlmcmolmpk>. Acesso em: maio de 2018.

11. OLDAKER TA, WALLACE PK, BARNETT D. Flow cytometry quality requirements for monitoring
of minimal disease in plasma cell myeloma. Cytometry B Clin Cytom. 2016;90(1):40-6. Disponivel
em: <http://dx.doi.org/10.1002/cyto.b.21276>. Acesso em: maio de 2018.

12. PojErO E FLORES-MONTERO J, SANOJA L, PEREZ J], PuiG N, Parva B T AL. Utility of CD54,
CD229, and CD319 for the identification of plasma cells in patients with clonal plasma cell dis-
eases. Cytometry B Clin Cytom. 2016;90(1):91-100. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1002/
cyto.b.21269>. Acesso em: maio de 2018.

284



23 Liquido cefalorraquidiano

O liquido cefalorraquidiano (LCR) é um fluido com alto potencial diagndstico
pela existéncia de biomarcadores para doengas neuroldgicas, principalmente por
sua proximidade das estruturas cerebrais e da medula espinal. E coletado por meio
de procedimento médico, principalmente por pun¢io lombar, mas também, em
menor escala, por pungio subocciptal e por aspiragao ventricular. Esse procedi-
mento deve seguir critérios especificos para evitar falta de volume e amostras ina-
dequadas, além de minimizar possiveis interferentes de analise

Os principais erros laboratoriais relacionados a analise do LCR ocorrem na fase
pré-analitica do processo laboratorial. Todo processo de andlise do LCR deve ser
estudado e compreendido por todos colaboradores para que tais fatores sejam mi-
nimizados e o potencial de diagnostico do LCR, preservado.

Os laboratérios responsaveis pela analise do LCR devem ter um alto rigor no
processo laboratorial e buscar a exceléncia em qualidade.

A identificagdo errada de pacientes, o transporte inadequado da amostra ou o
uso de tubo incorreto para a coleta compreendem fatores passiveis de ocorrer em
qualquer tipo de laboratério. Tais situacdes devem ser tratadas como ndo confor-
midades e consideradas para o aprendizado de todos os integrantes da equipe de
colaboradores. A nio identificagdo desses fatores ou a ndo corre¢do sistematica
desses erros implicam o ndo seguimento das boas praticas laboratoriais.

Deve-se estimular o uso de ferramentas para diminuir erros pré-analiticos,
como a FMEA (failure mode and effects analysis — “Anélise de modo e efeito de
falha”), que visa compreender e analisar riscos, suas causas, suas possiveis fontes e
suas consequéncias. Com a FMEA, pode-se determinar os riscos mais frequentes
no laboratorio e evitar a falha antes do evento.
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Ha fatores in vitro que influenciam a composigdo da amostra e, consequente-
mente, sua analise, podendo ser divididos em: (1) fatores relacionados a coleta da
amostra; (2) fatores relacionados ao processamento inicial; e (3) fatores relaciona-
dos as condi¢oes de armazenamento. A padronizagao desses fatores é de extrema
importancia para se obter uma qualidade analitica consistente em que os resulta-
dos sejam precisos e reprodutiveis.

FATORES RELACIONADOS A COLETA DE AMOSTRAS

A puncdo para a coleta de LCR lombar deve ser realizada por médico especializado.
Sao varios os objetivos dessa especializagao: (1) realizar a correta interpretagdo do
pedido feito pelo médico solicitante; (2) realizar a discussdo do caso do paciente
com a finalidade de orientar possiveis novos diagndsticos ou exames nao conheci-
dos ou ndo solicitados; (3) realizar a técnica de pung¢ao perfeita a fim de minimizar
a coleta traumadtica e, consequentemente, o aumento de eritrdcitos na amostra (eri-
trocitos na amostra prejudicam a analise e, muitas vezes, diminuem a sensibilidade
diagnoéstica); e (4) dominar o conhecimento sobre as contraindicagdes da coleta.

Contraindicagoes para realizacao de punc¢ao lombar

A pungao lombar (PL) é um procedimento de baixo risco. Contudo, devem ser
observadas suas potenciais contraindica¢des visando prevenir eventuais complica-
¢Oes. As contraindicacdes devem ser interpretadas dentro do contexto de cada caso.
Para tanto, é imprescindivel uma analise das condic¢oes clinicas do paciente antes
de realizar o procedimento. As situacdes clinicas que merecem especial atengdo
nesse sentido sdo descritas a seguir.

Hipertensao intracraniana

A herniagdo cerebral constitui o maior risco relacionado a PL, podendo ocorrer
em pacientes com hipertensao intracraniana (HIC). Dessa maneira, recomenda-se
a realizagdo de neuroimagem, como a tomografia computadorizada, em pacientes
com potencial risco de HIC. Os sinais que podem indicar HIC sdo redugdo do
nivel de consciéncia e sinais neurolégicos focais, como hemiparesia, afasia, hemia-
nopsia, papiledema, crise convulsiva, além de antecedentes de imunodepressao ou
neoplasia. O risco de herniacdo é mais acentuado entre os pacientes com lesoes
cerebrais expansivas focais, sendo necessario avaliar mais cuidadosamente esses
casos antes da PL. Pacientes com suspeita de meningite, sem lesdes expansivas
focais a neuroimagem, devem ser submetidos a PL mesmo quando da suspeita de
HIC. Pacientes com HIC que tenham indica¢ao absoluta ao exame do LCR podem
ser submetidos a medidas para reduzir a pressao intracraniana imediatamente an-
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tes da PL, incluindo o uso de manitol intravenoso (1 a 1,5 g/kg) e hiperventilagao,
reduzindo-se a PCO, entre 26 e 30 mmHg.

Risco de sangramento

A PL pode estar associada a risco de sangramento, que varia de um “acidente de
pungdo”, com aumento da quantidade de hemacias na andlise do LCR, até um
hematoma espinal, com sintomas como dor, fraqueza em membros inferiores e
alteracoes esfincterianas, decorrentes de compressdo da medula e/ou das raizes
nervosas. Habitualmente, as complicagdes hemorragicas sérias ocorrem em pa-
cientes com algum disturbio preexistente de coagulagio, incluindo as condi¢oes
hematologicas e o uso de medicagdes anticoagulantes.

Condi¢oes hematologicas cursando com trombocitopenia aumentam o risco
de sangramento a PL, especialmente quando a taxa de plaquetas estd abaixo de
50.000/mL. Disturbios de coagulagao, particularmente quando a INR (razdo nor-
malizada internacional) estiver acima de 1,5, também aumentam tal risco. Tais
condig¢des devem preferencialmente ser corrigidas antes que se proceda a PL.

Outra preocupagdo se da com rela¢do aos pacientes em uso de medicamentos
anticoagulantes e/ou antiagregantes plaquetarios, cada vez mais frequentes atu-
almente. Seu uso deve ser interrogado antes que se proceda a PL. Em pacientes
com indicacdo eletiva de exame de LCR e baixo risco cardiovascular, normal-
mente pode-se suspender tais medicagdes até a realizacdo da PL. Uma excecido
corresponde ao acido acetilsalicilico, cujo uso nao se associa a aumento signifi-
cativo de risco de sangramento e que, por isso, ndo necessita ser suspenso. Quan-
do a PL ¢ de urgéncia, ou seja, quando a condi¢ao neuroldgica em investigacao
requer um exame de LCR de imediato, deve-se proceder a coleta, pois o risco
da patologia de base suplanta os riscos de hemorragia relacionados a pungao.
Quando a PL ¢ eletiva e o paciente tem alto risco cardiovascular, deve-se proce-
der de maneira individualizada de acordo com a medicacdo em uso, as recomen-
dagoes a seguir e a Tabela 1:

+ Clopidogrel: considerar a possibilidade de substitui-lo por acido acetilsalicilico.
Em caso de dupla antiagregacdo, avaliar a possibilidade de aguardar o momento
de retirada do clopidogrel para realizagdo da puncao;

+ Heparina: no caso de heparina nao fracionada, aguardar 6 horas apds a tltima
dose. Nos pacientes em uso de heparina de baixo peso molecular, aguardar 24
horas apods a tltima dose.
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TABELA 1 Recomendacdes para procedimento de puncdo lombar em pacientes em

uso de anticoagulantes orais

Varfarina

Situagao do Conduta na .
. o Conduta eletiva
paciente emergencia
Alto risco ) Substituir varfarina (terapia
] Realizar PL )
trombético de ponte) 5 dias antes da PL

Funcdo renal

normal

Substituir por heparina BPM terapéutica

e realizar PL 12 horas apds a ultima dose

Funcdo renal

Substituir por heparina n3o fracionada terapéutica e

(Marevan®ou  prejudicada realizar PL 6 horas apds a dltima dose
Coumadin® .
) Considerar reverter
o rapidamente o efeito ) )
Baixo risco ) ) Descontinuar varfarina g
) da varfarina e realizar )
trombético ) dias antes da PL
PL assim que o
INR for<1,5
Substituir (terapia de ponte)
. . por pelo menos 1 dia com
Alto risco Realizar PL
Novos . ) ) ) funcdo renal normal e 3
trombético (adiar 1 dia se possivel)

anticoagulantes

orais
(Dabigatran —
Pradaxa®,
Rivaroxaban —
Xarelto®,
Apixaban —
Eliquis®)

dias com funcio renal

comprometida

Funcdo renal

normal

Substituir com heparina BPM terapéutica e

realizar PL 12 a 24 horas apés a ultima dose

Fungao renal

Substituir com heparina n3o fracionada terapéutica

prejudicada e realizar PL 6 horas apés a ultima dose
o Executar PL Interromper por 1 dia se
Baixo risco . . .
. (adiar um dia se funcdo renal normal e 3 dias
trombético

possivel) com insuficiéncia renal

BPM: baixo peso molecular; INR: razdo normalizada internacional; PL: pungao lombar.

Abscesso epidural
A meningite ¢ uma complicagdo extremamente rara da PL e facilmente passivel
de prevengao com medidas basicas de prevengdo de contaminagao. Contudo, em
pacientes com abscesso epidural, a PL pode disseminar bactérias para o espaco
subaracnoideo, provocando meningite. Portanto, em pacientes com suspeita de
abscesso epidural ou qualquer outra condi¢do infecciosa envolvendo a coluna
lombossacra, deve-se proceder a investigagdo com ressonancia magnética e afastar
tais condigoes antes de realizar a PL.
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COLETA DE LCR
A PL e a coleta de LCR devem seguir algumas recomendagdes:

+ O uso de agulha de calibre mais fino é mais bem tolerada pelos pacientes e possi-
bilita a diminui¢do de uma das principais complicagdes da pun¢ao, denominada
cefaleia pds-puncéo, além de reduzir o risco de presenca de eritrdcitos. Aproxi-
madamente 20% das pungdes lombares apresentam contaminagao por células de
sangue (eritrdcitos) e alguns biomarcadores podem apresentar-se como falso-

-positivos em casos com grande “acidente de pun¢ao’, como as reagdes de ELISA
e VDRL para sifilis. Além disso, patologias como as leucemias podem apresentar
blastos na corrente sanguinea e uma pungdo traumdtica ¢ capaz de resultar em
um exame de citologia oncdtica com resultado falso-positivo;

« O volume de amostra coletada influencia a concentracio de biomarcadores, a
presenca de células neoplasicas, a realizagdo de determinados exames e uma
possivel repeticdo confirmatdria desses exames. Muitas substancias e células
presentes no LCR tém gradiente de concentragdo craniocaudal. Se um volume
pequeno ¢ retirado, este representara somente a composicao do LCR lombar/
saco dural. Se uma amostra com 2 mL for comparada com outra amostra com
15 mL, esta ultima sera muito mais fidedigna do LCR total e a analise da primei-
ra pode promover resultados equivocados. Além disso, a sequéncia de retirada
da amostra do paciente pode influenciar a analise. Os primeiros 2 mL devem ser
utilizados para a analise basica do LCR, enquanto o restante reunido e aliquo-
tado no laboratorio para o restante da analise. Nao ha relacao direta entre volu-
me de LCR coletado e cefaleia pds-puncdo. O local da pungdo deve ser sempre
documentado em razdo do gradiente de concentragdo craniocaudal. A anlise
de um LCR ventricular ou um LCR subocciptal apresenta valores de referéncia
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-analitico importante, pois essa subs-
tancia apresenta baixo potencial de ligagdo com as proteinas. Nenhum aditivo
deve ser utilizado nos tubos e os tubos devem dispor de uma rosca para melhor
vedagdo. O emprego de tubos com o reativo estabilizador de antigenos celulares
(TRANSFIX") previne a degeneragio e a perda celular no LCR utilizado para a
metodologia de citometria de fluxo (imunofenotipagem). Em pacientes com ne-
oplasias hematoldgicas (leucemias e linfomas), a imunofenotipagem ¢ um mé-
todo preciso e sensivel de diagndstico de infiltragdes no sistema nervoso central.
O uso do tubo com TRANSFIX® previne a degenera¢do celular e aumenta a
sensibilidade de detecgao de malignidade por citometria de fluxo;
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+ O hordrio de retirada da amostra pode influenciar na analise do LCR; porém,
ainda existem poucos estudos a respeito desse tema. A padronizagao da retirada
da amostra ainda ¢ uma operagao complicada, pois ndo se consegue realizar um
estudo com um grupo-controle de coleta em diferentes horarios do dia. Portan-
to, deve-se seguir as necessidades clinicas de cada caso, e nao necessariamente
uma rotina fixa de horario de coleta;

+ A coleta de soro pareada a coleta de LCR ¢ essencial em determinados casos.
Alguns autores a sugerem em doengas infecciosas para a determinagdo da imu-
noprodugdo intratecal. Hoje, isso ainda ¢ discutivel. Os exemplos de coleta pare-
ada utilizados atualmente sdo o estudo da barreira hematoencefalica (indice de
albumina), o estudo da imunoprodugio intratecal (indice de IgG) e o estudo das
bandas oligoclonais essenciais nos critérios de diagnostico da esclerose multipla
e no diagndstico de doengas desmielinizantes. O indice de albumina tem como
interferentes o estado nutricional do paciente, a doenga hepdtica e os estados de
proteintria com as doengas renais.

ARMAZENAMENTO DO LCR

O armazenamento e a temperatura ideal de amostra pré-analitica ainda sdo con-
siderados assuntos que necessitam de mais estudos. Em um estudo recente, a es-
tabilidade de pardmetros de citologia e bioquimica (proteina, glicose e lactato)
mantidos em temperaturas diferentes (4°C, 23°C e 35°C) foi analisada, com dife-
rentes tempos de armazenamento: TO (chegada no laboratdrio); T1 - 1 hora apos
a chegada; T2 - 2 horas apds 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 anali-
se estatistica, ndo houve variagdo significativa nas concentragoes de proteina e
glicose até 48 horas. Quanto ao parametro lactato, ele manteve-se estavel até 12
horas. Com relagdo a citologia, houve tendéncia de queda na média da contagem
de todos os grupos celulares avaliados (contagem global: leucécitos e hemacias;
contagem diferencial: neutrofilos, eosinoéfilos, linfocitos, mondcitos, plasmdcitos
e macrofagos). A variagdo, no entanto, somente foi estatisticamente significativa
ap6s 12 horas. Os dados obtidos sugerem que as amostras de LCR permanecem
relativamente estaveis nos seus pardmetros nas primeiras 12 horas. Contudo, de-
ve-se sempre estimular a rapida chegada da amostra ao ambiente de analise, em
condi¢des pré-analiticas aceitaveis.

MANIPULACAO DAS AMOSTRAS DE LCR

+ Centrifugagdo: a padronizagdo de centrifugagdo deve seguir parametros deter-
minados. Para a rotina normal do LCR com a realizagdo do quimiocitolégico,
a rotagdo deve ser de 2.000 rotagdes por minuto por 10 minutos. Quando ha
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necessidade de preservar as células do rompimento causado pela centrifuga-
¢do, a rotagdo deve ser lenta (400 rotagdes/minuto em 10 minutos). Se houver a
necessidade de rompimento da célula e exposicdo de DNA, a rotagdo deve ser
mais vigorosa. Apds a centrifugacao, deve-se dividir o sobrenadante em aliquo-
tas e armazend-lo imediatamente. Se houver a necessidade de andlise imediata,
é preciso documentar o tempo de processamento. O processamento dentro de
2 horas para o LCR ¢ o ideal e ndo produz resultados erroneos; porém, para
a andlise do soro, apenas 30 minutos de processamento provocam resultados
divergentes, principalmente para proteinas, amostras utilizadas para espectro-
metria de massas e biomarcadores;

« Aliquotas: as aliquotas 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 nivel proteico ou um
biomarcador, como o peptideo beta-amiloide. Mesmo sem estudos mais pre-
cisos e especificos para cada substancia estudada, os ciclos de congelamento e
degelo devem ser restritos e sempre registrados. O volume das aliquotas deve
seguir a rotina do laboratoério. Volumes pequenos de 0,5 a 1 mL sdo os mais
recomendados para os padroes operacionais. O uso de codigos de barra em
cada tubo e etiquetas a 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 ¢ mantida segura;

+ Congelamento: o armazenamento das amostras congeladas deve ser realizado de
acordo com o tipo de analise. Imunoglobulinas tém grande estabilidade quando
armazenadas em temperatura de —20°C. O exame de bandas oligoclonais pode
ser realizado em amostra congelada apds 6 meses. Entretanto, biomarcadores,
como a cistatina C, ndo 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 laboratério dispor de um plano de contingéncia
para intercorréncias no local de armazenamento. A temperatura do freezer deve
ser registrada diariamente. As aliquotas de uma mesma amostra precisam ser
dispostas em freezers diferentes e, idealmente, deve sempre se dispor de um free-
zer vazio. A localizagdo da aliquota 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 localizagdo das aliquotas. Esse sistema deve ser
semelhante a uma soroteca e funcionar como um depdsito/banco de LCR.

INTERFERENTES NA ANALISE DO LCR
Na analise do LCR, existem diversos interferentes em potencial. Na Biologia Mole-
cular, particularmente na reagiao de PCR (polymerase chain reaction ou reagao em
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cadeia da polimerase) para o virus herpes em casos de encefalite, os interferentes
mais importantes sao: (1) o uso de heparina; (2) amostra com hemolise em pun-
¢des traumaticas; e (3) processos inflamatorios bacterianos e fingicos. Na pesquisa
do Enterovirus, é fundamental o congelamento imediato da amostra, o que confere
maior estabilidade na analise e sensibilidade no método.

Os exames para diagndstico de neurocriptococose também estao sujeitos a di-
versos interferentes. A pesquisa de antigenos para Cryptococcus sp. por aglutina-
¢do em particulas de latex apresenta resultado falso-positivo na presenca de fator
reumatoide positivo (interferente mais frequente), reagao cruzada com Trichospo-
ron, contaminagao, presenca de tumores e meningites cronicas. As reagdes falso-
-negativas podem ocorrer quando de baixos titulos de antigenos, na presenga de
imunocomplexos, na ocorréncia de efeitos prozona (ocorréncia de altos titulos de
antigenos) e nas infecgdes por Cryptococcus sp. com pouca ou nenhuma capsula.

CASO CLiNICO

Paciente de 42 anos, obesa, chega ao pronto-socorro com quadro de cefaleia.
O exame neurologico é normal. A tomografia de crdnio ndo mostrou anormali-
dades. Foram solicitados PL e exame de LCR, sendo a pungdo de grande dificul-
dade técnica em razdo da obesidade. O LCR coletado apresenta-se ligeiramente
hemorragico e sua andlise mostra 10 leucécitos (60% polimorfonucleares e 40% de
linfomononucleares) e 10.148 hemacias integras. Glicose, proteina e lactato esta-
vam com valores dentro da faixa de referéncia. As hemadcias estdo integras e, apos
centrifugacdo, o LCR apresenta-se limpido e incolor.

As questoes que se colocam sao:

1. Trata-se de uma hemorragia meningea ou de um acidente de punc¢ao?
2. De que forma a presenga de sangue pode interferir na analise do LCR?

Comrelagdoaprimeiraquestdo, trata-se deumacidente de puncao, poiso LCRestd
limpido e incolor apds centrifuga¢ao e pelo fato de ashemacias estarem integras. Essa
defini¢do é importante, pois evita a realizagdo de exames desnecessarios de neuroima-
gem, como a arteriografia cerebral, que estaria indicada no caso de uma hemorragia
meningea. Quanto a segunda questao, é importante levar em conta que o sangue pode
conter interferentes que prejudicam determinadas analises, como biomarcadores de
doencas neurodegenerativas, pesquisas imunologicas (anticorpos) e de PCR.
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24 Tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPa)

A avalia¢do adequada da hemostasia primaria e secundaria, bem como a investi-
gacdo de doengas hemorragicas e trombdticas, faz-se por meio de testes de maior
relevancia, abrangentes e eficientes, indispensaveis para um bom diagndstico. En-
tre eles, estdio 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 avaliagdo pré-operatdria, exigindo maior atencio e
interesse dos profissionais encarregados de sua execu¢ao e interpretagdo. Podem
ser empregados para pacientes que serdo submetidos a intervengdes cirurgicas, in-
vestigagao de distdrbios hemorragicos e monitoramento de medicagdes; no entan-
to, a execuc¢do de uma metodologia inadequada interferira no resultado do exame
e na conduta médica.

As variaveis pré-analiticas se referem a todos os fatores que afetam a qualidade
da amostra antes do inicio do teste, consistindo em uma fase mais suscetivel a
erros pelo fato de a maioria de seus processos ndo ser automatizada, envolvendo
atividades manuais.

A amostra que chega ao laboratdrio e passa pelo processo analitico deve refle-
tir o que esta acontecendo no paciente. A observagdo das variaveis pré-analiticas
nos testes de coagulagdo é extremamente importante para se obter confiabilida-
de e qualidade em todos os resultados dos testes. E muito importante conhecer
as situagdes que podem afetar a qualidade da amostra antes do inicio dos testes,
tornando-se indispensavel o conhecimento do preparo do paciente, da coleta, do
transporte e da manipula¢ao das amostras, sempre seguindo procedimentos deter-
minados e validados pelo laboratorio.

Os resultados de coagulagdo sofrem grande influéncia das varidveis pré-ana-
liticas, principalmente da coleta. Os problemas mais comuns incluem coleta de
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sangue de uma infusao intravenosa, aplica¢ao do torniquete por mais de 1 minuto
(pode causar hemoconcentragdo), punc¢io venosa lenta (o que pode ativar a coa-
gulagdo) e uma agulha de calibre estreitamente inadequada (provocando coagu-
lagdo ou hemolise da amostra). O preenchimento inadequado do tubo de coleta
resulta em uma rela¢ao anticoagulante-sangue incorreta, propiciando resultados
imprecisos. A propor¢ao de sangue coletado em citrato de sddio deve ser de uma
parte de anticoagulante para nove partes de sangue. Para doentes com hematdcrito
muito baixo ou alto (p. ex., hemolise grave ou policitemia mal controlada), podem
ser necessarios tubos especialmente preparados com um volume apropriado de
anticoagulante (ou volumes de sangue rigorosamente medidos, calculados a par-
tir do hematdcrito, coletados em tubos-padrdo) para assegurar uma propor¢ao
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 sédio a 3,2% (0,109 M) para dar um
volume final de 3 mL e uma relagio de sangue total-anticoagulante de 9:1. Quando
o hematdcrito excede 0,55 (55%), o volume plasmatico reduzido requer uma di-
minui¢do no volume de anticoagulante usado para manter a propor¢ao adequada.
Deve-se, por isso, ajustar o volume de citrato pela formula:

C=(1,85%107) (100 - HCT) (V sangue)
Em que:

o C =volume de citrato;

« HCT = hematdcrito do paciente;

+ V = volume de sangue adicionado (se o tubo for de 5 mL, entdo o volume sera
4,5 mL).

Para hematocritos abaixo de 30%, ndo ha informagdes disponiveis que susten-
tem a recomendacdo especifica.

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 ocasides, principalmente em criangas e pacientes idosos, pode ser
necessario coletar amostras de acessos venosos totalmente implantados. Nos casos
de acessos venosos totalmente implantados e salinizados, 2 volumes do espago 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 solucéo fisioldgica a 0,9% e, depois, coletam-se
6 volumes de espago intraluminal, descartados antes da coleta das amostras.
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Apés a coleta, a homogeneizagdo dos tubos deve ser feita por inversoes, de 3 a
5 vezes; ndo se deve homogeneizar tubos de citrato vigorosamente, sob o risco de
ativagdo plaquetaria e interferéncia nos testes de coagulagao. Além disso, a falha
na homogeneizagdo propicia a formagao de microcoagulos.

E muito importante conhecer os medicamentos que o paciente usa, dada a gran-
de quantidade de medicag¢des que interferem nos resultados; quando possivel, é in-
dicada sua substituicdo ou suspensdo apds o consentimento do médico do paciente.

O fumo devera ser evitado no dia da coleta do sangue e se recomenda jejum mi-
nimo de 4 horas para adultos e criancas e 2 horas para lactantes, considerando que
a concentragdo de lipidios pode interferir nos tempos de coagulagio e no sistema
de detecgdo do coagulo quando da utilizagao de equipamentos de coagulagdo de
leitura dptica.

Um paciente confuso, sem pulseira de identificagdo ou nomes semelhantes de
pacientes diferentes também caracterizam fontes de erro pré-analitico. As amos-
tras também podem ser rotuladas erroneamente, especialmente se retiradas de va-
rios pacientes, de uma so6 vez, para posterior rotulagem.

A exposi¢do de amostras ao excesso de calor pode causar desnaturagdo das pro-
teinas plasmaticas, o que resulta na formagdo de microparticulas de proteina.

Estudos recentes demonstraram que atrasos de mais de 6 horas entre a coleta
e o processamento de INR (razdo normalizada internacional) ou amostras de TP
podem causar mudangas significativas (ou seja, > 10%) nos valores medidos. Uma
longa viagem de carro causa agitagdo mecanica e também pode contribuir para
resultados inadequados.

Quanto ao processamento da amostra de plasma, a centrifugacdo devera ser
realizada a temperatura ambiente. No entanto, algumas centrifugas sdo capazes
de aumentar a temperatura interior no processo de centrifugagdo. Desse modo,
recomenda-se o emprego de centrifugas com monitoramento de temperatura.

Para os testes de TP e TTPa, é necessério utilizar o plasma pobre em plaque-
tas (PPP), com contagem plaquetdria inferior a 10.000 plaquetas/mm®, devendo
ser centrifugadas por aproximadamente 3.500 rpm por 15 minutos a temperatura
ambiente e ndo exceder a 25°C. Apds a centrifugacao, essas amostras poderao ser
mantidas a temperatura ambiente por até 4 horas.

Se néo houver a possibilidade de realizar esses testes em um periodo de 4 horas,
as amostras podem ser aliquotadas em tubo plastico, material que pode ser arma-
zenado a -35°C ou menos, o que proporciona a ele uma validade de varios anos.
O armazenamento a —20°C nao ¢ indicado.

Amostras para controle de heparina nao fracionadas devem ser centrifugadas
em até 1 hora ap6s a coleta em razdo da liberagdo do fator plaquetario 4 (presen-
te nas plaquetas com funcio neutralizadora de heparina) e realizar o TTPa em
até 4 horas.
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Ciclos de congelamento e descongelamento repetidos podem afetar o nivel de
fatores da coagula¢do, como uma redugdo na atividade do VWEF:CB e nos niveis de
FXII. O congelamento-descongelamento também pode produzir microvesiculas
de membranas ricas em fosfolipidios a partir do dano de plaquetas, conseguindo,
entdo, mascarar a presenca de um anticoagulante lapico.

Existem fatores especificos do paciente que precisam ser investigados, sobretudo
a histdria clinica do paciente (como a investigacao de sangramentos) e a pesquisa
sobre o uso de medicagoes, como acido acetilsalicilico ou mesmo anticoagulantes
(p. ex., heparina), que podem causar altera¢des no resultado por interferirem no
processo normal de coagulagao.

Diversas variaveis fisiologicas podem estar associadas a certos fatores do pa-
ciente, em sua maioria fora do controle do laboratdrio, embora conhecé-los torna-
ra possiveis os ajustes para eliminar seu efeito ou a interpretacao adequada, como
ajustar faixas de referéncia ou alterar técnicas de manipulagdo de amostras.

A atividade fisica, em que o esfor¢o fisico pode aumentar a atividade de algumas
enzimas, o jejum ou a dieta também sdo capazes de interferir nos resultados, assim
como farmacos com efeito fisioldgico ou e/ou por interferéncia analitica.

Outros estados fisioldgicos, como a gravidez, podem afetar componentes
da coagulagdo (nesse caso, aumento dos niveis de fator VIII e do fator de von
Willebrand, fibrinogénio, queda nos niveis de proteina S e, muitas vezes, uma que-
da ligeira na contagem de plaquetas).

Em recém-nascidos, os niveis dos fatores de coagulagido dependentes da vita-
mina K sao reduzidos, atingindo os valores adultos apenas aos 6 meses de idade,
aproximadamente.

Altos niveis de bilirrubina ou lipidios podem resultar em plasma turvo, capaz de,
por sua vez, interferir nas medi¢cdes de densidade Optica usadas para determinar
os pontos finais de alguns testes.

Hemolise na amostra talvez seja uma das principais fontes de erros laboratoriais.
A principio, uma amostra com hemolise deve ser descartada, a menos quando ine-
rente ao paciente (p. ex., em casos em que o paciente foi submetido a circulagao
extracorpdrea, uma nova coleta nao eliminara a hemolise). A lise das hemacias
promove a liberagdo de liquido intracelular para o meio extracelular, diluindo os
fatores de coagulagio, além de expor componentes intracelulares e de membrana
que podem ativar a coagula¢ao sanguinea. Como resultado, a presenga de hemo-
lise pode tanto encurtar quanto prolongar os testes de coagulagdo. Deve-se consi-
derar ainda que, dependendo do grau da hemolise, pode ocorrer interferéncia na
detecgao do coagulo por sistema dptico.

As novas tecnologias para analises de exames de coagulagao ja disponibilizaram
aos laboratdrios novos meios para a detecgdo automatica de hemolise, ictericia e
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lipemia. Esses indices podem ser tteis para controlar a qualidade e a necessidade
de novas coletas. Quando as condigdes de uma amostra impossibilitam sua andlise,
o laboratoério torna-se responsavel por comunicar o problema para o médico ou
paciente e solucionar essa questao da melhor maneira possivel (p. ex., coletar o
exame em outro momento ou alertar em nota as condigoes da amostra explicando
as possiveis alteracoes que aquele interferente pode causar).

E importante que todas as manuten¢des dos analisadores automatizados
estejam em conformidade, garantido um ambiente limpo, livre de interferentes
fisicos ou agentes contaminantes que possam interferir nas analises das amostras.

A observagdo dos controles de qualidade, comercial ou néo, passados diaria-
mente pelos colaboradores do laboratdrio, deve seguir procedimentos bem estabe-
lecidos. Esta ¢ uma parte fundamental envolvendo o controle de qualidade para a
consisténcia nos resultados que serdo liberados. De acordo com o comportamento
dos controles, faz-se uma avali¢do quanto a necessidade ou ndo de uma verificagao
do exame a ser realizado (p. ex., troca de um reagente em uso por perda de esta-
bilidade ou contaminag¢do) ou até mesmo uma nova calibragdo. Esse tipo de ava-
liagdo acarreta a liberagao ou a rejeigao das analises apds a analise dos resultados
das amostras-controle, a fim de garantir que o processo de analise do teste esteja
funcionando corretamente e que possiveis erros com o equipamento ou com o0s
reagentes ndo venham a refletir em um resultado errado do exame.

Os reagentes utilizados para TP e TTP possibilitam a determinagdo quantitativa
manual ou automatica 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 sé-lo de acordo com as instrugdes do fabricante.
Em geral, os reagentes devem ser armazenados a temperaturas inferiores a 0°C e,
apos reconstituicio, entre 2 e 8°C por tempo determinado de acordo com a bula do
reagente, mantidos bem fechados para evitar evaporagao ou contaminagao.

O TP mede a via extrinseca e ¢ utilizado para o controle de pacientes que fazem
uso de anticoagulante oral, avaliacdo hepatica e disturbios da coagulagdo. Os re-
sultados sao expressos em INR para corrigir a variabilidade de resultados entre os
laboratérios. Os erros pré-analiticos, com aumento do TP em segundos, ocorrem
por uso de substancias como corticosteroides, acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), contraceptivos orais, asparaginase, antibioticos, alcool, heparinas, varfari-
nas. Ja os anti-histaminicos, o butabarbital, a cafeina, o fenobarbital e a vitamina k,
podem diminuir o TP.

O TTPa mede a via intrinseca da coagulagdo, importante no diagnostico das
hemofilias e no monitoramento do uso de heparina nio fracionada (HNF), e em
deficiéncias de fatores, principalmente VIII, IX, XI e XII e pré-calicreina. A reagao
utiliza a cefalina, calcio e um ativador (acido elagico ou silica). O resultado do
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TTPa pode apresentar valores aumentados em segundos frente ao uso de contra-
ceptivos orais, estrégenos, cumarinicos, heparina e asparaginases.

Os erros pré-analiticos sempre existirdo; porém, podem ser minimizados por
meio de estratégias de controle de qualidade. Com os objetivos de reduzir os erros
e aumentar a seguranga nos processos pré-analiticos, faz-se necessario implan-
tar atividades que visam a formagao, educa¢io e cultura de todos os profissionais
envolvidos nos processos de obtencdo e manipulagio de amostras biolégicas. E
importante que se busque avaliar como os profissionais devem realizar as suas ati-
vidades, ndo mais atribuindo os erros as pessoas, e sim aos processos que podem
provocar determinada falha na obten¢ao de um resultado.
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25 Eletroforese de proteinas

INTRODUGAO
“Eletroforese” é um termo abrangente que se refere a migracdo de solutos ou par-
ticulas de qualquer tamanho em um meio, sob a influéncia de um campo elétrico.
O primeiro método de eletroforese utilizado para estudar proteinas foi o de solugao
livre desenvolvido por Tiselius em 1937, técnica que separava as proteinas séricas em
quatro componentes, com a fracio alfa-1 incompletamente separada da albumina.

A eletroforese proteica por zonas refere-se a migracao das moléculas de pro-
teinas, 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 drea livre. As zonas
sao visualizadas por meio de coloragio especifica e produzem um tragado, chamado
eletroferograma, que pode, entdo, ser digitalizado e quantificado utilizando-se um
densitdmetro. Essa técnica pode ser utilizada para separacio de proteinas no soro, na
urina, no liquido cefalorraquidiano (LCR), além de outros fluidos bioldgicos.

Mais recentemente, com a técnica de eletroforese capilar (EC) foi possivel
realizar a separagdo eletroforética em capilares com didmetros internos reduzidos,
variando de 20 a 75 mcm, resultando em um alto poder de resolugio, velocidade
de separacio e capacidade de analise de pequenos volumes.

A eletroforese de proteinas séricas (EPS) produz um tragado com cinco regides
distintas (albumina, alfa-1-globulinas, alfa-2-globulinas, betaglobulinas e gama-
globulinas), estando cada uma delas associada a uma ou mais proteinas (Figura 1).

A imunofixa¢ao de proteinas ou imunoeletroforese compreende um método
imunoquimico de grande utilidade, frequentemente utilizado de maneira com-
plementar a eletroforese convencional. Esse método possibilita a caracterizacio de
um eventual componente monoclonal, pois utiliza-se da técnica de eletroforese em
gel de agarose somada a adigao de antissoros especificos anticadeias pesadas (IgG,
IgA e IgM) e anticadeias leves (kappa e lambda). Apds coloragdo, nos casos em que
ha um componente monoclonal, ele pode ser identificado por meio de uma banda
restrita identificavel correspondente a(s) imunoglobulina(s) envolvida(s).
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FIGURA 1 Tragado eletroforético demonstrando as regides de albumina, a1, a2, f e¥.

CONSIDERAGCOES TECNICAS

Interferéncias analiticas afetam a maioria das tecnologias disponiveis, desde en-
saios enzimaticos até a cromatografia. As técnicas de eletroforese de proteinas (e,
também, de imunofixagdo) nao sdo excegdo — tanto o gel de agarose quanto os mé-
todos baseados em capilares estao sujeitos a uma série de interferentes. Dessa ma-
neira, alguns aspectos técnicos precisam ser observados, conforme descrito a seguir.

Amostragem

Para alcan¢ar um equilibrio adequado entre sensibilidade e resolugao, a quantida-
de de proteina aplicada ao suporte eletroforético deve ser ideal. Como a albumina
¢ 10 vezes mais concentrada no soro do que a menor fragao, 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 proteinas
no soro utilizando-se eletroforese em gel de poliacrilamida, aplicam-se, em geral,
3 mcL de soro contendo, aproximadamente, 210 mcg de proteina total. Espécimes
de urina requerem concentragao de 50 a 100 vezes e/ou tempo de aplicagao pro-
longado, e o LCR pode ou néo exigir concentragao, dependendo da coloragao utili-
zada. Falhas nessas observagoes técnicas podem promover padroes eletroforéticos
cujas interpretagdes ficam prejudicadas.

Descontinuidades na aplicacao da amostra

Descontinuidades na aplicacio da amostra podem ser causadas por (1) aplica-
dores sujos, (2) absor¢do desigual ou (3) bolha de ar (se a amostra for pipetada).
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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 migracao desiguais

A migrac¢ao desigual de amostras pela largura do gel pode ser causada, por exem-
plo, por eletrodos sujos, que podem resultar na aplicagao 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 lumindria) podem ter dreas desiguais em virtude de secagem inadvertida,
contribuindo para problemas semelhantes.

BANDAS INCOMUNS OU ATIPICAS

De modo geral, pode-se classificar esses interferentes como decorrentes de fatores
enddgenos (ou seja, naturais ou relacionados a fisiopatologia da doenga) ou de
compostos exogenos, na forma de medicamentos e/ou terapias.

Interferentes endégenos

Fibrinogénio

A glicoproteina fibrinogénio compreende o substrato da trombina, sendo clivada
em fibrina para formar o coagulo de fibrina na etapa final da cascata de coagula-
¢do. Normalmente, o fibrinogénio ndo esta presente em amostras de soro. Porém,
quando existem problemas pré-analiticos, como dificuldade de coleta ou inade-
quada separa¢ao do soro, ele pode estar inadequadamente presente na amostra,
além de, eventualmente, em pacientes com disturbios da coagula¢ao. Ainda, pode
ser encontrado quando uma amostra de plasma é erroneamente fornecida em vez
de soro. Quando se realiza a EPS nessas amostras, o fibrinogénio migra para a
regido entre beta e gama e pode ser mal interpretado como uma imunoglobulina
monoclonal. Nesses casos, a imunofixa¢ao auxilia na elucida¢ao do problema, pois,
nessa técnica, ndo se detecta a presenga de proteina monoclonal. Na pratica diag-
nostica, o reconhecimento oportuno desse fendmeno é importante para evitar que
se classifique erroneamente uma banda atipica nessa regido como uma proteina
monoclonal. Embora nio seja realizada rotineiramente na pratica diagndstica, a
imunofixagdo com anticorpos antifibrinogénio fornece uma prova sélida de que
a banda ¢, de fato, fibrinogénio. Como recomendagédo geral, os laboratdrios que
realizam eletroforese de proteinas devem estar cientes desse artefato potencial (fi-
brinogénio), utilizando a imunofixagao para confirmar a anormalidade observada.
A imunofixagdo também é muito util para detectar outros tipos de artefatos e deve
ser amplamente utilizada para confirmacao de qualquer anormalidade observada
pela EPS ou pela eletroforese de proteinas na urina.
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Hemdlise

A hemdlise é uma interferéncia comum, encontrada em muitos testes laboratoriais.
O termo “hemolise” refere-se a ruptura das células vermelhas do sangue (hemacias),
causando liberagdo do contetido citoplasmatico no soro ou plasma e podendo afe-
tar os testes de varias maneiras. Os dois principais mecanismos de interferéncia
sao a interferéncia espectral de altas concentragdes de hemoglobina e a liberagao
de substancias presentes no interior das hemacias, ja que estas apresentam concen-
tragoes relativamente elevadas de hemoglobina, potassio, magnésio, ferro, fosfato,
lactato desidrogenase e aspartato aminotransferase (AST). Assim, qualquer grau
de hemolise aumenta artificialmente esses analitos no soro ou no plasma. A he-
molise é facilmente reconhecida visualmente ou, de preferéncia, usando indices
séricos, que indicam de modo automético amostras hemolisadas e fornecem resul-
tados mais consistentes do que a inspegéo visual individual.

Pode-se dividir a hemdlise em causas pré-flebotomia (in vivo) ou durante a flebo-
tomia (in vitro). As primeiras sdo muito numerosas e incluem agentes microbianos,
pré-eclampsia, anemias hemoliticas (p. ex., doenga falciforme e anemia hemolitica
autoimune), entre outros. Causas in vitro geralmente resultam da ruptura meca-
nica pela utilizagdo de tamanhos incorretos de agulha para a coleta (forga de ci-
salhamento), sucgdo excessiva ou armazenamento prolongado da amostra. Além
disso, existem condi¢des que tornam as hemdcias mais frageis, como o aumento
da rigidez da membrana em neonatos, aumento da fragilidade dos eritrécitos em
pacientes idosos hospitalizados ou aqueles em tratamento quimioterapico.

Independentemente da causa da hemdlise, a liberagdo do contetido citoplasma-
tico das hemacias afeta diretamente a EPS, na qual complexos de hemoglobina
aparecem como pequenas bandas nas regides alfa-2 e beta. Essas bandas adicionais
podem ser erroneamente interpretadas como proteinas monoclonais, um erro de
analise facilmente evitado identificando-se amostras hemolisadas antes da inter-
pretagdo e/ou realizando-se a imunofixagdo para confirmar a presenca de qualquer
banda anémala. De modo geral, as hemdlises nao impedem a identifica¢ao de ga-
mopatias monoclonais eventualmente existentes, mas hd uma questdo quantitativa
a ser considerada, ja que as fragdes alfa-2 e beta podem estar falsamente elevadas
pela hemolise. Naqueles laboratérios que optam por quantificar proteinas mono-
clonais nas regioes alfa-2 ou beta, ha um risco maior de erro ao se reportarem
valores falsamente elevados em razao da existéncia de complexos de hemoglobina.

Tal como acontece com outros tipos de interferéncias, a consciéncia de que o
fendmeno pode ocorrer e seus possiveis efeitos sobre os resultados dos testes sao
as chaves para a resolugdo de eventuais problemas. De modo geral, orienta-se re-
jeitar amostras hemolisadas. No entanto, em alguns poucos casos, a hemolise pode
persistir, mesmo apods a recoleta de nova(s) amostra(s). Nessas situagdes, a inter-
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pretagao deve levar em consideragdo a presenca e o efeito da hemolise no material
e em qual regido ela interfere, ou seja, que pode ocasionar uma falsa eleva¢do nas
fracdes alfa-2 e beta do tragado.

Interferentes exégenos

Contrastes radioldgicos

Com o desenvolvimento da EC, um novo tipo de interferéncia surgiu. Como
a EC se baseia na detecgdo de ligagdes peptidicas 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 apds a realizagdo de uma injecdo de contraste radioldgico, podem ocor-
rer um pico adicional, distor¢do, modificacio ou aumento de uma fragdo, simu-
lando a existéncia, por exemplo, de um componente monoclonal. Numerosos
agentes radiopacos ja foram descritos, interferindo na fragdo alfa-2-globulina ou
menos frequentemente na fracido beta-2-globulina. Nesses casos, é importante
realizar a imunofixagdo do material, que descartara a presenca de componente
monoclonal. Outra opgao, menos conveniente, é a realizacao da eletroforese em
gel de agarose, em que nao se observa a interferéncia por meio de contraste radio-
légico. Para evitar tal interferéncia, os médicos devem estar cientes de que imagens
usando contrastes devem ser feitas apds a coleta de sangue. Essa recomendagio
¢ especialmente importante em unidades de hematologia (p. ex., hospitais-dia e
centros oncoldgicos), onde casos de discrasias plasmaticas sio mais observados
e imagens radioldgicas sao frequentemente necessarias.

Antifungicos e antibidticos

A 5-fluorocitosina (5-FC) ¢ uma medicagdo antifiingica que pode ser utilizada no
tratamento de infeccdes por cindida e na criptococose. Recentemente, demons-
trou-se que essa medicagdo pode interferir na EPS simulando um componente
monoclonal, situado no fim da fragdo de gamaglobulinas. Essa interferéncia ocor-
re principalmente naqueles pacientes com hipogamaglobulinemia e insuficiéncia
renal. Mais uma vez, a realizagdo da imunofixagdo é fundamental para descartar a
real presenga de componente monoclonal.

Vérios antibidticos também podem produzir picos adicionais na EC. A ceftriaxo-
na, por exemplo, pode induzir um pequeno pico na fra¢ao pré-albumina, quando
da coleta da amostra logo apds a administragdo do medicamento. Como a migra-
¢do se da na fracdo pré-albumina, essa interferéncia nao sera confundida com uma
proteina monoclonal, mas deve ser conhecida por aqueles que interpretam os resul-
tados da EPS. Similarmente, o sulfametoxazol pode produzir um pequeno pico em
concentracdes terapéuticas, 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 fracdo alfa-2-beta-1-globulina, o que, nesse caso, pode-se resultar na sus-
peita do surgimento de um componente monoclonal. Essas interferéncias sio mais
provaveis de ocorrer quando da coleta de amostras de sangue muito proximas a
infusdo do medicamento, especialmente no contexto de insuficiéncia renal em que
o clearance destes e de outros medicamentos esta diminuido.

Terapias monoclonais

As terapias monoclonais tém uma longa e fascinante histéria, comegando com a
descoberta dos hibridomas por Milstein e Kohler na década de 1970. Posterior-
mente, o desenvolvimento da produ¢do de anticorpos monoclonais resultou na
possibilidade que eles fossem utilizados na terapéutica. Embora as terapias mo-
noclonais tenham existido por varias décadas, foi apenas ap6s os ensaios clinicos
com siltuximab (no final dos anos 2000) para o tratamento do mieloma multiplo
que tais terapias foram reconhecidas como uma potencial interferéncia com a ele-
troforese de proteinas e imunofixacao. Com o recente, notavel e continuo desen-
volvimento de anticorpos monoclonais para o tratamento das discrasias de células
plasmaticas, existem varios medicamentos com a capacidade de interferir nas ana-
lises de EPS e imunofixagdo durante varias semanas apos a terapia. Medicamen-
tos como o siltuximab, o daratumumab e o elotuzumab (todos anticorpos mono-
clonais IgG kappa) podem aparecer como uma pequena proteina M, geralmente
em concentragdes até 1 g/L, quando utilizados em doses terapéuticas habituais.
O aparecimento dessas novas proteinas M nos testes é relevante apenas se causar
investigagdes adicionais desnecessarias ou a incorreta conclusdo de que a terapia
em curso tem sido menos efetiva. Em geral, a principal preocupagio com esses
tratamentos corresponde a classificacdo erronea da resposta da doenca. Pacientes
com uma pequena banda monoclonal em virtude da terapia monoclonal, em parti-
cular, podem ser erroneamente classificados como tendo uma resposta parcial em
oposigdo a resposta completa. Dessa maneira, o International Myeloma Working
Group modificou os critérios de resposta, levando em conta a presencga de interfe-
réncia da terapia monoclonal. Considerando esses dados, o risco de interferéncia
depende de varios elementos, como o isotipo da proteina M, o padrao de migracao
eletroforética, a resposta alcancada e a concentracao sérica alvo do medicamento
de acordo com a fase de tratamento. Atualmente, a maioria das experiéncias com
terapias de anticorpo monoclonal para tratamento do mieloma multiplo vem dos
medicamentos daratumumab e elotuzumab. Isso tem particular relevancia para pa-
cientes com proteina monoclonal do subtipo IgG kappa ou cadeia leve kappa livre.
Nesses doentes, a comigracao do anticorpo terapéutico e da proteina M maligna
pode dificultar a avaliagdo da correta concentracdo da proteina M. Esses pacien-
tes correm o risco de serem classificados como apresentando resposta parcial em
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vez de completa pela presenca de componente monoclonal, que pode ser derivado
do medicamento. O elotuzumab e o daratumumab tém meia-vida média de 4,6 e
9 dias, respectivamente. O risco de interferéncia também depende da frequéncia da
administracdo durante o tratamento - ele é mais elevado quando a infusio é sema-
nal ou quinzenal (fases de inducéo e consolida¢édo) e bem mais reduzido quando o
tratamento é administrado, por exemplo, a cada 2 meses (tratamento de manuten-
¢d0). Dessa maneira, a interferéncia dessas medicagdes nos testes pode ser limitada
pelo planejamento da proxima analise de proteina M por meio da solicitacdo de
eletroforese e da imunofixagdo tao longe da administragdo da medica¢ao quanto
possivel. Do ponto de vista pratico, isso coincide com as novas amostras de san-
gue sendo coletadas imediatamente antes da préoxima dose do medicamento. Para
superar a interferéncia do daratumumab ao avaliar a resposta ao tratamento, a co-
migracdo do daratumumab e da proteina M maligna do subtipo IgG kappa pode
ser mitigada pelo ensaio Hydrashift 2/4 Daratumumab (Sebia, Paris, Franca). Este
se baseia na utilizagdo de um anticorpo contra o daratumumab, que altera a migra-
¢do desse medicamento durante a eletroforese de modo que a imunofixa¢io con-
segue determinar se se trata de uma proteina M patoldgica ou decorrente do uso
da medicagdo. Atualmente estao em investigagdo solugdes similares para mitigar a
interferéncia de outros anticorpos monoclonais. Em circunstiancias normais, o pico
observado na eletroforese em decorréncia do medicamento é de baixa concentra-
¢do e nao excede 0,10 g/dL. De todo modo, é muito importante que o laboratério
tenha acesso aos medicamentos que o paciente estad utilizando para auxiliar na li-
berac¢do dos laudos de eletroforese/imunofixagdo, independentemente se a proteina
M patolégica inicial ¢ IgG kappa, kappa livre ou outra. Sabe-se que, no entanto,
essa informagdo nem sempre estd disponivel. Assim, recomenda-se manter estreito
contato com a equipe médica solicitante, de modo a analisar com cuidado aqueles
casos em que hd o aparecimento de um novo pico IgG kappa ap6s o tratamento ou
concomitancia na migragao da proteina M patologica, quando o valor desta pode
estar superestimado.

Em um futuro préximo, provavelmente novas tecnologias possam resolver a
questdo da interferéncia da terapia monoclonal completamente. Uma possibili-
dade promissora consiste no emprego da tecnologia de espectrometria de massas
para identificagdo destas e de outras imunoglobulinas, cada qual com a sua “assi-
natura” especifica, o que resolveria por completo essa questio.

CONCLUSAO

A eletroforese e a imunofixacdo de proteinas sdo testes que, assim como outros,
estdo sujeitos a muitos diferentes tipos de interferéncias. A conscientizagdo de que
como esses métodos funcionam e o conhecimento de seus potenciais interferentes
sdo fundamentais para a elaboracio e a interpreta¢do dos laudos.
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CASO CLiNICO

Paciente do sexo feminino, 59 anos, com antecedente de mieloma multiplo IgG
lambda com migra¢ao na regido de gamaglobulinas, esta realizando seguimento
laboratorial. Apresenta a eletroforese descrita na Figura 2 e na Tabela 1.

FIGURA 2 Eletroforese das proteinas séricas.

TABELA 1 Método: eletroforese por capilaridade

Albumina

Resultado (g/dL, %)

Valores de referéncia (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 20,43 (3,4 25,3)
Alfa-2 globulinas 0,55 (8,4) 0,55 a 1,08 (8,4 a13,3)
Beta-1 globulinas 0,43 (6,5) 0,32 20,54 (4,9 a 6,6)
Beta-2 globulinas 0,31 (4,7) 0,24 2 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 0,92a2,0
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Nesse caso, apareceu uma segunda proteina M na regiao de gamaglobulinas que
ndo era observada em eletroforeses anteriores. Entéo, realizou-se imunofixacdo da
amostra, que revelou o componente monoclonal (1) como IgG lambda e o compo-
nente monoclonal (2) como IgG kappa.

Assim sendo, o laboratério deve estar atento, pois um novo pico monoclonal
nio 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 terapéutico (daratumumab),
conhecido interferente do tracado eletroforético. Ao entrar em contato com a
equipe médica, verificou-se que a paciente estava fazendo uso da medicagdo da-
ratumumab para tratamento do mieloma multiplo. Por fim, pode-se confirmar a
suspeita de que o segundo pico monoclonal decorre do medicamento por meio da
aplicagdo do ensaio Hydrashift, no qual a ligagdo de anticorpos antidaratumumab
ao medicamento acarretard no desaparecimento do componente monoclonal (2)
observado na imunofixacaio.
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26 Fatores pré-analiticos e interferentes
no diagnéstico molecular

INTRODUCAO

O diagndstico molecular representa o segmento da medicina laboratorial respon-
savel pela detecgdo, pela tipagem e pela quantificagao de acidos nucleicos aplicados
a genética, ao cancer e as doengas infecciosas. Os acidos nucleicos em questdo
incluem o DNA gendmico humano, o DNA tumoral e fetal livre circulante, o DNA
e o acido RNA virais, e as fusdes de RNA mensageiros.

Para que a detecgdo, a tipagem e a quantificacdo dessas moléculas possam ser
usadas como ferramentas de triagem, diagnostico ou estratificagao de risco na me-
dicina laboratorial, é necessario garantir a acuracia e a precisao das andlises de
modo que realmente reflitam a condi¢ao clinica do paciente.

Como a fase analitica geralmente é muito bem avaliada pelos fabricantes de
testes ou pelas equipes de pesquisa e desenvolvimento de métodos in house, a fase
pré-analitica, exclusiva de cada laboratdrio, pode ser a origem de erros ou falhas.

Assim, é necessario conhecer o tipo de acido nucleico avaliado, sua comparti-
mentalizagdo, suas causas de degrada¢do e os interferentes intrinsecos dos dife-
rentes tipos de materiais bioldgicos para uma efetiva neutralizagao dos possiveis
efeitos da fase pré-analitica sobre as anlises.

O tipo de acido nucleico torna-se relevante porque DNA e RNA tém estabilida-
des diferentes que refletem suas diferengas quimicas e estruturais. E preciso saber
se no material bioldgico dos pacientes o dcido nucleico alvo do ensaio encontra-se
dentro ou fora de compartimentos, como membrana plasmatica, parede celular,
vesiculas ou capsideos. A quantidade e os tipos de nucleases (enzimas que degra-
dam acidos nucleicos) variam de espécime para espécime, tornando-se necessario
neutraliza-las, limita-las ou, no minimo, 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 substancias que, se
inadvertidamente introduzidos nas reagdes enzimaticas subsequentes a extracao
de 4cidos nucleicos, inibem tais reacdes, tornando-se, assim, interferentes.

Em tempo, é preciso atentar-se ao fato de que cada uma das variaveis supracita-
das ¢ unica para cada tipo de material bioldgico passivel de ser analisado no setor
de diagndstico molecular (sangue total, plasma, soro, urina, saliva, fezes, esperma
e outros).

Contudo, existem formas e artificios capazes de estabilizar os dcidos nucleicos
mitigando os efeitos dessas varidveis pré-analiticas. Tais artificios, somados as mo-
dernas técnicas de purificagdo de DNA e RNA, possibilitam que os exames de diag-
ndstico molecular alcancem seu proposito como ferramentas de triagem, diagnos-
tico ou estratificagao de risco na genética, no cancer e nas doencas infecciosas.

FATORES QUE INFLUENCIAM A

ESTABILIDADE DOS ACIDOS NUCLEICOS

Estrutura e composicao quimica

As caracteristicas quimicas e estruturais dos acidos nucleicos influenciam direta-
mente sua estabilidade. O DNA é formado por duas fitas polinucleotidicas comple-
mentares, cujo agucar do esqueleto carbonico ¢ a desoxirribose e nao se degrada
com o calor. O RNA ¢ formado por uma fita polinucleotidica, cujo agticar do es-
queleto carbonico € a ribose e se degrada com o calor, principalmente na presenga
de ions divalentes.! O grupamento hidroxila no carbono 2’ da ribose torna o RNA
mais reativo que o DNA. A desoxirribose apresenta um hidrogénio na posi¢do
equivalente.>® A maior exposi¢ao das bases nitrogenadas nas estruturas secunda-
rias formadas pelo RNA o torna mais suscetivel aos ataques enzimaticos. O DNA,
por sua vez, tem bases mais protegidas na dupla hélice, havendo um espago mi-
nimo para ataques enzimaticos.*® Assim, as analises envolvendo o DNA sofrem
menos interferéncia de variaveis pré-analiticas.

Compartimentos
As RNAses sao ubiquas nos materiais bioldgicos.” Assim, nao se espera encontrar
RNA livre em espécimes laboratoriais. O que torna o RNA estavel nos materiais
bioldgicos ¢é sua compartimentagao dentro dos capsideos virais® ou exossomos®!’
ou sua constante produgao dentro das células.''?

A detecgdo e a quantificagdo de RNA virais sdo possiveis em razao da prote¢ao
do capsideo.”” Encapsular o RNA com proteinas do capsideo de fagos — simulando
uma particula viral - o protege das ribonucleases (RNAses) dos materiais biologi-

cos, sendo esta a estratégia para a construgao de diversos controles e calibradores."
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Dentro das células, o RNA tem estabilidade variavel e diferentes vias de degra-
dagdo podem ser ativadas durante a adaptacio celular a estimulos intrinsecos ou
extrinsecos.'>'° E preciso atentar-se que as células vivas na amostra ex-vivo podem
ter sua expressao génica alterada, o que acontece com os leucdcitos no sangue duran-
te seu processamento pré-analitico podendo interferir nos resultados dos exames."”

Por sua vez, o DNA livre na forma de fita dupla (fisioldgico) ou simples (sintético)
¢ bem mais estavel que o RNA nos materiais biologicos. Na pratica, isso é observado
pela existéncia do DNA livre circulante de origem fetal ou tumoral, alvos dos testes
pré-natais ndo invasivos e das bidpsias liquidas, respectivamente, ou mesmo o DNA
circulante fisioldgico, oriundo da hematopoese e da morte celular.'®** Na verdade, a
maior parte do DNA livre circula associada as histonas do nucleossomo, que dificul-
ta, mas ndo impede sua degradagao pelas DNAses sanguineas.”

Os tipos e a concentragdo das DNAses variam de espécime para espécime. Por
exemplo, a concentragdo de DNAses ¢ muito maior na urina do que no sangue.***
A compartimentalizagdo dentro de células, membranas plasmaticas, capsideos vi-
rais ou exossomos protege o DNA da agdo das DNAses. Nesse sentido, enquanto o
DNA livre de células ¢ escasso e fragmentado na urina,*”” o DNA da Chlamydia
trachomatis pode ser detectado por longos periodos apos a coleta®® — protegidos
pela parede celular® ou pelo corptsculo elementar.*® O uso de tampdes estabili-
zantes pode ser uma alternativa para preservar o DNA em material bioldgico rico
em DNAses.” Na Tabela 1, ha um resumo das aplicagdes do diagndstico molecular
e os respectivos materiais bioldgicos, acidos nucleicos alvos e compartimentos.

TABELA 1 Aplicagdes do diagndstico molecular e os respectivos materiais biolégicos,
acidos nucleicos alvos e compartimentos

Aplicacao Material biolégico Acido nucleico ~Compartimento
Genética

Mutag¢des germinativas Sangue total DNA genémico Célula eucariética
NIPT* Plasma DNA fetal Livre/nucleossomos
Cancer

Bidpsia liquida Plasma DNA tumoral  Livre/nucleossomos
Fusdes génicas Sangue total RNA tumoral Célula eucaridtica

Doencas infecciosas

Virus no sangue Plasma DNA/RNA viral Capsideo viral
Virus no sémen Sémen DNA/RNA viral Capsideo viral
Chlamydia trachomatis ~ Urina DNA bacteriano Parede celular/corpo elementar
Clostridium difficile Fezes DNA bacteriano Parede celular

* Triagem pré-natal ndo invasiva.
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DNAses

Tém papel fisiolégico importante na apoptose, na necrose e no clearance de aci-
dos nucleicos fisioldgicos e exdgenos.’>** Em cooperagdo com as proteases, essas
enzimas sdo essenciais para eliminacdo das células mortas e, consequentemente,
para homeostase dos tecidos e resolu¢do da inflamagédo.* Falhas nos mecanismos
de eliminagdo de DNA do organismo (DNAses, metabolizagao renal e hepatica)
estdo associadas a patogénese de doencas autoimunes, como o lipus eritematoso
sistémico.”

DNase I é a principal enzima capaz de degradar o DNA encontrado nos fluidos
bioldgicos. Sua atividade é maior na urina, seguida de sémen, saliva e sangue.*
Trata-se de uma enzima dependente de ions divalentes,* ou seja, pode estar com-
pleta ou parcialmente inibida nos tubos contendo EDTA e citrato de s6dio como
anticoagulante.?”*

A DNAse I é responsavel por 90% da atividade DNase presente no sangue,” sen-
do também a principal DNAse encontrada na urina, no sémen e na saliva.”>* Po-
rém, existem outras quatro enzimas capazes de degradar o DNA nessa espécime:
DNase IT;* fosfodiesterase I;* anticorpos hidrolizantes de DNA;* e lactoferrina.*’
A DNAse II e a fosfodiesterase I também sdo encontradas na urina.”’

O impacto das DNAses sobre o diagnéstico molecular foi negligenciado
por muito tempo. A Tabela 2 contém as caracteristicas das DNAses encon-
tradas no sangue.

TABELA 2 Caracteristicas das DNAses encontradas no sangue

DNAse Quantidade  Principal substrato lons bivalentes  EDTA
DNAse | Alta dsDNA Dependente Inibe
DNAse Il Baixa dsDNA Independente N3o inibe
Fosfodiesterase | Baixa ssDNA e RNA Dependente Inibe
Anticorpos Baixa dsDNA Dependente Inibe
hidrolizantes de

DNA

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).** As RNases estao presentes em todos os materiais bioldgicos usados com
finalidade diagnostica, sendo a principal a RNase 1.*** A RNase I esta presente na
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urina, no plasma seminal, no liquido cefalorraquidiano, na saliva e no sangue.*' No
entanto, a RNase II é mais abundante na urina que a RNAse 1.7

A RNAse I do sangue é produzida pelas células endoteliais.*” Acredita-se que
suas funcgoes sejam degradar o RNA extracelular contribuindo para a normali-
zagdo da viscosidade sérica e participar de uma resposta fisioldgica inespecifica
contra o RNA de patdgenos.*

Quando um RNA desprotegido (livre) é adicionado ao sangue, sua degradagao
pelas RNAses sanguineas ocorre em 15 segundos.” No entanto, pequenas quanti-
dades de RNA enddgeno podem ser detectadas no soro e no plasma até 24 horas
apos a coleta, sugerindo que hd algum mecanismo de protecao,” como a compar-
timenta¢do nos exossomos.”*”!

Interferentes

Os ensaios moleculares podem ser inibidos por substancias presentes no material
bioldgico caso estes sejam coextraidos com os acidos nucleicos. Esses inibidores
interferem diretamente nas reagdes enzimaticas, o que diminui a sensibilidade dos
testes, podendo até mesmo promover resultados falso-negativos.*

Os inibidores sao espécime-especificos, havendo a necessidade da implanta-
¢do de processos ou protocolos especificos para cada tipo de matriz. Substincias
inibidoras de reagao em cadeia da polimerase (PCR) como IgG, hemoglobina e
lactoferrina podem ser coextraidas do sangue, soro ou plasma.’*** Hormdnios
e antivirais (aciclovir) também podem afetar a amplificagdo.”>** O componente
mais critico da urina é a ureia, que degrada as polimerases.*>*”*® Polissacarideos,
sais e acidos biliares e glicolipidios coextraidos das fezes também sao descritos
como inibidores.””*

Os inibidores podem ser também introduzidos na amostra durante a fase pré-
-analitica e/ou purificacdo dos acidos nucleicos, o que inclui p6 das luvas, sais (clo-
reto de sddio e cloreto de potassio), detergentes (SDS) e moléculas orgéanicas (etanol,
isopropanol e fenol).’**¢! O EDTA, presente em varios tampdes de eluigdo para pre-
servar o DNA, pode inibir as reagdes de PCR ao sequestrar os ions magnésio.™

A possibilidade de coextragao de inibidores faz com que os controles do proces-
so sejam essenciais para o diagndstico molecular. Esses controles serdo abordados
no topico “Controles de processo”

Anticoagulantes

Os principais anticoagulantes utilizados em medicina diagnéstica sdao EDTA, he-
parina e citrato de s6dio.®> O EDTA e o citrato de sddio apresentam mecanismo de
acdo anticoagulante distinto do da heparina. A diferenga entre esses mecanismos
tem um importante impacto sobre os métodos moleculares.

314



O EDTA e o citrato de sodio sdo quelantes de calcio, e o sequestro deste ion,
considerado o fator IV da coagulagao, inibe a cascata porque o célcio é importante
para a ligacdo dos demais fatores de coagulacao aos fosfolipidios.”® A heparina se
complexa com a antitrombina III induzindo mudangas estruturais que potenciali-
zam sua acao sobre a trombina e sobre o fator X ativado. Isso impede a ativac¢ao da
trombina e, consequentemente, a conversao do fibrinogénio em fibrina.*

Em virtude de seu mecanismo de a¢ao, os quelantes de calcio apresentam uma
vantagem secundaria. Além de inibirem a coagulac¢do, inibem as DNAses do san-
gue, enzimas dependentes de calcio e magnésio (outro ion bivalente sequestrado
pelo EDTA). O EDTA na concentragdo usual dos tubos encontrados no mercado,
entre 1,4 e 2,2 g/L,** é capaz de inibir consideravelmente as DNases do sangue.”
No entanto, as concentragdes de citrato de sddio em geral encontradas nos tubos
disponiveis no mercado, entre 3,2 e 3,8%,” inibem parcialmente as DNAses do
sangue. Seria necessaria uma concentracao de 8% para que o citrato de sddio apre-
sente uma inibicdo semelhante a do EDTA.*®

Contrariamente, as DNAses do sangue estdo ativas no sangue total e no plasma
coletados na heparina, pois esta ndo inibe as DNAses do sangue. Sendo que, den-
tre os principais anticoagulantes (EDTA, citrato de sddio e heparina), as amostras
colhidas em heparina sdo as que apresentam maior atividade DNase.”® Ademais,
existe o consenso na literatura de que a heparina inibe as reacdes moleculares se
coextraida com os dcidos nucleicos.*® Portanto, o uso da heparina como anticoa-
gulante deve ser evitado no diagnéstico molecular.

As DNases do sangue também estdo ativas no soro. Sua atividade nesse espéci-
me é um pouco menor que na heparina, em virtude da inibi¢do promovida pela
G-actina liberada no soro durante a coagulagdo. No entanto, o congelamento a

-20°C ¢ capaz de inibir a atividade DNAse do soro.”” 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 informagdes sdo relevantes principalmente para os testes
envolvendo o DNA gendmico e o DNA livre de células. A inibi¢ao das DNAses do
sangue protege esses alvos ex-vivo, ou seja, durante o transporte e 0 armazenamen-
to. E possivel estender a protegio para DNA viral, pois, se ele perder seu comparti-
mento protetor, tornando-se um DNA viral livre, suas caracteristicas quimicas e a
inibi¢ao das DNases pelo EDTA poderiam protegé-lo. De fato, controles sintéticos
podem ser construidos pela adi¢ao de DNA sintético fita simples ou fita dupla
desprotegidos diretamente no plasma-EDTA, pois sua quantidade é bem estavel
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 prote¢io ao DNA. Como as
RNAses ndo dependem de ions bivalentes, elas ndo sdo inibidas pelo EDTA.

Temperatura de transporte, temperatura de armazenamento

e tempo entre a coleta e a realizagao dos exames

O transporte e o armazenamento a uma temperatura baixa (4 a 8°C) consistem
em aliados do diagndstico molecular - vérios alvos moleculares sdo estaveis por
alguns dias nessa temperatura, como pode ser observado a seguir.

O DNA gendmico no sangue total EDTA é muito estavel e pode inclusive ser
transportado e armazenado a temperatura ambiente.** Sua quantidade depende
do nimero de células nucleadas, que diminuem na amostra ao longo do tempo
apos a coleta, tanto a temperatura ambiente quanto refrigerada.® Mesmo com essa
diminuigdo com o passar dos dias, a quantidade de DNA recuperada é mais que
suficiente para a maioria das analises genéticas. De fato, se congelado, a quantidade
de DNA recuperada diminui.®” Mas alguns estudos relatam que o DNA genémico
de alto peso molecular pode ser extraido do sangue total EDTA apds 1 ano de ar-
mazenagem a —20°C.% Essas evidéncias indicam que nao ha muita dificuldade em
trabalhar com o0 DNA gendmico extraido do sangue.

O cendrio muda quando se trata do RNA intracelular extraido a partir do san-
gue total EDTA, como ¢ o caso da detec¢do ou da quantificagdo das fusdes BCR-

-ABL na leucemia mieloide cronica.®® Sabe-se que a expressdo génica das célu-
las nucleadas do sangue se altera ex-vivo pouco tempo depois da coleta. Em 24 e
48 horas, ja se percebem alteragdes e alguns genes podem ser ativados ou inibi-
dos. Assim, é necessario validar se o tempo de transporte e a armazenagem a 4°C
interferem no ensaio.” No entanto, existem tubos especializados que evitam esse
efeito (vide topico “Tubos especializados”).”” Usando-se os tubos convencionais de
sangue total EDTA, recomendam-se: isolar o botdo leucocitario; romper seletiva-
mente as hemadcias;” e adicionar um tampao de lise baseado em sais de guanidina,
o qual lisa os leucocitos, degrada as RNAses e estabiliza 0 RNA. Esse RNA estabi-
lizado pode ser guardado a -20°C por meses até o momento da extragdo de acidos
nucleicos.”>”? Portanto, deve-se evitar congelar o sangue total-EDTA antes da ex-
tragdao de RNA, pois a hemolise e a lise de leucdcitos provocada pelo congelamento
dificultam o isolamento do botao leucocitario.”

No caso do plasma-EDTA para detec¢ao de virus de DNA e RNA, tradicional-
mente, o espécime é centrifugado poucas horas ap6s a coleta, pois alguns virus se
mostraram instaveis no sangue total a temperatura ambiente,”>’®e evita 0 aumento
da propor¢ao do DNA gendmico do paciente no plasma em razao da lise de leu-
cdcitos.”” Nesse caso, recomenda-se o uso de tubos com gel separador, pois evita

316



a transferéncia do plasma do tubo primario.”® Os virus tendem a ser bem estaveis
nesse espécime, principalmente a 4 a 8°C para transporte e estocagem de curto
prazo”® e a -20 ou -80°C na estocagem de longo prazo.*’’ No entanto, as con-
di¢oes pré-analiticas de transporte e armazenamento nao foram avaliadas exten-
sivamente para todos os virus, principalmente os considerados “novos”, como os
virus zika e chikungunya. Nesse caso, sdo extrapoladas dos estudos com virus mais
tradicionais, como o HIV e CMV. Todavia, tais extrapola¢des devem ser avaliadas
pelo laboratério na validagdo ou na verificagio dos ensaios.

A mesma indica¢do de separaciao em poucas horas apds a coleta é valida para
o plasma-EDTA para analise do DNA fetal e do DNA tumoral livre circulante,
pois evita sua contamina¢ao com DNA originado da lise de células nucleadas do
sangue.””®? O uso de tubos especificos com estabilizantes evita essa questao,** mas
resultados aceitaveis podem ser obtidos com o plasma-EDTA 8%

O congelamento influencia negativamente o ensaio para detecgao do DNA da
Chlamydia trachomatis na urina. Contudo, a bactéria se mostrou estavel na uri-
na por 15 a 30 dias a temperatura ambiente**®* e 30 dias se resfriada a 4 a 8°C.*®
O DNA da Neisseria gonorrhoeae foi estavel na urina por 15 dias a temperatura
ambiente.** O DNA da Trichomonas vaginalis foi estavel entre 3 e 7 dias na urina
resfriada, mas ndo a temperatura ambiente.*> A extrapolacao desses dados para
outras bactérias deve ser validada pelo laboratorio. Fabricantes dos ensaios para
Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae recomendam a transferéncia da
urina para um meio de transporte baseado em sais de guanidina em até 24 horas.*
Uma vez nesse meio, 0 DNA do patogeno tende a permanecer estabilizado por
28 dias a temperatura ambiente.®

O sémen tornou-se um importante material bioldgico para pesquisa de virus,
pois estes tendem a permanecer por mais tempo nesse espécime em compara-
¢d0 ao sangue e a outros materiais bioldgicos.*”** Como o esperma é altamente
imunogénico, a resposta imune fica restrita nos testiculos para tornar possivel a
sobrevivéncia dos espermatozoides® — essa pode ser a explicagdo para a maior
permanéncia e persisténcia dos virus nesse material biolégico.” Uma revisdo da
literatura demonstrou que mais de 27 virus podem se encontrados no sémen.”
Como o uso do sémen para pesquisa de virus utilizando métodos moleculares é
muito incipiente, as consideragdes pré-analiticas para as culturas microbioldgicas
do sémen ou do plasma-seminal podem ser extrapolados.”

No caso das fezes para andlise molecular de patdgenos gastrintestinais, esse ma-
terial bioldgico tem sido estabilizado e transportado no meio Cary-Blair,”* no qual
a estabilidade do material é de 4 dias a 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) sdo tubos que preservam
o RNA da amostra de sangue instantaneamente apds a coleta,” evitando as alte-
ragdes na expressio génica que ocorrem ex-vivo.”** Eles fazem com que o per-
fil de expressao génica da amostra seja mais fiel a condi¢do in-vivo do paciente.
O tubo BCT® (Streck) contém estabilizantes de células nucleadas que impedem
seu rompimento durante o transporte, evitando, assim, a contaminagdo do plasma
a ser usado em bidpsia liquida ou NIPT com sequéncias de DNA genomico dos
pacientes, o que poderia diminuir a sensibilidade do método.”

EXTRACAO DE ACIDOS NUCLEICOS

A principal extra¢ao de acidos nucleicos utilizada na atualidade ¢ a extragdo de
Boom, método que se baseia na lise dos possiveis compartimentos, na inativacao
de nucleases com um agente caotrépico (sais de guanidina), e na ligagao do 4cido
nucleico as particulas de silica,”® magnéticas ou ndo. O método tem a capacidade
de extrair todos os diferentes tipos de acidos nucleicos que possam estar presentes
na amostra,” sendo utilizado nas principais extragdes manuais baseadas em colu-
na e nos principais equipamentos de extragao automatizada de acidos nucleicos. O
método também é genérico com relagao ao tipo de material bioldgico.

A primeira etapa da extragao consiste na mistura da amostra com um tampao
de lise, justamente a solu¢ao que contém altas concentra¢des de sais de guanidi-
na. Como dito anteriormente, esse tampao lisa todos os possiveis compartimentos
contendo acidos nucleicos e degrada todas as nucleases, incluindo as RNases. As-
sim, esse tampao de lise compreende uma 6tima maneira de estabilizar os acidos
nucleicos e inativar possiveis patégenos na amostra. Uma vez no tampao de lise,
os acidos nucleicos, tanto DNA quanto RNA, ficam estabilizados por alguns dias a
temperatura ambiente e varios meses a —20°C e anos a -80°C.7>”

Quantidade de dcido nucleico de fundo nas amostras

A quantidade de acidos nucleicos do proprio paciente varia entre as amostras. Esse
DNA de fundo sera coextraido com o acido nucleico alvo do teste. Nos ensaios
para detecgdo de alvos em baixo nimero de cdpias, ou seja, ensaios em que a sen-
sibilidade é um fator importante, quanto maior a quantidade de DNA nas reacdes
moleculares, maior a chance de resultados inespecificos. Assim, o DNA de fundo
pode ter impacto na sensibilidade do ensaio,””* principalmente nos casos em que
o conjunto de iniciadores de PCR néo ¢ especifico ou o DNA de fundo contenha
sequéncias muito similares as sequéncias-alvo do ensaio. Contudo, nas situagdes
em que os iniciadores de PCR sdao muito especificos, o DNA de fundo nao interfere
no resultado do ensaio.” Se aplicavel, o efeito do DNA de fundo sobre o ensaio
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deve ser validado. As concentragdes de DNA gendmico humano nos diferentes
tipos de amostra podem ser encontradas na Tabela 3.

TABELA 3 Concentrac¢des de DNA genédmico humano nos diferentes espécimes
usados no diagndstico molecular

Espécime DNA de fundo

Sangue total EDTA ~18.000 a 180.000 ng/mLe°
Plasma-EDTA ~3a30 ng/mL2os

Soro ~ 50 a 500 ng/mL'

Urina ~ 40 a 200 ng/mL"*

Fezes ~90a110 ng/mg'*

Plasma seminal ~ 13.400 ng/mL®

Saliva ~15.000 a 74.000 ng/mL°7

CONTROLES DE PROCESSO

Apesar dos esforgos para elimina-los, os inibidores de PCR ainda podem estar
presentes nas amostras apds a extragao de acidos nucleicos.” Além disso, existem
situacOes especificas em que a extracdo de acidos nucleicos é excelente para o
plasma, o soro e outros tipos de amostras, mas coextrai um inibidor do sangue
total'® (fato que também demonstra a importéncia da validagdo da extragao).

Como as reagdes moleculares podem ser completamente inibidas pelos inter-
ferentes mesmo com a presenga do acido nucleico alvo na amostra, controles de
reacao devem ser usados para excluir a possibilidade de resultados falso-negati-
v0s.'” O controle de reagdo pode ser um acido nucleico alvo sabidamente pre-
sente na amostra (controle endogeno), ou um acido nucleico sintético ou mesmo
um microrganismo com quantidade ou resultado esperado conhecido (controle
exdgeno). O controle de reagdo pode ser adicionado a amostra e analisado com
o alvo principal na mesma rea¢ao (controle interno) ou em uma reagao exclusi-
va (controle externo). Se adicionados a amostra primaria (ou durante a extragdo),
controlam todo o processo; se adicionados apds a extragdo, controlam apenas a
amplificagdo.”

Amostras ricas em DNA e RNA, como o sangue total, possibilitam 0 emprego
de controles de rea¢ao endégenos. Amostras escassas em acidos nucleicos, como
plasma e urina, exigem controles de reagdo externos. Se o controle exdgeno for um
RNA desprotegido, este deve ser adicionado as amostras apos a etapa de lise na
extra¢do de Boom, pois, nesse momento, as RNases foram inativadas.'*’
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Para que a amplificagao do controle de rea¢ao ndo interfira na amplificagdo do
alvo principal, limita-se a quantidade dos iniciadores de PCR para o controle de
reacdo em um terco da quantidade usada para o alvo principal.”

Além disso, os controles de reagao podem ser utilizados para avaliar o impacto
da fase pré-analitica sobre a amostra. Por exemplo, recomenda-se obter uma quan-
tificagdo minima de copias de um gene referéncia (p. ex., 10 mil cépias do mRNA
do gene ABLI ou 4 logs) nas reagdes para detec¢do e quantificagdo das fusoes
génicas BCR-ABLI para avaliar o impacto pré-analitico sobre o ensaio e garantir a
sensibilidade do método.'!"!*?

CASO CLiINICO | SEXAGEM FETAL NO SANGUE CAPILAR
Sabe-se que o DNA fetal livre de células esta presente na circulacdo materna, tem
origem nas células da placenta e sua quantidade aumenta ao longo da gestagao.
Tradicionalmente, sua detecgdo é feita no sangue venoso coletado por venipuntura.
Uma de suas principais aplicacdes é a determina¢do nio invasiva do sexo fetal apos
a 8* semana de gestagao.'"”

Normalmente, ndo ha razdes médicas para descobrir o sexo fetal durante a ges-
tagdo. A excecdo é quando do risco de o bebé portar doengas genéticas importantes
e que dependem do seu sexo. Por exemplo, os meninos, mas nao as meninas, tém
risco de herdar a distrofia muscular Duchenne da mae se ela for portadora.''*!®

No entanto, o teste é muito utilizado para sanar a curiosidade dos pais em re-
lagdo ao sexo do seu futuro filho e se baseia na deteccao do cromossomo Y na
circulagdo materna, quando sua presenca indica a gestagdo de um feto do sexo
masculino e sua auséncia a de um feto do sexo feminino.

Com a intengao de trazer conforto para as maes que tém 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 execugdo do teste no sangue veno-
so (espécime padrao de referéncia) e no sangue capilar (espécime teste) de volun-
tarias gravidas.''® Os espécimes foram coletados na mesma ocasido 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 indistinguivel de um sinal verda-
deiro-positivo. E, ainda, os resultados no sangue venoso concordaram completa-
mente com 0 seX0 ao nascimento.''

Essas observag¢des sugerem que o sangue capilar, mas ndo o sangue venoso, esta-
va contaminado com sequéncias do cromossomo Y. De fato, as amostras de sangue
capilar estdo mais suscetiveis a contaminantes, porque a gota formada na superfi-
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cie da pele durante a coleta possibilita que DNA contaminantes presentes nas pon-
tas dos dedos entrem na amostra. Diferentemente, o sangue venoso ¢ diretamente
aspirado do vaso sanguineo para um tubo de coleta estéril.

Entao, introduziu-se uma assepsia das pontas do dedo com hipoclorito de s6-
dio diluido e tamponado em vez de alcool isoproprilico. O hipoclorito de sédio
diluido é muito utilizado para eliminar DNA indesejavel.!'!'® Sua seguranca e
suas propriedades néo irritantes sao bem conhecidas e aceitas.'*'?°

A nova assepsia foi capaz de reduzir a contaminagdo com sequéncias exdgenas
de cromossomo Y, observando-se concordancia completa entre os resultados do
sangue capilar, do sangue venoso e do sexo ao nascimento.

Isso confirma que a contaminagéo tinha origem nas pontas dos dedos e mostra
a importéancia da valida¢ao do novo tipo de material bioldgico antes de o método
ser colocado na rotina.
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27 Coleta de exames de rotina de urina

INTRODUCAO

O exame de urina de rotina compreende um dos testes laboratoriais mais frequen-
temente solicitados, sendo suplantado apenas pelo perfil bioquimico do soro e
pelo hemograma. E solicitado como teste de triagem em individuos assintomaticos
que se submetem a avaliagdo periddica, para diagndstico e acompanhamento de
portadores de enfermidades renais ou doencas sistémicas, ou, ainda, em pacientes
com enfermidades cronicas em tratamento para monitorar possivel toxicidade da
terapéutica ou complicagdes da doenga. Durante décadas, a analise fisico-quimica
da urina e microscdpica do sedimento foi considerada o padrao de referéncia. A
introdugdo de novas tecnologias e a automag¢ao melhoraram a produtividade e a
acurdcia desse exame. No entanto, a terceirizacdo de laboratdrios tem aumenta-
do a distancia fisica entre o paciente e a bancada do laboratdrio, o que promove
um maior desafio pré-analitico. Para Delanghe e Speeckaert,! a melhora na con-
fiabilidade e na padronizagdo de técnicas analiticas, dos reagentes e instrumentos,
que, por um lado, reduziu em cerca de 10 vezes o erro analitico nos ultimos 10
anos, e, por outro, contribuiu com a redugao dos erros diagnéstico em razdo dos
progressos na tecnologia da informag¢ao e nos métodos de garantia de qualidade,
tém tornado as fases pré e pos analiticas as mais vulneraveis aos erros nos exames
laboratoriais, particularmente na urinalise.

PREPARO DO PACIENTE

O laboratério é responsavel pelas informagoes dadas ao paciente, que possibili-
tardo a preparac¢ao ideal a fim de coletar uma amostra representativa sem fatores
interferentes. Embora, de maneira geral, nao 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 caracteristicas da urina se modificam ao longo do dia, confor-
me o tempo de jejum, a composicdo da dieta, a atividade fisica e sexual e o uso de
alguns medicamentos, que podem ser significativas e precisam ser consideradas
quando da interpreta¢ao dos resultados. Desse modo, as informagdes dadas ao
paciente para a coleta do exame devem ir além das explicagdes quanto ao aspecto
pratico do procedimento de coleta da amostra, enfatizando os efeitos de possiveis
interferentes, como dieta, diurese, exercicio, atividade sexual e medicamentos.

Apos exercicios fisicos, as alteragdes mais frequentemente encontradas na
amostra de urina sdo aumento na quantidade de hemacias, cilindros e proteinas,’
sendo a proteintria a mais marcante. Essa excrecdo de proteinas em individuos
saudaveis variara de acordo com a intensidade, a duragéo e o tipo de exercicio. Em
um estudo realizado em nosso meio’ com voluntdrios submetidos a exercicios de
forca de baixa e alta intensidade, constatou-se a elevagao de proteinas em rela¢ao a
coleta precedente a atividade em todas as amostras apds a atividade fisica de baixo
impacto, sendo ultrapassado em 33% dos casos o limite superior da normalidade
para aquela populagao. Nos voluntarios submetidos a exercicios de alto impacto,
essa alteracao foi mais marcante, e, em 66,6% das amostras, o limite superior da
normalidade foi ultrapassado.’

Apesar do fornecimento de instrugdes por escrito, boa parte dos pacientes pa-
rece ndo seguir adequadamente as recomendagdes. Miler e Simundic,* avaliando
a aderéncia dos pacientes as recomendac¢des para a coleta de urina de 24 horas,
observaram que mais da metade dos pacientes nao fazia a coleta adequada, princi-
palmente aqueles com mais de 65 anos e portadores de doenga cronica. Em nosso
meio, Silva et al.,’> avaliando as varidveis bacteritria, presenca de muco e células
epiteliais e a turbidez das amostras para exames de rotina de urina recebidas por
um laboratdrio clinico, observaram que quase 60% continham um nimero au-
mentado de células epiteliais e muco, e quase 75% apresentavam alteracao na tur-
bidez, evidenciando uma assepsia deficiente da regido urogenital.

Ja a atividade sexual pode determinar aumento no nimero de células epiteliais e
proteinas. A urina masculina pode ser contaminada por fluidos prostaticos e a das
mulheres por secre¢des vaginais.

Idealmente, a urina deve ser coletada no minimo 2 horas apds a tltima mic¢ao,
sem que o individuo tenha realizado atividade fisica intensa ou atividade sexual
nas 6 horas precedentes. Em mulheres, deve-se evitar a coleta do exame de rotina
de urina no periodo menstrual; caso ndo possa ser adiada, deve-se considerar a
utiliza¢do de um tampao vaginal para minimizar a contamina¢ao da amostra. Os
pacientes devem ser instruidos a entregar a amostra no laboratério o mais breve-
mente possivel, ndo podendo esse tempo exceder 2 horas ap6s a coleta. Apds esse
periodo, é importante que a amostra seja refrigerada ou se lance mao de conser-
vantes apropriados.
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TIPOS DE AMOSTRAS DE URINA

Para que o exame de urina fornega resultados representativos e confidveis, 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 laboratério. Os tipos de amostras mais utilizados sdo amostra aleatdria, primei-
ra urina da manha e segunda urina da manha. Cada uma apresenta vantagens e
desvantagens especificas. A escolha do tipo de amostra dependera da comodidade
e das condigoes clinicas do paciente, como suspeita de infec¢ao do trato urindrio,
uso de cateterismo etc.

Amostra aleatéria

Trata-se da amostra mais comumente recebida em razdo da comodidade para o pa-
ciente, ja que pode ser realizada a qualquer momento, desde que respeitado o interva-
lo de 2 horas apds a tiltima micgdo. O horario 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 fisica. Desse modo, caso
exista suspeita da influéncia de tais fatores em alguma anormalidade evidenciada,
pode ser necessaria uma nova amostra de urina em condi¢des mais controlada.

Primeira amostra da manha

Nesta, o paciente é orientado a coletar amostra de urina logo apds despertar. Para
muitos, é considerada a amostra ideal para o exame de rotina de urina por ser
mais concentrada, possibilitando a detec¢do de substincias quimicas e elementos
formados que podem estar ausentes em amostras aleatorias. No entanto, o cresci-
mento bacteriano na bexiga durante a noite pode afetar a detecgdo de cilindros e
elementos celulares.

Segunda amostra da manha
Deve ser coletada entre 2 e 4 horas apds a primeira mic¢ao, periodo em que o pa-
ciente deve permanecer em jejum. Essa coleta minimiza eventuais interferéncias
dos metabdlitos provenientes de alimentos ingeridos na noite anterior e a a¢do da
flora bacteriana sobre cilindros e elementos celulares.

Em todos os trés tipos, o paciente deve ser instruido a entregar a amostra no
laboratério no prazo maximo de 2 horas apds a coleta.

INSTRUCOES AOS PACIENTES

Nas coletas realizadas no laboratdrio, os pacientes devem ser orientados a lavar as
maos antes de iniciar a coleta e a fazer a assepsia da regido urogenital. E preciso
fornecer o material de higiene adequado, um recipiente identificado com o nome e
a data da coleta e as instrugdes ilustradas para a higienizagao e a coleta do material.
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Para a higienizagdo, recomenda-se o uso de sabonetes neutros. A utilizagdo de antis-
sépticos ndo é recomendada."® A clorexidina pode reduzir a contagem de colonias
bacterianas e 0 iodo polivinilpirrolidona determinar um resultado falso-positivo de
presenca de hemoglobina. Ao receber a amostra, a atendente deve se certificar
de que o paciente seguiu todos os procedimentos de higienizagao e de coleta reco-
mendados e que o recipiente esteja adequadamente fechado e identificado.

Pela simplicidade do procedimento e a comodidade, um grande nimero de pa-
cientes opta por fazer a coleta da amostra de urina em domicilio. Como a coleta
representa um estagio muito sensivel para a ocorréncia de erros e interferentes no
exame de urina de rotina, cuidados especiais devem ser tomados para que as infor-
magdes sejam passadas de maneira clara, por escrito e com desenhos ilustrativos
para garantir a realizagao da coleta dentro dos critérios adequados. Os pacientes
devem receber as instrugdes ilustradas e os recipientes ja com a sua identificagéo,
bem como ser orientados a entregar a amostra no laboratério o mais brevemente
possivel, sem ultrapassar 2 horas apos a coleta.

As instrucoes recomendadas pela Associagdo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT) para a coleta do exame de urina de rotina para o sexo masculino e femi-
nino sao descritas a seguir.’

Para o sexo masculino:

1. Identificar o frasco de coleta (fornecido pelo laboratério) colocando o nome do
paciente, a data e o horario de coleta.

2. Lavar as maos com agua e sabdo.

3. Retrair o prepticio para expor o meato uretral.

4. Lavar a glande com agua e sabao, comegando pelo meato uretral.

5. Enxugar, utilizando gaze ou toalha, a partir do meato uretral.

6. Com uma das méos, manter o prepucio retraido.

7. Com a outra mao, segurar o frasco de coleta de urina ja destampado.

8. Iniciar a micgao, desprezando o primeiro jato de urina no vaso sanitario.

9. Coletar urina do jato médio até mais ou menos um ter¢o ou a metade da capa-
cidade do frasco.

10. Desprezar o restante de urina no vaso sanitario.

11. Fechar o frasco de coleta.

12. Encaminhar o frasco para o laboratdrio no prazo maximo de 2 horas, manten-
do-o0 em local fresco e ao abrigo da luz.

Para o sexo feminino:

1. Identificar o frasco de coleta (fornecido pelo laboratério) colocando o nome do
paciente, a data e o horario de coleta.
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2. Lavar as maos com agua e sabao.

3. Fazer a higiene da regido genital com agua e sabao, sempre no sentido de frente
para trés. E importante remover totalmente os residuos de pomadas, pds e cremes
vaginais eventualmente utilizados.

4. Enxugar toda a regido genital com gaze ou toalha, sempre no sentido de frente
para tras.

5. Separar os grandes labios, limpar o meato uretral e a regido ao redor da uretra.
6. Com uma das maos, manter os grandes ldbios separados.

7. Com a outra mao, segurar o frasco de coleta de urina ja destampado.

8. Iniciar a micgdo, desprezando o primeiro jato de urina no vaso sanitario.

9. Coletar urina do jato médio até mais ou menos um tergo ou a metade da capa-
cidade do frasco.

10. Desprezar o restante de urina no vaso sanitario.

11. Fechar o frasco de coleta.

12. Encaminhar o frasco para o laboratério no prazo maximo de 2 horas, manten-
do-o em local fresco e ao abrigo da luz.

Para a coleta de urina de pacientes que ndo tém controle da mic¢éo, pode-se
realizar o procedimento com saco coletor; nesse caso, se a coleta for realizada em
domicilio, as orientagdes para os pacientes do sexo masculino sdo:

1. Identificar o saco coletor com o nome do paciente e a data.

2. Proceder a higieniza¢ao da regiao genital como descrito anteriormente.

3. Certificar-se de que as regides genital e perineal estejam secas.

4. Retirar o papel que cobre a area aderente do coletor.

5. Fixar o saco coletor na drea genital de modo que o pénis permanega no seu
interior.

6. Aguardar que ocorra a mic¢do espontanea. Se nao ocorrer mic¢ao em um prazo
de 60 minutos, retirar o saco coletor e repetir os procedimentos de 1 a 4.

7. Ocorrendo a micgdo, retirar o saco coletor, veda-lo adequadamente, colocar
o horario da coleta e encaminhd-lo ao laboratério no prazo maximo de 2 horas,
mantendo-o em local fresco e ao abrigo da luz.

Para o sexo feminino, as instrugdes sao as seguintes:
1. Identificar o saco coletor com o nome do paciente e a data.
2. Proceder a higienizagao da regido genital como descrito anteriormente.

3. Certificar-se de que as regides genital e perineal estejam secas.
4. Retirar o papel que cobre a area aderente do coletor.
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5. Fixar o saco coletor na drea genital, esticando a pele para remover as dobras,
cuidando para que a regido anal fique fora da area de coleta.

6. Aguardar que ocorra a micgdo espontanea. Se ndo ocorrer micgdo em um prazo
de 60 minutos, retirar o saco coletor e repetir os procedimentos de 1 a 4.

7. Ocorrendo a micgdo, retirar o saco coletor, vedd-lo adequadamente, colocar
o horario da coleta e encaminha-lo ao laboratério no prazo maximo 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 preferéncia se da pela coleta do jato médio com assepsia. A denomi-
na¢do vem do fato de essa amostra corresponder a por¢do intermediaria do fluxo
urinario coletado espontaneamente apds assepsia genital. O paciente é orientado
a, ap0s a realizagdo da assepsia, desprezar o primeiro jato de urina emitida e, sem
parar a micgao, iniciar a coleta a seguir. Esse jato inicial pode conter secrecdes
presentes no terco distal da uretra e no meato uretral. Um estudo multicéntrico®
comparou os resultados de amostras obtidas do primeiro jato e do jato médio de
individuos sadios. A contagem de células epiteliais, de hemacias e de leucdcitos,
mas nao de cilindros, foi significativamente mais elevada em amostras do primeiro
jato. Um aumento significativo na contagem de células epiteliais, hemacias e leuco-
citos foi observado em mulheres em relacdo aos homens nas amostras obtidas do
primeiro jato, enquanto nao se verificaram diferencas consideraveis no jato médio.
Esses achados confirmaram a amostra de jato médio como a mais adequada, uma
vez que nela estda minimizada a presenca de elementos contaminantes, como bac-
térias, células e particulas formadas.

Nos pacientes sem controle esfincteriano, como criangas e idosos, frequente-
mente sdo utilizados sacos coletores para a coleta das amostras para o exame de
urina de rotina. Trata-se de sacos plésticos transparentes, estéreis, macios e com
dispositivo adesivo hipoalergénico para sua fixagdo. Apesar de um procedimento
simples, deve ser realizado apenas por pessoal capacitado e bem treinado.

Nos casos em que a coleta espontanea nao seja possivel e a amostra também
seja utilizada para o exame de urocultura, procedimentos mais invasivos, como o
cateterismo vesical e a pun¢do suprapubica, devem ser considerados.

A amostra cateterizada é coletada sob condigdes estéreis, pela colocagdo de um ca-
teter pela uretra até a bexiga. E muito utilizada para a coleta de material para urocul-
tura de criancas, uma vez que, em virtude da grande possibilidade de contaminagao
de urinas coletadas por saco coletor, as culturas obtidas por meio desses dispositivos
tém um maior valor preditivo negativo do que positivo. Um tipo de amostra cateteri-
zada mais raramente empregado refere-se a cateterizagao 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 competéncia legal para isso.

A pungdo suprapubica é obtida pela introdugao de uma agulha pela parede ab-
dominal até a luz da bexiga. Esse procedimento deve ser realizado apenas por pro-
fissionais capacitados e com competéncia legal para isso.

COLETA SEGURA

A urina é um material biolégico potencialmente contaminante e exige a obser-
vagdo de cuidados especificos de coleta, para que se preservem a integridade da
amostra e a seguranga dos profissionais e do paciente que a manuseiam. As nor-
mas de biosseguranca existem para proteger os profissionais que trabalham no la-
boratorio e os pacientes em atendimento. Assim, é importante que tanto o paciente
quanto esses profissionais que participardo 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 higieniza¢ao das maos antes do inicio da coleta e
apos a sua conclusdo. Em todos os momentos em que seja possivel o contato fisico
com a amostra, o profissional responsavel pela coleta, pelo transporte e 0 manuseio
deve utilizar luvas adequadas.

As amostras devem ser etiquetadas com o nome do paciente, nimero de iden-
tificacao, cddigo de barras (se for utilizado pelo laboratorio), data e hora da coleta
e o tipo de material coletado. As etiquetas precisam ser fixadas no corpo do reci-
piente, e ndo em sua tampa, devendo ser de natureza tal que nao se despreguem em
caso de necessidade de refrigeracao.

Um formuldrio de requisi¢ao precisa acompanhar as amostras enviadas ao la-
boratdrio. No formuldrio, devem constar as informacdes que estdo nas etiquetas
das amostras acrescidas de informagdes adicionais com a inclusio de informagoes
clinicas, medicagdes em uso e possiveis fatores interferentes.

Quando as analises ndo forem realizadas em um prazo maximo de 2 horas apds
a coleta, a amostra devera ser refrigerada e protegida da luz, e nunca congelada.
Nessas condigdes, em geral, as amostras se manterao adequadas para avalia¢ao por
um periodo de até 12 horas.’

FRASCOS DE COLETA

A amostra deve ser coletada em um frasco de material inerte, limpo, seco, a prova
de vazamento, de material ndo absorvente e que permita a visualizagao 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 realizagdo de pesquisas quimicas e microsco-
picas e eventuais confirmagdes, sobrando espago para que a amostra seja homoge-
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neizada no préprio frasco. Deve-se preferir recipientes descartaveis, pois eliminam
a possibilidade de contaminagdo decorrente de uma lavagem inadequada.

CASO CLiNICO 1

LBA, 25 anos, do sexo masculino, fez, por solicitagio médica, uma avaliagao labora-
torial que constava de hemograma, avaliagao bioquimica do sangue e um exame de
urina de rotina. Fez a coleta de sangue no laboratdrio 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, proteina 2+, vestigios de hemoglobina, e, na
microscopia, 4 hemacias e 5 leucdcitos por campo, algumas células epiteliais e alguns
cilindros hialinos. O horario da coleta, 12h30, evidenciava uma amostra aleatéria.
O paciente foi contatado por telefone e informou que havia feito treino de muscula-
¢do0 durante a manha no dia da coleta. A repeti¢do do exame em primeira urina da
manha no dia seguinte mostrou todos os parametros dentro da normalidade.

Esse caso mostra a importancia do registro do horario da coleta que pode aler-
tar o laboratdrio sobre o tipo de amostra que analisa. A amostra aleatdria, embora
mais comoda para o paciente, é sujeita a influéncia de fatores como dieta e ativida-
de fisica. As alteragdes encontradas no exame sdo compativeis com as observadas
apos atividade fisica extenuante.

CASO CLiNICO 2
MAE, 15 anos, do sexo feminino, procura o laboratério para realizagao de exames
para avaliacdo de sobrepeso, ja trazendo recipiente com amostra de sua primeira
mic¢do. O exame da urina mostrou densidade de 1,020, pH 7,0, aspecto turvo e pro-
teina ++, e, na microscopia, numerosas células epiteliais, grande quantidade de muco,
15 leucdcitos e 7 hemacias por campo e numerosas bactérias. Foi solicitada uma
nova coleta, associada a urocultura, coletada no laboratério. A urocultura foi negati-
va e o resultado do novo exame de rotina de urina ndo mostrou anormalidades.
Nesse caso, urina turva, grande quantidade de células epiteliais e muco sugerem
uma urina contaminada por provavel coleta inadequada. As possibilidades mais
provaveis sdao higienizagdo incorreta e coleta de primeiro jato. Nessas situagdes,
além de maior quantidade de células epiteliais e de muco, pode-se ter um aumento
de proteinas e no numero de leucdcitos, hemacias e flora bacteriana. A nova coleta
realizada em condigdes mais controladas confirmou essa hipotese.
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28 Exame de rotina de urina

INTRODUCAO
O exame de rotina de urina inclui a avaliagdo macroscdpica, fisica e quimica, além
da andlise dos elementos presentes no sedimento urindrio. A analise quimica é
realizada por meio de tiras reagentes baseadas em quimica seca cujos resultados
sao determinados visualmente ou por instrumentos semiautomatizados ou auto-
matizados. Os elementos presentes no sedimento urinario 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 FiSICO-QUIMICO

Cor

A cor da urina depende do estado de hidratagdo do individuo, normalmente apre-
sentando-se em variados tons de amarelo. Tanto em situagdes fisioldgicas quanto
patoldgicas a urina pode apresentar uma coloragdo atipica. Dentre as condi¢des
fisiologicas, destacam-se a ingesta de alimentos com coloragdo forte (p. ex., be-
terrabas) ou consumo de grande quantidade de corantes alimenticios. Alteracdes
metabdlicas, metabdlitos de drogas utilizadas pelo individuo e diversas condi¢oes
patolégicas (p. ex., alteragdes hepaticas, hemdlise, infecgao urindria entre outras)
também provocam alteragdo na cor da urina.

Aspecto

A urina normal e recém-emitida é limpida ou discretamente opalescente, alteran-
do-se em virtude da presenca de numerosas células epiteliais, leucdcitos, hemadcias,
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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 radiograficos.

Densidade

Reflete o estado de hidratagdo do paciente e a capacidade dos rins de concentra-
rem a urina. Quando avaliada por meio de refratometria, sofre interferéncia da
glicosuria e/ou da proteintria. As tiras reagentes avaliam a concentragdo iénica
e ndo sofrem interferéncia de componentes nao ionicos da urina, como a glicose,
embora proteindria e cetonuria significativas possam ocasionar resultados falsa-
mente elevados.

pH

O pH urinario varia de acordo com o tipo de alimentagdo: dietas ricas em protei-
nas, por exemplo, sdo responsaveis por urinas acidas, enquanto, na dieta vegetaria-
na, a urina é mais alcalina.

Desconhece-se a presenca de interferentes na medida do pH na urina. Entretan-
to, erros na manipulag¢do da tira reagente que provoquem um excesso de urina na
tira fornecem resultados de pH mais acidos por contaminagdo dessa area reagente
pelo tampéo acido do teste da proteina.

Sangue (hemoglobina)

O teste ¢ mais sensivel a hemoglobina livre do que aos eritrdcitos intactos, sendo a

sensibilidade do teste reduzida em urinas alcalinas. Uma das maiores dificuldades

na sua interpretacgdo ¢ a alta sensibilidade da area reagente. Reagoes falso-positivas

ocorrem quando na presenga de mioglobina, outras peroxidases, como a peroxida-
se bacteriana, e quando ha contaminagdo com hipoclorito e/ou formol. Densidade

aumentada, metabdlitos de captopril, presenga de proteina, nitrito e dcido ascorbi-
co em altas concentragdes sdo causas de resultados falso-negativos.

A grande sensibilidade da drea reagente tornou sua aplicagdo pratica bastante
reduzida. Na pratica clinica, valorizam-se apenas os resultados negativos, que tor-
nam possivel excluir com boa margem de seguranga a presenga de hematuria ou
hemoglobinuria.

Proteina

Proteinas na urina representam um dos principais indicadores de doenga renal.
Esse teste é mais sensivel a presenga de albumina, ndo detectando outras proteinas,
como a de Tamm-Horsfall, a principal matriz dos cilindros. Rea¢des falso-negati-
vas sdo observadas com a excre¢do de outras proteinas que ndo a albumina, como
o caso do mieloma multiplo (excrecdo de cadeias leves livres).
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O uso de frascos descartaveis para coleta reduziu drasticamente a possibilidade
de resultados falso-positivos, raros e resultados da presenca de residuos de deter-
gentes nao idnicos e anidnicos no recipiente de coleta da urina.

Glicose

Aparece na urina quando a quantidade de glicose que entra na luz dos tubulos
excede sua capacidade de reabsor¢do. A pesquisa pelas tiras reagentes é especifi-
ca para glicose e ndo detecta outros agucares, como frutose, lactose ou galactose.
Observam-se resultados falso-negativos na presenga de niveis muito elevados de
acido ascorbico, especialmente nas amostras com baixas concentragoes de glicose.

Cetonas

Normalmente, ndo se observa a presenca de cetonas na urina. Resultados positivos
estdo associados a cetoacidose diabética, jejum prolongado, algumas dietas para
emagrecimento, febre e exercicios intensos, surgindo em decorréncia do metabo-
lismo de acidos graxos.

Nio se conhecem interferentes que causem reagoes falso-negativas para cetonas.
Resultados falso-positivos sdo observados quando de altas concentragdes de meta-
bdlitos de alguns medicamentos, como levodopa e captopril, substancias contendo
grupos sulfidrila ou em amostras de urina muito pigmentadas.

Bilirrubina

Apenas a bilirrubina direta (conjugada) ¢ encontrada em amostras de urina, es-
tando relacionada as ictericias obstrutivas e as hepatocelulares (hepatites, cirro-
se hepatica). Trata-se de uma das rea¢des mais sujeitas a agdo de interferentes.
O principal interferente refere-se a presenca de substancias que provocam altera-
¢des na cor normal da urina. Outras causas de resultados falso-positivos incluem
urobilinogénio elevado, fenotiazina e clorpromazina. Resultados falso-negativos
sao originados por exposi¢ao prolongada da amostra a luz ultravioleta (luz solar),
presenca de nitrito ou grandes quantidades de acido ascérbico.

Urobilinogénio

Urobilinogénio na urina correlaciona-se a excesso de produgéo de bilirrubina (he-
molise) ou nas lesdes hepaticas (redugao da reabsor¢do). Resultados falso-negati-
vos decorrem da exposi¢do prolongada da amostra a luz ultravioleta (luz solar), da
presenga de nitrito, da formalina ou de grandes quantidades de acido ascoérbico.
Urinas muito pigmentadas e metabolitos de nitrofurantoina, riboflavina, fenazo-
piridina, acido p-aminobenzoico e medicamentos que contém corantes diazoicos
provocam resultados falso-positivos.
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Nitrito

Nitrito positivo é observado na urina em decorréncia 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 sdo observados quando da presenca de bactérias que nao reduzem o nitrato,
da falta de nitrato na dieta (p. ex., nos lactentes e em dietas com baixa ingestao de
vegetais verdes) e de incubacdo da urina na bexiga insuficiente para que haja a re-
dugdo de nitrato a nitrito. Sao poucas as causas de resultados falso-negativos (4ci-
do ascdrbico em altas concentragdes, urinas pouco concentradas) e falso-positivos
(corantes na urina).

Leucdcito (esterase leucocitaria)

Esterase leucocitaria positiva (presente nos granulécitos intactos ou lisados) esta
associada a infec¢do urindria ou a processos inflamatdrios das vias urinarias. Resul-
tados negativos sao observados quando de leucdcitos nao granulécitos. Alguns an-
tibidticos, como cefalexina, cefalotina e tetraciclina, bem como altas concentragdes
de 4cido oxalico, ocasionam resultados falso-negativos. Metabolitos de antibidticos
a base de imipeném, meropeném ou acido clavulanico e agentes oxidantes (hipo-
clorito de sddio) e de formaldeido promovem resultados falso-positivos.

ELEMENTOS PRESENTES NO SEDIMENTO URINARIO

Os principais interferentes na analise do sedimento urindrio, tanto por micros-
copia Optica comum quanto por métodos automatizados, sdo a contamina¢io de
coleta ou a falta de experiéncia do analista. Presenga de muco, numerosos precipi-
tados amorfos e grande numero de células pavimentosas consistem nos principais
interferentes nessa etapa do exame de urina.

Leucdcitos

Leucocituria acentuada e presenca de grumos leucocitérios interferem na conta-
gem de leucocitos por dificultarem sua visualizagdo, podendo super ou subestima-
-los. Trichomonas sp., pequenas células epiteliais redondas e hemdcias volumosas
sdo ocasionalmente contados como leucdcitos.

Hemdcias

Assim como nos casos de leucocittria acentuada, hematuria intensa promove
contagens equivocadas. Hemacias fantasmas e hemacias com grande alteragdo no
tamanho e forma sdo causas comuns de contagens subestimadas. Por sua vez, le-
veduras isoladas, cristais de oxalato de calcio discoides e goticulas de gordura sao
eventualmente classificados como hemacias.
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Cilindros

Os principais interferentes sao filamentos de muco, fibras, células epiteliais pavi-
mentosas alongadas, numerosos precipitados amorfos e grumos leucocitarios e de
bactérias. Todos esses elementos dificultam a visualiza¢do, além de induzirem uma
classificagdo equivocada.

Cristais

Cristal de oxalato de calcio discoide pode ser confundido com hemacias. Cristais
nao usuais, formas raras de cristais de acido trico e cristais patoldgicos muitas
vezes sdo desconsiderados por um analista menos experiente ou incorretamente
nomeados.

Células epiteliais

Quando em grande quantidade, prejudicam a visualizagao dos demais elementos,
sendo, muitas vezes, classificadas como leucécitos, quando se trata de células redon-
das, ou como cilindros patoldgicos, quando assumem uma forma mais alongada.

Filamentos de muco
Trata-se de outro grande interferente na andlise dos elementos presentes na urina.
Ocasionalmente, sdo confundidos com cilindros hialinos.

Outros elementos

A diferenciagao entre precipitados amorfos e bactérias apresenta certa dificul-
dade. Como citado anteriormente, leveduras, muitas vezes, sao classificadas
equivocadamente como hemadcias e parasitas, como o Trichomonas sp., como
leucocitos.
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29 Hemocultura

Embora eventualmente evitaveis, as infec¢des de corrente sanguinea (ICS) com-
preendem as complicagdes mais devastadoras nas unidades de terapia intensiva
(UTI) e representam uma importante causa de morbidade e mortalidade em huma-
nos, além de outras consequéncias, como prolongamento do tempo de internacao
hospitalar e aumento nos custos da assisténcia. Ha evidéncias de que a terapéutica
adequada precoce melhora o prognéstico desses pacientes, 0 que aumenta a neces-
sidade de obter um resultado mais rapido e preciso da hemocultura, que configura,
sem davida, um dos mais importantes exames microbiologicos.

Do ponto de vista pratico, é importante a divisdo da ICS em sindromes que apre-
sentam caracteristicas especificas, devendo ser abordadas de maneira diferente:

+ Infec¢bes primadrias da corrente sanguinea (IPCS): sem foco infeccioso prima-
rio identificavel;

+ Infecgdes secundarias da corrente sanguinea (ISCS): com foco infeccioso pri-
mario identificavel em outra localizagdo;

+ Infecgdes da corrente sanguinea relacionadas ao cateter (ICS-CR): tém como
fonte de infeccdo o cateter vascular.

O aumento na prevaléncia de bacteremias, que geralmente resultam em uma ICS,
tem sido determinado por fatores como o aumento de pacientes com risco de infec-
¢oes, o surgimento de “novos” patogenos na corrente sanguinea, a difusdo de proce-
dimentos diagnc')sticos e terapéuticos invasivos, e o uso de cateteres intravasculares.

A ICS ¢ diagnosticada pela detec¢do de microrganismos vidveis na corrente san-
guinea, condi¢ao definida como bacteremia. Tal diagndstico ¢é facilitado quando
o médico informa ao laboratdrio as condicoes clinicas e sua provavel hipdtese
etiologica.
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O laboratdrio clinico tem um papel extremamente importante no tratamento
desses pacientes, uma vez que a hemocultura positiva representa um indicador
altamente especifico da infecgao. Outro fato de grande relevancia é que a identifi-
cagdo do agente infeccioso e o teste de sensibilidade aos antimicrobianos auxiliam
na orientagao terapéutica correta, cujo inicio precoce tem demonstrado redugdo
significativa na taxa de mortalidade.

Conceitualmente, a bacteremia se classifica em transitdria, intermitente, conti-
nua ou de escape:

+ Bacteremia transitoria: em geral rapida, com duragao que pode variar de alguns
minutos a poucas horas, é a mais comum, surgindo apds a manipula¢ao de al-
gum tecido infectado (p. ex., casos de abscessos, furtinculos e celulites), durante
algum procedimento cirdrgico envolvendo tecidos contaminados ou coloniza-
dos (p. ex., procedimentos dentarios, cistoscopia, cateterizagdo ou dilatacdo ure-
tral), ou quando de abortamento ou endoscopias digestivas;

o Bacteremia intermitente: manifesta-se em intervalos de tempo varidveis, tem
como agente 0 mesmo microrganismo e frequentemente se manifesta com febre
de origem indeterminada (geralmente em processos infecciosos, como pneu-
monias, abscessos intracavitarios, como os pélvicos, perinefréticos, hepaticos,
prostaticos etc.);

+ Bacteremia continua: caracteristica das endocardites infecciosas agudas e suba-
gudas e de outras infec¢des endovasculares. Esse padrao também ¢ encontrado
nas primeiras semanas da febre tifoide e na brucelose;

+ Bacteremia de escape (breakthrough): ocorre mesmo enquanto o paciente esti-
ver recebendo antibioticoterapia sistémica apropriada, isto é, o agente infeccio-
so é sensivel ao medicamento em uso. Quando se da no inicio da terapéutica,
geralmente resulta de concentragdes insuficientes do antimicrobiano atingidas
na corrente sanguinea. E interessante lembrar que, nas estafilococcias, ¢ comum
haver escape nos primeiros dias de tratamento, mesmo sob condi¢des adequa-
das de antibioticoterapia. J& os episddios de escape tardios geralmente se dao
por drenagem inadequada do foco infeccioso, acesso inadequado da medicagao
ou comprometimento do sistema imunoldgico do paciente.

E importante saber que, na maioria das vezes, as bacteriemias sdo causadas por
um Unico microrganismo, mas, em algumas situacdes, pode ser de etiologia po-
limicrobiana. Existem, ainda, fatos que interferem no diagndstico da bacteremia,
como o fato de a eliminagdo do agente poder ser menos eficiente quando de mi-
crorganismos encapsulados ou situagdes em que tratamento é ineficaz, provocan-
do a manuten¢ao ou recorréncia do episddio de bacteremia, como nos casos de
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infecgoes a partir de focos intravasculares, na presenca de dispositivos invasivos
pela formagao de biofilme ou em endocardites.

Em geral, as fontes mais comuns de ICS, incluindo as de origem comunitaria ou
hospitalar, sdo: dispositivos intravasculares (19%); trato geniturindrio (17%); trato
respiratorio (12%); intestino e periténio (5%); pele (5%); trato biliar (4%); abscesso
intra-abdominal (3%); outros sitios (8%); e sitios desconhecidos (27%).

E fundamental ter consciéncia de que muitas bactérias e fungos que compdem
o meio ambiente ou a microbiota normal do individuo podem causar ICS em
individuos gravemente comprometidos, sobretudo quando de casos de imunossu-
pressao (p. ex., pacientes transplantados, pacientes em quimioterapia), situagao em
ocorrem mudangas dramaticas no potencial do hospedeiro, tornando-o suscetivel
a esses microrganismos. Portanto, varios fatores sao importantes para facilitar o
diagnéstico dessa infecgdo: a indicagdo clinica precisa, a coleta, o transporte e
o0 processamento da amostra de sangue, que devem ser realizados adequadamente.

O resultado da hemocultura depende de varios fatores envolvidos nas fases pré-
-analitica, analitica e pds-analitica (Figura 1).

Paciente

Resultado
Diagnéstico e tratamento

FIGURA 1 Representagdo esquemadtica do fluxograma da amostra clinica enviada
para o exame microbiolégico.
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CUIDADOS NA FASE PRE-ANALITICA E SEUS INTERFERENTES

Os cuidados em cada etapa da fase pré-analitica da hemocultura sdo fundamen-
tais para que obter um bom resultado do exame, tornando, assim, a terapéutica do
paciente eficaz.

Indicac@o clinica

O médico tem um papel fundamental na acuracia do resultado da hemocultura,
pois seu conhecimento a respeito da epidemiologia e da fisiologia da ICS sera cri-
tico quando da solicitacdo do exame. A suspeita clinica determinard a indicagdo
clinica adequada do exame, o tempo de coleta entre as amostras, o frasco adequa-
do para o agente especifico e o processo utilizado pelo laboratério.

O indicador para a solicitacdo hemocultura refere-se a suspeita de bacteremias,
sepse, sepse grave, choque séptico ou febre de origem indeterminada. A indica¢do
¢ adequada quando ha suspeita de bacteremia clinicamente significativa, funge-
mias, micobacteremias ou calafrios, febre ou hipotermia, leucocitoses (principal-
mente com a presen¢a de formas imaturas dos granuldcitos), granulocitopenia
ou comprometimento hemodindmico sem causa conhecida, ou na combinagido
destes. E importante lembrar que pacientes idosos, imunocomprometidos e re-
cém-nascidos podem ndo manifestar quadros clinicos tipos de infec¢des graves.
Recomenda-se a hemocultura na suspeita de endocardite infecciosa, febre de ori-
gem indeterminada, infec¢des em pacientes imunocomprometidos (oncoldgicos,
neutropénicos, usuarios de corticosteroide, AIDS), pneumonias graves, pacientes
em uso de cateter venoso central com sinais de infec¢do de corrente sanguinea e
em casos de sepse, sepse grave e choque séptico. A hemocultura deve também ser
solicitada no momento em que o paciente estiver recebendo infusdo venosa ou em
hemodiilise, apresentando sinais de bacteremias. Quando o paciente esta em uso
de antibioticoterapia, subsequentes solicitagdes de hemoculturas poderao ser jus-
tificadas em casos de nao melhora clinica ou de evidéncias de faléncia terapéutica.

E fundamental que a solicitagdo da hemocultura seja adequada e que o médico
informe ao laboratdrio se ha hipdtese de uma suspeita diagnostica especifica (p.
ex., endocardite, bacteremia pds-cirurgia precoce) ou se pode se tratar de uma
infeccdo relacionada ao cateter. Outra informagdo muito util ao processamento do
exame refere-se a suspeita de um agente especifico, como micobactérias, fungos
filamentosos etc. Essas informagdes facilitam o processamento do exame, assim
como a liberagdo do resultado — a falta delas podera resultar até mesmo na libera-
¢do de um resultado falso-negativo.
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Coleta da amostra

A acurdcia 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 basicos gerais:

+ O conhecimento da histdria natural e da fisiopatologia dos processos infeccio-
sos é fundamental na determinagao do periodo 6timo para a coleta do sangue
para a cultura;

+ Tanto os antibidticos agentes bactericidas quanto os bacteriostaticos poderao
dificultar o crescimento bacteriano. Sempre que possivel, deve-se coletar a
amostra antes da administra¢ao da terapia antimicrobiana. Caso o paciente es-
teja fazendo uso de terapia antimicrobiana, o sangue devera ser coletado antes
da préxima dose do medicamento;

« A amostra clinica deve representar o material do verdadeiro local da infecgio,
evitando-se a sua contaminagao a partir de tecidos adjacentes (no caso, a pele e
o limen 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 etioldgico define o frasco adequado que suporte a
viabilidade e o isolamento do microrganismo responsavel pela infecgdo. Existem
microrganismos que exigem cultivos especiais, sendo, por isso, de fundamental
importancia informar ao laboratério quando da suspeita de um agente infec-
cioso especifico (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 lumen do cateter;

+ Sempre identificar corretamente o frasco encaminhado para o laboratério, fa-
cilitando o retorno do resultado para o paciente. E fundamental o hordrio de
coleta da amostra;

« A amostra deve ser encaminhada imediatamente ao laboratdrio apos a coleta,
com a finalidade de assegurar o isolamento principalmente dos microrganismos
mais sensiveis e exigentes, além de evitar a demora na liberagao do resultado;

» Toda amostra clinica devera ser considerada potencialmente infectante, deven-
do-se manusea-la com muito cuidado.

Procedimento da coleta

A contaminagdo por hemocultura representa uma fonte continua de frustragao
para clinicos e microbiologistas. Com frequéncia, os resultados ambiguos da cul-
tura promovem incerteza diagndstica no manejo clinico e aumento desnecessario
do custo da assisténcia. Portanto, estratégias sao necessarias para diminuir as taxas
de contaminag¢ao do sangue para o exame microbiologico.
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Normalmente, a pele é colonizada por uma microbiota bacteriana permanente, o
que torna o procedimento da coleta da hemocultura critico. Nesse sentido, ele deve
ser feito utilizando técnicas rigorosas de antissepsia para evitar a contaminac¢do da
amostra, apesar de uma taxa de contaminacao inferior a 3% ser aceitavel. A auséncia
de uma preparagao adequada no local da pun¢do compreende a razdo mais comum
para a ocorréncia de contaminantes na amostra de sangue, lembrando que hemo-
culturas obtidas a partir de dispositivos intravasculares, como cateteres ou porto-
caths, estdo associadas a taxas de contaminacdes maiores, sendo descritos até 10%.
Enquanto as taxas-alvo de contaminac¢do foram fixadas em 2 a 3%, as taxas reais
parecem variar amplamente entre as instituigoes, de apenas 0,6% a mais de 6%.

Alguns tipos de microrganismos sdo mais frequentemente associados a conta-
minagdo (menos de 5% de chance de bacteremia verdadeira), como Corynebacte-
rium spp., Micrococcus spp., Bacillus spp. e Propionibacterium acnes, pois estes sao
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 contaminac¢ao ou infecgéo.

A coleta do sangue devera ser feita por meio de punc¢ao em veia periférica pre-
cedida por antissepsia adequada da pele seguindo um protocolo estabelecido; a
pungdo arterial ndo aumenta a sensibilidade da hemocultura.

« Avaliar a solicitagdo do exame e preparar o material adequado - frasco de hemo-
cultura, material para pung¢ao, antisséptico, etiqueta com a identifica¢ido adequado
do paciente etc. Nota: Ndo colar a etiqueta sobre o codigo de barras do frasco;

« Fazer a antissepsia da tampa de borracha do frasco com alcool 70%, desprezar o
algodao e deixar outro sobre a tampa até a inoculagao do sangue;

+ Escolher o vaso a ser puncionado;

+ Colocar luva de procedimento ou estéril. Se usar a luva estéril, lembrar-se de que
nao podera tocar materiais que ndo sejam estéreis;

« Fazer a antissepsia da pele com algodao embebido em alcool isopropilico a 70%,
fazendo movimentos centrifugos a partir do local escolhido para a pungao. Re-
petir o procedimento usando outro algoddo com alcool 70% ou outro antissép-
tico, como soluc¢io de tintura de iodo 1 a 2%, clorexidina alcodlica a 0,5% etc.,
deixando secar por 1 minuto;

+ Fazer a puncéo e a coleta da amostra de sangue, e, depois, a remogao da solu-
¢do de iodo da pele; caso tenha sido utilizada clorexidina, este passo ndo se faz
necessario;

+ Fazer a transferéncia do sangue para o frasco de hemocultura. Néao se deve tro-
car a agulha apds a coleta de sangue para inoculagdo no frasco, pois nao ha
decréscimo significativo na taxa de contamina¢do quando da troca, podendo

351



aumentar o risco de acidentes para o profissional e o custo do exame. A trans-
feréncia da amostra para os frascos de hemoculturas deve ser feita primeiro no
frasco de anaerodbio, sem troca da agulha. Se a coleta foi realizada com sistema
de coleta fechado, inocular primeiro no frasco aerébio; é importante lembrar
que, nesse caso, o frasco de hemocultura deverd permanecer em pé durante toda
a coleta, para evitar refluxo para a veia do paciente. Observar o volume correto a
partir da analise da guia de marcagdo na etiqueta do proprio frasco;

« Dispensar o material de coleta em local apropriado, isto é, em caixa de perfuro-
cortante.

Numero de amostras

Levando em consideracdo os varios tipos de bacteremias, o momento e o local da
coleta, o numero de amostras a serem coletadas varia de acordo com o quadro cli-
nico, ficando essa orientagdo, assim, sob responsabilidade do médico. E importante
ressaltar que, idealmente, uma amostra de hemocultura é formada por quatro fras-
cos coletados de duas pungdes diferentes (primeira e segunda amostras) e identi-
ficadas corretamente. Hd estudos mostrando resultados cumulativos na recupera-
¢do do patogeno que variam de acordo com o nimero de frascos coletados. Dados
exibem que as coletas de mais de trés amostras ndo aumentam significativamente
a sensibilidade da hemocultura.

Naio se recomenda a coleta de uma tinica amostra de hemocultura, pois ela pode
ndo ser suficiente para detectar a bacteremia ou fungemia e, também, dificultar a
interpretagao da significancia clinica da recuperagdo de microrganismos, como
estafilococos coagulase-negativa ou corinebactérias, que frequentemente sdo con-
taminantes, mas poderdo ser a causa de bacteremias, principalmente em pacientes
imunocomprometidos, portadores de proteses etc. Exce¢des podem se dar em pa-
ciente que apresentam sinais de bacteremias durante uma infusido de medicamen-
tos ou uma se¢do de hemodialise.

Em conclusdo, o nimero de amostras deve ser de no minimo duas e, no maxi-
mo, quatro amostras por episodio infeccioso. Um maior nimero de amostras traz
poucos beneficios, aumentando o custo do exame, o trabalho e o risco de provocar
espoliacao desnecessaria no paciente, sem aumento significativo da positividade.
Essa amostragem também representa o volume de sangue adequado para o isola-
mento, possibilitando auxiliar na interpretacao do resultado, pois a relagdo entre o
numero de amostras de hemoculturas positivas versus o total de amostras coletada
¢ uma ferramenta muito util na interpretacdo do significado clinico.

Hora, intervalos e local de punc3o para a coleta

A coleta da hemocultura deve ser indicada o mais precocemente possivel quando
do inicio dos sintomas de infec¢ao e antes de comegar a antibioticoterapia.

352



Nas bacteremias transitdrias, ¢ importante valorizar o inicio 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 pungoes ¢ irrelevante em situagoes clini-
cas nas quais ha suspeita de bacteremia continua (p. ex., endocardites, septicemias
etc.). Nesses casos, as amostras de sangue deverdo ser coletadas o mais precoce-
mente possivel. Em pacientes em antibioticoterapia, o momento da coleta devera
ser aquele em que ha menor concentragdo de antibidtico na corrente sanguinea,
portanto, antes da administragdo da proxima dose (vale) do medicamento.

O sangue devera ser coletado por meio de puncdo em veia periférica, precedida
pela antissepsia adequada da pele. A coleta de sangue arterial ndo esta associada
a aumento da sensibilidade, mas ndo é recomendada a principio. Também nao
se indica a coleta da hemocultura para diagnéstico de bacteremia ou fungemia
direto de cateter central. Exce¢cdes podem se dar nos recém-nascidos com cateter
em artéria umbilical, em pacientes em que a pungdo devera ser evitada (p. ex., o
paciente em transplante de medula) e pacientes nos quais ha hipotese de que a
fonte da infecgdo seja o cateter central — nesses casos, deve ser coletada também
uma amostra periférica.

O uso de antitérmicos nao interfere nos resultados de hemoculturas.

Varios frascos inoculados com sangue de uma mesma pungio sio considerados
uma mesma amostra de sangue, isto ¢, uma amostra com volume de sangue maior.
Cada amostra deve ser coletada de pungdes separadas e de sitios anatomicos diferentes.

Alguns autores, classicamente, recomendam a coleta de amostras em intervalos
arbitrarios de 30 a 60 minutos. No entanto, alguns observaram que nao ha dife-
rengas significativas entre os indices de positividade de hemoculturas obtidas em
diferentes tempos em relacio ao pico febril ou em um periodo de 24 horas quando
obtidas simultaneamente ou com intervalos. O estado clinico do paciente determi-
nard o momento e o intervalo entre as coletas (Tabela 1).

Volume de sangue

Outra importante variavel na detec¢ao de bacteremias é o volume de sangue cul-
tivado. A maioria das bacteremias tem baixa magnitude, sendo menores no adulto
do que nas criangas, principalmente se o paciente estiver em uso de antibidtico.
Com base nessas informagdes, recomenda-se que 20 a 30 mL de sangue sejam
coletados no adulto, e volumes maiores que 40 mL ndo aumentam a taxa de recu-
peragdo bacteriana. Em criangas, apesar de ndo estar bem definido, é recomendada
acoleta de 1 a5 mL ou até 1% de sua volemia, embora alguns autores recomendem
até 4% da volemia. Ainda ndo é possivel estabelecer volumes 6timos para criangas
muito pequenas ou prematuras. A Tabela 2 apresenta recomendagdes para a coleta
de sangue para hemoculturas em lactentes e criangas.
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TABELA 1 Recomendacdes para coleta de hemoculturas em diferentes condi¢des ou

sindromes infecciosas

Condi¢do ou sindrome infecciosa

Recomendagdes

Suspeita de bacteremia ou
fungemia primaria (endocardite,
meningite, osteomielite, artrite e

pneumonia bacteriana etc.)

Obter 4 frascos (12 e 2% amostras) e, no mesmo
momento, uma amostra de cada local de punc¢do, o mais
precocemente possivel ao inicio dos sintomas e antes do

uso de antibidticos

Febre de origem indeterminada
(p. ex., abcessos ocultos, febre
tifoide, brucelose ou outra
sindrome infecciosa ndo

diagnosticada)

Obter 4 frascos (12 e 2% amostras) e, no mesmo momento,
uma amostra de cada local de puncdo, inicialmente. Se
ndo houver a recuperagdo de nenhum microrganismo,
solicitar mais 2 amostras ap6s 24 e/ou 48 horas de

incubagao

Suspeita de bacteremia ou
fungemia com persistentes

hemoculturas negativas

Devem ser utilizados métodos alternativos de
hemoculturas especificos para aumentar a recuperacdo de

micobactérias, fungos e microrganismos fastidiosos

Pacientes imunocomprometidos:

Cancer

AIDS

Obter 4 frascos (12 e 2% amostras) e, no mesmo
momento, cada amostra de um local de puncdo, o mais
precocemente possivel ao inicio dos sintomas e antes do
uso de antibidticos

Solicitar também amostras para a recuperagdo de
micobactérias, levando sempre em consideragdo niveis de

CDg4, inferior a 100 células/mcL

Fonte: adaptada de Baron, 2005."

TABELA 2 Volume de sangue sugerido para hemoculturas de lactentes e criangas

Peso Volemia Volume de sangue por amostra (mL) Volume total % da volemia
(ke) (ml) Cultura n. 1 Culturan. 2 de sangue para
cultura (mL)

<1 50a99 2 — 2 4
1,1a2 100 a 2 2 4 4

200
2a12,9 >200 4 2 6 3
13236 >800 10 10 20 2,5
>36 >2.200 20a30 20a30 40 a 60 1,8a2,7

Fonte: adaptada de Baron, 2005; Kellog, 2000."2
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Tipo de frascos de hemoculturas

A diluigdo do sangue no meio de cultura ¢ 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, estdo disponiveis no mer-
cado vérios tipos de frascos para coleta de hemocultura. Existem frascos para o
isolamento de bactérias aerdbias, anaerdbias, fungos, micobactérias e, ainda, com
resinas anidnicas e cationicas, para adsor¢do de antibidticos. Os frascos para os
procedimentos automatizados sdo adequados ao equipamento utilizado pelo la-
boratdrio. Diante da grande variedade de frascos para hemocultura, a sua escolha
depende da suspeita clinica.

Transporte da amostra
O frasco de hemocultura inoculado com a amostra de sangue deve ser encaminha-
do imediatamente ao laboratério em temperatura ambiente.

Sdo da responsabilidade do laboratdrio a implantagdo e o treinamento da coleta
da hemocultura, informando como se realizam o seu processamento e a liberacao
de laudos parciais e final. Dessa maneira, todos os fatores da fase pré-analiticas pre-
cisam ser cumpridos, possibilitando que as taxas de contaminagao sejam as menores
possiveis e que o laboratorio ndo se responsabilize por impactos negativos na assis-
téncia ao paciente, uso inadequado de antimicrobianos e no financeiro da instituicao
e resultados falso-positivos promovidos pela contamina¢ido da hemocultura.
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30 Urocultura

A urocultura é considerada o exame “padrdo-ouro” no diagnoéstico laboratorial das
infeccdes.

Visto que o crescimento bacteriano a partir da cultura de urina pode se dar por
contaminagdo externa do trato urindrio, colonizagdo da porgado distal da uretra e
colonizagao assintomatica da urina na bexiga, ha fatores pré-analiticos que devem
ser seguidos para obter resultados mais confiaveis.

A urocultura também representa a maior parte do trabalho na rotina laborato-
rial. O adequado manejo dos componentes da fase pré-analitica, incluindo iden-
tificagdo adequada da amostra, coleta, preservagao, armazenamento e transporte,
reflete-se no resultado final entregue ao paciente.

Um estudo externo de comparacao entre pares (Q-Probe) conduzido pelo
College of American Pathologists em 1998 e repetido em 2008' avaliou a taxa de
contaminagdo em uroculturas, definida como mais de 2 isolados em quantificagdo
acima de 10* unidades formadoras de colénias (UFC) por mililitro (mL) e rotina
de coleta e gestdo da amostra. Taxas de contaminag¢ao de 41,7% (local com baixo
desempenho), 15% (médio) e 0,8% (alto) corresponderam aos percentis 10, 50 e 90.
As taxas de contaminagdo ndo tiveram correlagdo com o local de coleta, o uso de
kits de coleta, conservantes ou recipientes de transporte com isolamento térmico.
No entanto, as taxas de contaminagdo foram substancialmente afetadas pelo pro-
cessamento pds-coleta, especialmente a refrigeracao da amostra. Em alguns casos,
as instrugdes dadas aos pacientes externos também tiveram influéncia nas taxas
de contaminacao.

Dessa maneira, a observagdo dos fatores pré-analiticos em urocultura tem a fina-
lidade de reduzir a contaminagdo e melhorar a acurdcia no diagnoéstico do paciente.
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O QUE PODE E O QUE NAO PODE?
Considerando-se que a urocultura representa um procedimento quantitativo, des-
taca-se primeiro o fato de que a coleta deve ocorrer em condi¢des normais de
hidratacéo.

Segundo publicagdo da American Society for Microbiology (ASM), as recomen-
dagdes mais significativas para as principais formas de coleta estdo resumidas na
Tabela 1.

TABELA 1 Principais recomendacdes pré-analiticas relacionadas a coleta, ao
transporte e ao volume minimo para realizagdo de urocultura

Tipo de amostra  Recomendacdes de coleta Transporte ef/ou volume
minimo

Jato médio Iniciar a mic¢do mantendo os ldbios Recipiente estéril resistente

feminino afastados. Apés eliminagdo de vérios a vazamento com ou
mililitros, coletar o jato médio sem sem conservante (4cido
interromper o fluxo de urina bérico) /=1 mL

Jato médio Iniciar a mic¢do mantendo retragdo do Recipiente estéril resistente

masculino preptcio. Apds eliminagdo de vérios a vazamento com ou
mililitros, coletar o jato médio sem sem conservante (4cido
interromper o fluxo de urina bérico) /=1 mL

Por meio de Assepsia do meato uretral com dgua e Recipiente estéril resistente

sondagem de sab3o. Enxaguar a drea com compressas a vazamento com ou sem

alivio de gaze imida. Inserir o cateter na bexiga  conservante (4cido bérico)

de maneira asséptica. Apds descartar
aproximadamente 15 mL, coletar a urina

que serd analisada em um recipiente estéril

Por meio de Clampeamento do cateter abaixo do Recipiente estéril resistente
sonda de demora local de coleta da bolsa por 10 a 20 a vazamento com ou sem
minutos e desinfec¢do com élcool 70%. conservante (acido bérico)

Assepticamente, coletar 5a 10 mL de urina

Fonte: adaptada de Doern, 2018.

Para coletas nas quais esta envolvida sondagem vesical, deve-se observar ain-
da que pacientes sondados cronicamente sempre apresentam bactérias na bexiga;
portanto, a solicitacdo de urocultura somente deve ser feita quando houver um
sinal ou sintoma que a justifique. Contudo, a cateterizagdo vesical de alivio pode
introduzir microbiota uretral na bexiga.
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O tempo entre o transporte e o processamento para amostras coletadas sem
conservante ¢ de até 2 horas a temperatura ambiente ou até 24 horas a 4°C. Amos-
tras coletadas com conservante podem ser mantidas a temperatura ambiente por
até 24 horas.

Com relagdo ao momento da coleta da amostra, para pacientes com controle de
esfincter, é necessario um periodo maior que 2 horas entre o momento da coleta e
a ultima micg¢do, mas nao necessariamente a primeira amostra do dia.

Apesar de a pratica mais usual de coleta em criangas sem controle de esfincter
utilizar sacos coletores, sua maior finalidade é descartar infec¢ao do trato urinario
no caso de urocultura negativa, em vez de confirma-la. O método recomendado
nessa situagdo ¢ a sondagem vesical.

Nao se recomenda coleta de urina em comadre ou urinol.

Quanto a cultura de urina para micobactérias, recomenda-se a coleta da primeira
amostra (toda a mic¢ao), sendo necessario um volume acima de 20 mL.

Apesar de todos os aspectos discutidos anteriormente serem bastante classicos
dentro da microbiologia, uma metanalise recente procurou evidéncias que os fun-
damentassem.’ Os principais achados foram divididos em recomendados, néo re-
comendados e “nem a favor ou contra’, de acordo com os critérios apresentados a
seguir, referindo-se a coleta de urina por métodos nao invasivos:

+ Recomendados: coleta de jato médio em homens, mulheres e criangas com
assepsia;

+ Néo recomendados: jato inicial em homens, jato médio em criangas sem
assepsia, urina de saco coletor em criancas;

+ “Nem a favor nem contra” em razdo de falta de evidéncia suficiente: jato médio
em mulheres ou homens sem assepsia, jato médio em mulheres em compara-
¢do a sondagem de alivio, jato médio em homens e criangas em comparagio a
sondagem de alivio ou pungédo suprapubica. Para o processamento da amostra
mantida a temperatura ambiente, refrigerada ou conservada com acido boérico,
também ndo houve evidéncia suficiente para escolher um ou outro método; a
refrigeracdo e o uso de conservantes preservam amostras adequadamente por
até 24 horas, mas ainda sdo necessarios estudos que avaliem a utilidade dessas
praticas.

Com relagdo aos interferentes no resultado de urocultura, além da possivel con-
taminagao vaginal e da colonizagdo uretral, o uso de antimicrobianos previamente
a coleta representa um fator bastante significativo.

Desse modo, a correlagao entre forma de coleta, tipo de frasco, tempo entre
a coleta e o processamento da amostra e temperatura do transporte sdo fatores
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pré-analiticos muito importantes, cuja indicagdo deve ser cada vez mais estudada,
inclusive em trabalhos comparativos dentro das diferentes instituigoes.

Ainda, laudos inapropriados reportando culturas positivas que refletem conta-
minagdo podem resultar na utilizagao desnecessdria de antimicrobianos, que nao
contribuem para a evolugdo do paciente, provocam aumento de custos e a promo-
¢do de resisténcia bacteriana.

CASOS CLINICOS
A seguir, sao apresentados casos tipicos de resultados de urocultura, cujos resulta-
dos refletem a interferéncia de fatores pré-analiticos.

1. Crianca com 6 meses de vida é atendida no pronto atendimento com historia de
febre, sem sinais de localizagao. 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 leucdcitos/mL.

Decidiu-se coletar a amostra por meio de sondagem vesical:
« Resultado do exame de urina tipo I: 3.000 leucocitos/mL.

Apés incubagdo, a urocultura revelou:

« Na coleta da amostra por meio de saco coletor, houve crescimento de

100.000 UFC de Pseudomonas aeruginosa, apos 18 horas de incubagao;

+ Na coleta da amostra por meio de sondagem vesical, ndo houve crescimento
bacteriano em 48 horas de incubacéo.

Ta. Como explicar a diferenca de resultado entre as amostras processadas no exa-

me de urina tipo I?

1b. Como explicar a diferenca 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

etdria?

Aspectos a serem discutidos: caso classico em que hd contaminagao da amostra
quando coletada por meio de saco coletor. Lembrar que o isolamento de Pseudo-
monas aeruginosa nao é comum nessa faixa etaria, o que reforga a possibilidade de
contaminacao.

2. Crianga 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 relevancia:

+ Urina tipo I: 80.000 leucécitos/mL.
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Urocultura:
o Crescimento de Escherichia coli (10* UFC/mL);
 Enterococcus faecalis (10° UFC/mL).
2a. Qual seria uma boa hipdtese para esse crescimento com mais de um patégeno
associado a queixa clinica?

Aspectos a serem discutidos: a presenca de mais de um patdgeno, em quantifi-
ca¢do ndo muito relevante, deve levantar a hipdtese de o patéogeno nao estar rela-
cionado a infecgao do trato urindrio. A possibilidade de vulvovaginite nessa faixa
etdria e com este descritivo na urocultura compreende a hipétese mais provavel.
3. Crianga do sexo masculino com 6 anos de idade apresenta febre sem sinais de
localizagao. Na investigacdo, coleta-se urina para a realizagdo de urina tipo I e
urocultura.

Resultados de relevancia:

+ Urina tipo I: 4.000 leucécitos/mL.
Urocultura:
« Crescimento de Proteus mirabilis (10° UFC/mL);
« Enterococcus faecalis (10* UFC/mL).
3a. Qual o significado do isolamento de Proteus mirabilis?

Aspectos a serem discutidos: o crescimento de um patoégeno na urocultura, na
auséncia de leucocituria, ndo é o achado mais esperado para um paciente com
infeccdo do trato urinario. Considerando-se que o paciente é uma crianca do sexo
masculino, a maior probabilidade desta associagdo é a colonizagao de prepucio, na
qual na fase pré-analitica do exame, néo foi feita assepsia adequada.

4. Paciente com 40 anos do sexo feminino realiza urocultura cujo bacterioscépico
identificou bacilos Gram-positivos.

Posteriormente, a cultura identificou Lactobacillus spp.
4a. Qual seria a importancia desse isolado?

Aspectos a serem discutidos: a identificagdo de Lactobacillus spp. na urocultura
¢ um indicativo de contaminagdo vaginal na fase pré-analitica (coleta) do exame.
5. Paciente jovem ¢ atendida no pronto atendimento com queixa de disuria ha
1 dia. Antes da coleta da urina para exame de urina I e urocultura, relata que tomou
somente uma dose de quinolona.

Resultados de relevancia:

+ Urina tipo I: 350.000 leucécitos/mL;

+ Urocultura: negativa apds 48 horas de incubagao.

5a. O que justifica a cultura ser negativa, uma vez que a paciente permanece
sintomatica?

Aspectos a serem discutidos: apesar de a dose de antimicrobiano néo ter sido
suficiente para tratar a infec¢ao do trato urinario, trata-se de um fator interferente
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capaz de negativar uma urocultura. Os antimicrobianos podem, inclusive, ter efei-
to pos-antibidtico; desse modo, recomenda-se que o controle de uma urocultura,
de maneira geral, seja feito somente 72 horas ap6s o término do tratamento.

6. Durante uma investigagdo do trato urinario, solicita-se que o paciente realize
uma urocultura e, também, um exame de ultrassonografia.

6a. E possivel realizar esses exames em uma tinica admissio do paciente, j& que
existe a recomendacao da ingestao de 4 copos de agua 1 hora antes da realizagao
do exame de imagem?

Aspectos a serem discutidos: para viabilizar que os exames acontecam na sequén-
cia, a inica possibilidade é recomendar que o paciente encha a bexiga normalmen-
te (4 horas sem urinar) e, ap0s realizacdo do exame, faca a coleta da amostra. Caso
o paciente tome os 4 copos de agua recomendados para a ultrassonografia, apds a
realizagdo do exame, tera que esvaziar a bexiga e esperar pelo menos 2 horas para
realizar a coleta.
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31 Cultura geral

INTRODUCAO
Microrganismos sao seres vivos que rapidamente crescem, se reproduzem e morrem.

Pode haver resultados de exames microbiolégicos incompletos ou errdoneos se
um desses fatores ocorrer antes de a amostra ser processada.

O material biologico deve ser representativo do provavel local de infec¢éo, pro-
curando-se sempre evitar a contamina¢do com a microbiota das areas adjacentes,
como pele e mucosas.

A coleta ou o transporte inadequados podem ocasionar falhas no isolamento do
agente etioldgico e favorecer o desenvolvimento da flora contaminante, induzindo
ao isolamento de um “falso” agente etioldgico, resultando em uma orientagao tera-
péutica inadequada.

Cada resultado liberado pelo laboratério de microbiologia decorre da qualida-
de da amostra e das informacdes que a acompanham, principalmente do tipo de
material coletado e do local de infecgdo, o que direciona o microbiologista a uma
procura direcionada do provavel agente causal.

SOLICITACAO DE EXAMES

Idealmente, o pedido de exames deve trazer informacdes de identificacdo e demo-
graficas do paciente, como idade, doenga de base, suspeita diagnostica e indicagao
do uso de antibidticos. A discriminagao do material bioldgico e o perfil de exames
a serem solicitados para cada situagdo sao grandes desafios de educagdo continua-
da ao corpo clinico, o que pode ser melhorado a medida que se tenham protocolos
clinicos, pedidos médicos especificos para microbiologia e, principalmente, apri-
moramento do prontudrio eletronico, padronizando os perfis de exames recomen-
dados para cada tipo de material e o correspondente local de infec¢ao, garantindo
o melhor aproveitamento da amostra e objetivando o diagndstico. A possibilidade
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de um sistema com dois campos distintos para a descricdo do material tem grande
valia para simplificar e, a0 mesmo tempo, propiciar um maior nimero de combi-
na¢Oes e menor quantidade de parametros.

E interessante que o laboratério de microbiologia, com o corpo clinico dos
hospitais e do SCIH (Servigo de Controle de Infec¢do Hospitalar), padronize a
solicitacao de exames, indicando quais sdo 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, desperdicio e, eventualmente, até
mesmo confusdo diagnostica.

Um pedido de exames ou um menu especifico para microbiologia também tem
a vantagem de poder inserir informagdes que auxiliam o clinico a indicar e di-
recionar a coleta mais adequada, como no caso de uma solicitagdo de cultura de
cateter vascular, em que deve aparecer a informagao de que esta somente deve ser
solicitada se houver suspeita de infeccio 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 secrecdes, pode haver um alerta sobre evitar amostras
coletadas por swab e dar preferéncia a materiais mais representativos de infec-
¢d0, como biodpsias de tecido ou pungdes. A formatagao da solicitagdo de exames
e eventuais notas adicionadas aos laudos microbiologicos passam a ser, entao, um
canal de comunica¢ao com o médico e uma ferramenta de educagao permanente.

COLETA
Para garantir melhores resultados, algumas condigdes pré-analiticas sao desejaveis:

+ Coletar o material o mais precocemente possivel em relagdo ao inicio do quadro
infeccioso;

« O material deve ser coletado antes da antibioticoterapia ou no vale (antes da
administragdo da proxima dose) sempre que possivel;

+ Optar pela coleta de materiais do local mais profundo e provavel de o microrga-
nismo ser isolado, como pungées de colegdes, fragmentos de tecido ou liquidos
cavitarios, além de hemoculturas e uroculturas, conforme a suspeita clinica;

« 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 & contaminagao superficial;

+ Considerar também o estdgio da doenga na escolha do material. Patégenos en-
téricos, causadores de gastrenterite, estdo presentes em maior quantidade e sao
mais facilmente isolados durante a fase aguda ou diarreica do processo infec-
cioso intestinal. Ja na suspeita de febre tifoide, por exemplo, a fase da doenca
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determinara o melhor local da coleta (na 1* semana da doenga é mais provavel
isolar o agente no sangue e, apds a 2¢ semana, nas fezes);

» Quantidade suficiente de material deve ser coletada para permitir uma analise
completa. Caso a quantidade seja pequena, demanda-se a comunicagdo com o
médico do paciente, preferencialmente junto ao microbiologista, a fim de definir
prioridades.

E desejavel disponibilizar kits de coleta, com os materiais necessarios de acordo
com o tipo de material bioldgico e instrugdes de coleta anexadas. Dessa maneira,
garante-se a melhor qualidade da amostra.

SEGURANCA

Todos os materiais bioldgicos devem ser considerados fontes potenciais de micror-
ganismos patogénicos. Para garantir a prote¢ao dos colaboradores e do ambiente,
algumas recomendagdes sdo necessarias:

« Utilizar as barreiras de prote¢ao necessarias em cada procedimento, como 6cu-
los, luvas, méscara e avental;

« Usar frascos e meios de transporte apropriados;

« Nao manusear amostras durante o transporte;

« Sempre verificar se o frasco de transporte estd firmemente fechado e nio
contaminar a superficie externa do frasco de coleta. Caso ocorram respingos
ou contamina¢ao na parte externa do frasco, fazer desinfec¢ao cuidadosa com
alcool 70% e aguardar secar;

« Transportar os frascos de amostras em sacos plasticos vedados;

« Naéo 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 responsavel;

« Colocar a identificagdo do tipo de material e sitio de coleta em etiqueta no cor-
po frasco, e nunca na tampa ou sobre rétulos;

« Encaminhar os materiais o mais rapidamente possivel ao laboratdrio.

CRITERIOS DE REJEICAO

Cabe ao laboratério clinico rejeitar amostras que possam comprometer a quali-
dade dos resultados ou provocar falsas interpretagdes. Porém, é preciso ressaltar
que a comunicagdo com a enfermagem e o médico-assistente deve ser feita pron-
tamente, a fim de evitar erros futuros e deixd-los cientes dos motivos que levaram
ao cancelamento ou a rejeicdo do material e uma possivel reorientagdo 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 identificagdo do paciente, considerados muito graves, os cri-
térios de rejeicdo de amostras para cultura, em geral, sdo:

« Falta de clareza ou identificagdo do material bioldgico ou erro de cadastro de
exames;

+ Material clinico recebido em meio de transporte inadequado, como anticoagu-
lantes, 4lcool ou formalina;

+ Pontas de drenos cirtrgicos ou de sonda vesical (cateter de Foley);

» Material fora da estabilidade (tempo de conservagdo ou temperatura inadequados);

o Frascos ndo estéreis;

« Vazamentos, frascos quebrados ou sem tampa, com contaminagdo na superficie
externa ou até mesmo perdendo a integridade do conteudo 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 multiplas requi-
si¢oes de testes microbioldgicos;

« Cultura para anaerobios recebida em condi¢des ndo apropriadas ou solicitada
em materiais como secre¢des de mucosas de orofaringe, geniturinarias, gastrin-
testinais ou respiratorias, fezes, colostomia ou urina de micgédo espontanea;

« Swab de lesdes, como ulceras varicosas ou de decubito, queimaduras, gatrosto-
mia ou jejunostomia, que frequentemente representam colonizagao;

« Vomitos ou conteudo gastrico 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 principios basicos sao:

+ Materiais potencialmente contaminados com microbiota da pele e das mucosas,
como secregdes respiratorias, urina ou fezes, necessitam de refrigeragao preco-
ce ou meios de transporte para evitar a proliferacao de germes da microbiota
capazes de interferir na andlise promovendo resultados falso-positivos, e, ao
mesmo tempo, garantir a sobrevivéncia dos potenciais patégenos;

« Os materiais considerados nobres, ou seja, aqueles oriundos de localizagdes
estéreis e cavidades fechadas, como liquido cefalorraquidiano, liquidos cavita-
rios, sangue e pungdes aspirativas, normalmente tém uma estabilidade maior
em temperatura ambiente, pois ndo ha 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 condig¢des
especiais para crescimento em meios enriquecidos e precisam de maior agili-
dade para semeadura inicial nos meios enriquecidos e temperatura adequada.

Na Tabela 1, estdo destacados alguns pontos criticos com relagao a coleta, a ma-
nutencao e ao transporte de amostras no periodo pré-analitico, uma etapa crucial
para a garantia da qualidade dos resultados microbiolégicos. Neste capitulo, ndo
foram inseridas as amostras de hemoculturas e do trato urinario, pois estdo descri-
tas nos capitulos 29 e 30.

O transporte de amostras deve ser realizado individualmente em sacolas plasti-
cas, com a requisi¢cdo de exame em compartimento separado.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os desafios da fase pré-analitica em microbiologia sdo enormes, pois existem cada
vez menos profissionais especializados na area habilitados a realizar treinamentos.
Essa etapa requer uma atuagdo multidisciplinar envolvendo equipes do laboratério,
enfermagem, corpo clinico, comissao de controle de infec¢ao hospitalar, educagao
continuada, documentacéo e atualizacio constante dos manuais de coleta. Além
disso, exige revisao periddica dos pedidos médicos se adequando aos novos exa-
mes e tecnologias, muitas vezes necessitando da intervenc¢do nos acordos comer-
ciais com vistas nao somente ao custo bruto do exame, mas também viabilizando
o uso de metodologias com melhor custo-beneficio que tenham verdadeiro im-
pacto na vida do paciente, garantindo uma diagndstico rapido, melhor ajuste e
sucesso terapéutico e com menor tempo de internagao.

O sistema de informacéo laboratorial (SIL) e os prontudrios eletronicos tornam
os profissionais cada vez mais dependentes de um sistema de informatica integra-
do que requer uma participagao ativa e integracao do microbiologista para garan-
tir que o cadastro e o perfil dos exames estejam compativeis e correlacionados com
as amostras clinicas, padronizar os critérios de rejeicao e evitar repeti¢oes des-
necessarias, além de permitir que sejam liberados resultados parciais e finais em
tempo real com acesso instantaneo ao corpo clinico de maneira simples e acessivel.

Com a tendéncia mundial de terceirizagao dos laboratorios, na qual a analise
microbioldgica algumas vezes ocorre a distancia, deve haver um cuidado muito
importante quanto aos ajustes da logistica da fase pré-analitica para que sejam ga-
rantidas com prioridade maxima as condigdes das amostras bioldgicas. Para aque-
las amostras cuja estabilidade é curta ou em que a rapidez no resultado venha a ter
um impacto clinico muito significativo, como hemoculturas, pode ser necessaria a
descentralizagdo de alguns processos para areas proximas 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 diagndstico de infecgao do que os pro-
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 confian¢a na acurdcia dos resultados e que estes sao clinicamente re-
levantes. Por isso, precisa-se estar sempre vigilante com relagdo a importancia da
garantia da fase pré-analitica adequada interagindo com os diversos setores da
cadeia e trabalhando sempre em dire¢ao a melhoria da comunicagio e as parcerias
entre as equipes para chegar ao objetivo final: um resultado rapido, acurado e de
relevancia clinica.
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32 Marcadores tumorais bioquimicos circulantes

INTRODUCAO

O marcador tumoral bioquimico circulante é conceituado como qualquer subs-
tancia presente no sangue ou em outros fluidos biologicos, produzida pelo tumor
ou por algum érgao ou tecido normal, em resposta a sua ocorréncia. Uma condi-
¢do importante para incluir a substancia como marcador tumoral é que sua con-
centragdo guarde alguma relagao com a atividade do processo neoplasico.

Os marcadores tumorais se constituem um importante recurso laboratorial na
pratica oncoldgica, ndo tanto por seu poder diagnostico dos processos primarios,
mas por sua capacidade em auxiliar no estadiamento da doenga, na detecgdo pre-
coce de recidiva e como indicadores da efetividade do tratamento.

Uma variedade de substancias, como enzimas, hormonios e antigenos, pode ser
classificada como marcadores tumorais.

Algumas enzimas e isoenzimas que apresentam elevagdes significativas da ativi-
dade total ou variagdes no padrao de distribui¢do das isoformas podem indicar a
existéncia de processo neoplasico. Em geral, esse tipo de marcador tem baixa espe-
cificidade, encontrando no antigeno prostatico especifico uma exce¢ao importante.

Hormonios também podem ser utilizados como marcadores tumorais, envolvendo-
-se de duas maneiras distintas: por produ¢ao aumentada pelo tecido enddcrino nor-
malmente produtor ou pela produgio ectdpica por tecido normalmente nao produtor
de hormonios. Essas duas formas podem ser exemplificadas pelo hormonio adreno-
corticotrdfico (ACTH) presente em concentragdes andmalas tanto no tumor primario
da hipdfise quanto no tumor de células pequenas do pulmao, respectivamente.

Algumas substincias estao presentes em concentragdes elevadas em tecidos em-
briondrios e baixas no individuo adulto higido. Em pacientes com alguns tipos
de céncer, essas substancias podem reaparecer em elevados niveis na circulagio,
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demonstrando que certos genes foram reativados como decorréncia da transfor-
magdo neoplasica. Sio denominados antigenos oncofetais e os mais amplamente
utilizados sdo o antigeno carcinoembriénico (CEA) e a alfafetoproteina (AFP).

A concentragao de determinados antigenos presentes na superficie de células,
atuando como receptores moleculares, ¢ significativamente elevada na circulagao
sanguinea quando da instalacdo de um processo neoplasico. Sdo exemplos os an-
tigenos carboidratos CA 125, CA 15-3 e CA 19.9, os quais, por essa caracteristica,
podem ser utilizados como marcadores tumorais.

A discussdo sobre fatores pré-analiticos e interferentes em ensaios laboratoriais
em relagdo a medida de marcadores tumorais bioquimicos circulantes tem rele-
vancia, considerando-se a importincia da informagdo contida no resultado e a
necessidade de sua correta interpretacio.

De modo geral, os interferentes pré-analiticos podem ser divididos em dois
grandes grupos: aqueles que se aplicam & maioria dos marcadores e os que afetam,
particularmente, um ou um grupo determinado de marcador.

FATORES PRE-ANALITICOS E INTERFERENTES

COMUNS AOS DIFERENTES MARCADORES

Deve-se sempre considerar as condi¢des do paciente previamente a coleta da amos-
tra bioldgica para a medida de marcadores tumorais no que se refere ao possivel
uso de substancias que alterem suas condi¢des habituais. A administra¢ao de qui-
mioterapicos ou tratamentos radioterapicos, por exemplo, promoverio elevagao,
muitas vezes, significativa da concentragdo de marcadores, e o tempo para retorno
aos niveis basais pode variar, conforme nao somente o marcador, mas também a
natureza e a intensidade do estimulo e a resposta individual.

A qualidade da amostra a ser analisada, incluindo eventual hemdlise, lipemia,
hiperbilirrubinemia e outras substancias potencialmente interferentes, como anti-
coagulantes ou conservantes adicionados a amostra, autoanticorpos e anticorpos
inespecificos, constitui um fator que pode interferir na exatidao dos resultados. O
grau de interferéncia que essas substancias causam depende, além das suas concen-
tragdes na amostra, do proprio marcador em questdo e da metodologia utilizada.

Na maioria das vezes, o soro é o tipo de amostra recomendado para a medida
de marcadores tumorais. As grandes exce¢oes incluem os marcadores de tumores de
bexiga, pesquisados na urina, e os de sistema nervoso central, passiveis de pesqui-
sa no liquido cefalorraquiano. Amostras de plasma coletadas em tubos contendo
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), heparina ou oxalato podem interferir
nos sistemas analiticos e devem ser evitadas. O gel separador presente nos tubos
para amostras de soro, em geral, ndo causa interferéncia.

Amostras de soro que apresentem lipemia ou hemdlise intensas ou turbidez nao
devem ser utilizadas para a medida de marcadores tumorais. A causa da interferéncia
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provocada pela lipemia pode ser, entre outras, o bloqueio que o excesso de lipidios é
capaz de provocar em relagio ao acesso dos anticorpos utilizados nos imunoensaios,
além da eventual interferéncia dptica quanto a leitura final das reacdes.

Com relagdo a hemolise, além da maior quantidade de hemoglobina livre, facil-
mente observada pela colora¢io do soro, é importante lembrar que a concentragao
de diversos outros componentes intraeritrocitarios fica elevada na amostra e al-
guns deles podem funcionar como competidores ou inibidores das reagdes padro-
nizadas sem sua presenca.

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 ligagdes entre a substancia pesquisada
e os anticorpos se constituem em etapa critica para o bom desempenho do ensaio.

Anticorpos humanos antianimais sdo encontrados em até 30 a 40% das amostras.
Esses anticorpos se desenvolvem apds tratamento com imunoglobulinas de ori-
gem animal e, em geral, tém alta avidez e baixa especificidade, podendo bloquear
sitios criticos, interferindo na dindmica das reagdes 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 ndo necessariamente em todos os imunoensaios para 0 mesmo
analito, o que promove dificuldades na interpretacao de resultados discordantes.
Algumas vezes, mesmo a adi¢ao de substincias com a finalidade de bloquear esses
interferentes ndo é suficiente para inibir totalmente o efeito.

Os anticorpos heterofilos 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 sdo mais propensos a apresentar essa inter-
feréncia, portanto, ocasionalmente, observam-se valores anomalos.

Autoanticorpos contra o analito, com a formac;éo de macroenzimas, podem
causar interferéncia, mesmo em ensaios ndo imunométricos (p. ex., na medida de
prolactina).

Uma caracteristica dos imunoensaios do tipo “sanduiche”, nos quais sao utiliza-
dos dois anticorpos — um de captura, geralmente na fase soélida, e outro sinalizador,
na fase liquida - é o efeito gancho. Quando a amostra contém concentra¢ao muito
elevada do analito, a ligagdo do anticorpo sinalizador fica comprometida e a reagdo
nao se completa, sugerindo niveis baixos do analito.

Outra possivel causa de interferéncia dependente da qualidade da amostra é o
manuseio inadequado do material a ser examinado, como a ndo refrigeragao, caso
a analise ndo seja realizada imediatamente, ou quando submetida a ciclos repeti-
dos de congelamento e descongelamento. Esse processo resulta em desnaturagao
proteica, formagao de complexos insoluveis, inativagdo de enzimas etc.
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A partir de 2012, surgiram os primeiros trabalhos indicando a possibilidade de
interferéncia da biotina, também denominadas vitamina B, ou B, vitamina H ou
coenzima R, em exames laboratoriais que utilizam a reagdo biotina-estreptoavi-
dina. A biotina estd presente em complexos polivitaminicos 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 reagdo, em que os pacientes devem
ser orientados a ndo fazer uso desses produtos pelo menos 72 horas antes da coleta
de sangue para a realizagdo dos exames.

A intensidade e o efeito da interferéncia causada pela biotina dependem do tipo
do ensaio realizado. Nos ensaios competitivos, observam-se resultados falsamente
elevados, enquanto, nos ensaios tipo sanduiche, podem ser obtidos resultados fal-
samente rebaixados.

Alguns procedimentos podem ser realizados com a finalidade de identificar
interferentes: realizar a medida apds diluicdes 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 interferéncia.

A literatura refere que as taxas de resultados falso-positivos dos ensaios para a
medida de marcadores tumorais sao em torno de 5%, fazendo necesséria a confir-
magao, com a repeticao do exame em nova amostra, de qualquer resultado discor-
dante da expectativa clinica.

Mesmo considerando os avan¢os no conhecimento dos mecanismos envolvi-
dos nas interferéncias na medida dos marcadores tumorais, ndo ha um procedi-
mento unico que permita neutralizar todas as possiveis causas de inexatidao dos
resultados. E preciso um esforco com relagdo as causas pré-analiticas passiveis de
controle e manter estreita comunicagdo com o solicitante do exame para esclarecer
qualquer discordancia clinico-laboratorial.

Mesmo que nao seja causa pré-analitica de variagdo, é relevante ressaltar que
resultados obtidos por conjuntos diagnoésticos de procedéncia diversa, mesmo
baseados no mesmo principio metodoldgico, em geral ndo se correlacionam
bem entre si. Ainda que um grande esfor¢o esteja sendo feito para a harmo-
nizacdo dos sistemas analiticos, ainda ndo se obteve correlacio adequada en-
tre os diversos fornecedores. A contribui¢do para a variagdo entre as diferentes
plataformas e conjuntos diagndsticos para as diferengas dos resultados nao ¢é
bem compreendida. Uma das causas provaveis consiste na diversidade de es-
pecificidade dos anticorpos utilizados nos diferentes ensaios. Por essa razdo, é
necessaria uma aten¢ao especial ao se interpretar resultados seriados obtidos por
diferentes ensaios.
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FATORES INTERFERENTES PRE-ANALITICOS EM
MARCADORES TUMORAIS MAIS COMUMENTE
UTILIZADOS NO BRASIL
Alfafetoproteina (AFP)
Trata-se de uma proteina produzida em grande quantidade durante a fase embrio-
ndria e cuja sintese se reduz rapidamente apos o nascimento, atingindo os niveis
do adulto apés 18 meses de idade. E utilizada como marcador tumoral, em especial
para tumores hepaticos, estando elevada em cerca de 80% dos tumores sintoma-
ticos, embora se eleve, também, nos tumores de células germinativas (p. ex., nao
seminoma e coriocarcinoma). Sua medida ¢é relevante na triagem em individuos
com risco elevado de hepatocarcinoma, ou seja, em portadores cronicos dos virus
das hepatites B ou C e em pacientes com hemocromatose.
Uma causa ndo neoplasica da elevagao de AFP ¢é a gravidez, na qual ocorre elevagio
fisiologica gradual, atingindo pico de, aproximadamente, 500 ng/mL no 3° trimestre.
Agressdo ao parénquima hepatico de qualquer etiologia pode causar elevagao
nos niveis de AFP. Hepatite cronica, cirrose hepética, doenca de Wilson, tirosinose
hereditaria e doenga intestinal inflamatéria também sdo causas relativamente co-
muns deelevagao de AFP, mas, em geral, os niveis permanecem abaixo de 200 ng/mL.
O tabagismo e o etilismo também elevam os niveis séricos de AFP.

Antigeno carcinoembriénico (CEA)

Estd elevado em diversas neoplasias, sobretudo nas do trato gastrintestinal, mas
também em cancer de pulmao, ovario, mama e ttero. Niveis acima dos intervalos
de referéncia podem ser observados em doengas nao neoplasicas, como hipotireoi-
dismo, cirrose hepatica, obstrugdo biliar, pancreatite, enfisema e infec¢do pulmonar,
doenca inflamatdria intestinal, diverticulite e polipose retal. Em individuos fuman-
tes com niveis de CEA significativamente mais elevados que os ndo fumantes, os
intervalos de referéncia especificos sdo utilizados para cada uma das situagdes.

CA15-3

Esse marcador é expresso por uma variedade de adenocarcinomas, especialmente
os associados @ mama. Adicionalmente, cirrose hepdtica e algumas doengas benig-
nas da mama podem elevar os niveis séricos de CA 15-3.

Como os demais marcadores, nao deve ser utilizado para diagnéstico, mas ape-
nas para monitoramento da eficiéncia da terapia, deteccio de recidivas e avaliagdo
da progressdo da doenga. Uma mudanga significativa, definida como aumento su-
perior a 25%, correlaciona-se com a progressao da doenga em 80 a 90% dos casos.

O tratamento com tamoxifeno aumenta ligeiramente o CA 15-3. Ha algumas
evidéncias que sugerem que pacientes submetidos a angiografia retiniana com
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fluoresceina podem reter quantidades de fluoresceina no corpo por até 36 a 48
horas apds o tratamento. Em pacientes com insuficiéncia renal, o tempo de re-
tencao pode ser muito maior, o que pode causar valores falsamente elevados ou
falsamente deprimidos.

CA 125
A maior indicagao clinica para a medida do CA 125 é avaliar a resposta ao trata-
mento de cancer de ovario, mas a determinagdo pré-operatdria pode ser util no
sentido de predizer se as massas pélvicas sdo benignas ou malignas. Dada sua bai-
xa sensibilidade, ndo deve ser utilizado como triagem para detecgdo primaria de
tumores ovarianos. Esse marcador ¢ bastante util para o monitoramento tanto da
evolugdo quanto da resposta terapéutica, sendo observada eleva¢ao significativa
em 2 a 12 meses (em média 3,6) antes de qualquer evidéncia clinica de recorréncia.
Uma aplicacao pratica importante desse marcador é quando da realizacdo da
segunda interven¢ao cirurgica. Resultados falso-negativos ocorrem em cerca
de 40% dos casos, ou seja, a concentragdo do marcador estd dentro do intervalo de
referéncia, mas a malignidade ¢ demonstrada histologicamente. Por sua vez, resul-
tados falso-positivos praticamente ndo sdo observados nessas circunstancias.
Uma causa nao neoplasica que se apresenta com eleva¢ao do CA 125 é a endo-
metriose, e esse marcador tem sido utilizado como um auxiliar na avaliacdo da
resposta ao tratamento. Resultados falso-positivos podem ser observados, tam-
bém, em portadoras de cistos ovarianos, doenca inflamatdria pélvica, processos
inflamatorios do cdlon, hepatite e pancreatite cronicas. Derrame pleural ou peri-
cardio, doengas autoimunes e neoplasias pulmonares e de mama também podem
causar elevagio dos niveis da CA 125. Importante lembrar que a concentragdo
desse marcador oscila com as fases do ciclo menstrual.

CA199

Trata-se de um antigeno relacionado a tumores malignos do trato gastrintestinal,
sobretudo os de pancreas e vias biliares. Em pacientes com céncer colorretal, em
geral, a medida ¢é realizada em associagao a do CEA, aumentando a sensibilidade
da detec¢io de recidivas apds o tratamento.

Niveis pouco aumentados desse marcador podem estar associados a doengas be-
nignas do trato digestivo, como pancreatite, colecistite aguda, calculos biliares, colite
ulcerativa e doenca inflamatdria intestinal. Cirrose hepatica, independentemente da
causa, e ictericia também sdo acompanhadas de elevacao dos niveis de CA 19-9.

Antigeno prostatico especifico (PSA)

Trata-se de uma enzima produzida pelas células epiteliais da prdstata que revestem
os ductos e os acinos da gléndula. Na circulacéo, estdo presentes tanto o PSA inte-
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gro quanto algumas isoformas, como p2PSA, p5PSA, p7PSA. O PSA integro pode
circular livre (PSA livre) ou ligado a diferentes proteinas, sendo a principal delas a
alfa-1-antiquimiotripsina. Essa fracao é denominada PSA complexado.

No que se refere a qualidade da amostra, a hemolise interfere, significativamente,
na medida do PSA, fornecendo resultados falsamente baixos, em especial com relagao
afracgdo livre do PSA, comprometendo a interpretacio da relagdo PSA livre/PSA total.

Qualquer tipo de agressdao mecénica ou quimica que provoque ruptura da es-
trutura glandular ou modificagdes na permeabilidade das membranas da glandula
prostatica resulta em liberacio de maior quantidade de PSA para a circulac¢io sis-
témica, promovendo eleva¢do dos seus niveis séricos.

Maior produgio fisioldgica de PSA pode, também, ser causa de elevagdo, como
visto em individuos portadores de hiperplasia benigna da préstata. Igualmente, re-
dugdo da capacidade de excrecdo do PSA, ou de algumas de suas formas, como
acontece na insuficiéncia renal, serd responsavel pela elevacao de PSA circulante.

Em geral, essas causas resultam em elevagdes relativamente discretas de PSA, o
qual se mantém em niveis elevados, mas constantes.

Causas traumaticas de elevacdo de PSA incluem pratica 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 urinarios e prostaticos condicionam alteragdes significa-
tivas na circulagao sanguinea e na permeabilidade das membranas da glandula,
favorecendo uma maior difusdo de PSA para o sangue.

Ainda que questionavel por alguns autores, a realizagdo do exame digital retal
pode causar elevagdo do PSA, assim como a instrumenta¢ao urologica. Outras
causas menos dbvias incluem tempo de jejum prévio a coleta do sangue, ejaculagio,
uso de alguns medicamentos, como finasterida e ciproterenol, entre outros.

Gonadotrofina coriénica, fracao beta (beta-HCG)

A gonadotrofina corionica é uma glicoproteina sintetizada pelas células do sinci-
ciotrofoblasto da placenta normal. A molécula desse hormonio é constituida por
duas subunidades, alfa e beta. A subunidade alfa é comum a varios outros hormo-
nios, como o luteinizante, o foliculo estimulante e o tireoestimulante. A subunida-
de beta, por sua vez, é especifica da gonadotrofina corionica.

Além da gravidez normal, concentra¢do elevada é encontrada em doengas do
tecido trofoblastico e em tumores de células germinativas, principalmente no car-
cinoma testicular nio seminomatoso. Qutras neoplasias, como de mama, trato
gastrintestinal, pulmao e ovario, podem ser acompanhadas de elevagdes menos
significativas de gonadotrofina corionica.
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O uso de maconha pode aumentar os niveis de beta-HCG, assim como a doenga
inflamatoria intestinal, a tlcera duodenal e a cirrose hepatica. Diferentemente do
que acontece com a AFP, o tabagismo reduz os niveis de beta-HCG.

CYFRA 2111

A principal indicagdo de sua medida consiste no monitoramento da resposta te-
rapéutica do paciente com céncer de pulmao de ndo pequenas células. A redugao
rapida da concentragio ap6s a cirurgia é um forte indicativo de remogao total do
tumor. A progressdo ou recidiva da doen¢a é demonstrada, precocemente, pela
elevagdo da concentragdo do marcador, que antecede as manifestagdes clinicas 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 insuficiéncia renal cronica. Algumas
doengas ndo neoplasicas do pulmao, como pneumonia, tuberculose e doengas in-
tersticiais pulmonares, também podem fornecer resultados elevados.

Enolase neurdnio-especifica (NSE)
Sob a denominacéo enolase, reinem-se diferentes isoformas de uma enzima encon-
trada em elevada concentragdo em neuronios e em células de origem neuroenddcrina.

A medida dessa enzima no soro ¢ utilizada como marcador para tumores bron-
quicos de células pequenas. Pode ser utilizada como indicador de prognéstico da
doenga durante o tratamento, sendo que de 80 a 96% dos pacientes em remissao
mantém a atividade dessa enzima dentro dos intervalos de referéncia.

Esse marcador pode ser util, também, para o acompanhamento de pacientes
com neuroblastoma, 62% deles apresentando valores acima de 30 ng/mL. Em ca-
sos de tumores cerebrais, primérios ou metastaticos, como melanoma e feocromo-
citoma, ¢ indicada a dosagem desse marcado no liquido cefalorraquidiano.

Calcitonina

Produzida nas células do tipo C da tireoide, é secretada em reposta a0 aumento

do nivel sérico de calcio, contrapondo-se a agdo do paratorménio. E 1til como

marcador do carcinoma medular familial de tireoide, cuja heranga ¢ autossomica

dominante, no monitoramento da terapia e na detecgdo precoce de recorréncias.
Esta elevada em casos de hiperparatireoidismo, anemia perniciosa e, fisiologi-

camente, na gravidez.

Proteina de membrana nuclear (nuclear membrane protein - NMP-22)
Diferentemente dos marcadores anteriormente descritos, a pesquisa ou a medida
dos marcadores relacionados ao céncer de bexiga nao sao realizadas no soro, mas
na urina.
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O NMP-22 quantifica o aparelho mitético nuclear, cuja matriz é superexpressa
pelas células tumorais da bexiga e liberada na urina. Estudos clinicos tém eviden-
ciado que, quando o teste ¢ realizado 6 a 40 dias ap6s a cirurgia, niveis elevados sao
capazes de predizer a recorréncia em cerca de 70% dos pacientes, enquanto niveis
dentro do intervalo de referéncia sdo observados em 86% dos individuos que nao
apresentarao recorréncia.

Infec¢do do trato geniturindrio, hematuria ou cirurgia recente de bexiga podem
causar resultados falso-positivos.

Antigeno tumoral associado ao tumor de bexiga
(bladder tumor associated antigen — BTA STAT)
Corresponde ao fator H do complemento ou as proteinas a ele relacionadas.
O teste se baseia em ensaio cromatografico e fornece resultado semiquantitativo
do fator H e das proteinas relacionadas.

Resultados falso-positivos podem ser obtidos em pacientes com glomerulone-
frite, litiase, infec¢ao urinaria, hematdria ou que tenham sido submetidos a cirur-
gia de bexiga recentemente.

Antigeno tumoral associado ao tumor de bexiga
(bladder tumor associated antigen — BTA TRAK)
Esse exame detecta os mesmos antigenos identificados pelo BTA STAT, mas por
ensaio imunoenzimadtico, sendo, portanto, quantitativo.

Também nesse teste sdo encontradas elevadas taxas de resultados falso-positivos
em pacientes com doengas geniturindrias nao neoplasicas, como glomerulonefrite,
calculose urinaria, infecgdes geniturindrias, hematuria e cirurgia vesical recente.
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33 Monitoramento terapéutico de medicamentos

INTRODUCAO

Na pratica clinica, o0 monitoramento terapéutico de medicamentos (Therapeutic
Drug Monitoring — TDM tem por objetivo garantir a eficicia do tratamento e a
aderéncia dos pacientes ao tratamento.

O numero e a frequéncia de uso dos medicamentos, bem como a relagao de
comunica¢ao e confianga entre o paciente e o prestador de cuidados de satde, sao
essenciais para influenciar a adesdo ao tratamento. A falta de adesao representa um
problema sobretudo entre os usudrios de medicamentos; as taxas de nao adesao
também foram relacionadas ao nivel de apoio social, educa¢io e socioeconémico.
Como a ndo adesdo é mais comportamental do que uma conduta médica, muitos
estudos se concentraram em explorar possiveis preditores psicoldgicos.

Nos Estados Unidos, o nimero de casos graves reportados aos centros de con-
trole toxicoldgico aumenta 4,6% ao ano, particularmente o grupo das intoxicagdes
por analgésicos (8,8%/ano) e sedativos, hipnoéticos e antipsicéticos (7,1%/ano). A
maioria (83,2%) dos casos fatais resulta da ingestdo excessiva de medicamentos.

A toxicologia clinica tem como objetivos prevenir e tratar efeitos toxicos dessas
substincias. O TDM é uma area da farmacocinética clinica que visa a individuali-
zagdo da dose e a otimizagdo dos tratamentos farmacoldgicos, com o objetivo de
alcangar a maxima eficacia terapéutica com a minima incidéncia de efeitos adver-
sos. O termo foi descrito pela primeira vez em 1950, aplicado ao tratamento de
arritmias cardiacas com quinidina. A utilizacdo da monitoragdo de drogas tem au-
mentado desde a segunda metade da década de 1960 com a evolugao das técnicas
analiticas e dos fundamentos farmacocinéticos da acio de medicamentos.

Atualmente, a melhoria dos cuidados de satde cria situacdes clinicas complexas
que tornam o TDM relevante na decisao e na gestdo terapéutica.
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O papel do laboratério esta na determinagdo das concentragoes desses medi-
camentos para melhorar a conduta médica, principalmente nos transplantes de
orgaos, quando o risco de rejeicdo ou efeitos adversos pode provocar danos irre-
versiveis aos pacientes.

Métodos confidveis, precisos e exatos sdo essenciais para monitorar com eficacia
os niveis e fazer ajustes apropriados da dose de diversas medicagdes com vistas ao
monitoramento adequado e assegurar que as concentragdes sanguineas ou plas-
maticas sejam mantidas dentro da faixa-alvo.

As classes de medicamentos comumente analisadas no laboratdrio clinico séo:

1. Antibidticos: vancomicina, amicacina, gentamicina, cloranfenicol;

2. Antifiingicos: voriconazol, cetoconazol, itraconazol;

3. Antiepilépticos: acido valproico, carbamazepina, lamotrigina, fenobarbital, feni-
toina, topiramato;

4. Benzodiazepnicos: bromazepam, clobazam, clordiazepdxido, lorazepam;

5. Imunossupressores: ciclosporina, tacrolimo, sirolimo, everolimo, metotrexato;
6. Antidepressivos triciclicos: imipramina, desipramina, amitriplina, clomiprami-
na, nortriptina.

Para a fenitoina e o acido valproico, recomenda-se a andlise em soro, no caso de
hipoalbuminemia, da fragao livre (forma ativa do medicamento), assim como na
uremia, no uso concomitante de firmacos que competem com as proteinas plas-
maticas e nas situacdes de toxicidade inesperada com concentragdes plasmaticas
totais dentro da janela terapéutica.

Nas condigdes que causam diminui¢do da concentragido plasmatica de albumi-
na (desnutri¢do, insuficiéncia renal ou hepatica) ou deslocamento do fairmaco a
partir de locais de ligagdo (administragdo concomitante de outro firmaco ou na
uremia), a concentragio total do firmaco pode subestimar a fra¢ao do firmaco na
forma livre, e a diminui¢do dos niveis da alfa 1-glicoproteina acida nos neonatos,
na gravidez e na insuficiéncia renal ou hepatica resulta no aumento da fragao livre
de farmacos basicos, como a lidocaina ou a imipramina. Ao contrario, os niveis
dessa proteina de fase aguda estardo aumentados apds situagdes de queimadura,
trauma ou infarto agudo do miocardio.

Em laboratérios clinicos distintos, o TDM apresenta diferengas metodoldgicas e
praticas, que podem causar a variabilidade observada entre laboratérios. Dados de
programas de proficiéncia mostram uma significativa variabilidade interlaborato-
rial quando da utilizagao de métodos cromatograficos.
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Sugerem-se trés razoes principais para a variabilidade interlaboratorial:

1. Falta de padroniza¢do de procedimentos laboratoriais e fluxos de trabalho in-
cluindo coleta e manuseio de amostras;

2. Falta de uso de materiais de referéncia apropriados (p. ex., isdtopos-padrao inter-
nos para cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em tandem);
3. Baixa conformidade com diretrizes de boas praticas de laboratdrio internacio-
nalmente aceitas (p. ex., relacionadas ao controle de qualidade, garantia de quali-
dade, valida¢io, treinamento de pessoal).

FASE PRE-ANALITICA
Essa fase também contribui para aumentar a variabilidade e, consequentemente, a
confiabilidade dos métodos.

Com relagdo a coleta de sangue para a realizagao de exames laboratoriais, é im-
portante conhecer, controlar e, se possivel, evitar algumas variaveis capazes de in-
terferir na exatiddo dos resultados. Classicamente, sdo referidas como condigoes
pré-analiticas a variacdo cronobioldgica, o género, a idade, a posigdo, a atividade
tisica, o jejum, a dieta e o uso de medicamentos para fins terapéuticos ou ndo. Em
uma abordagem mais ampla, outras condigdes devem ser consideradas, como a
realiza¢do de procedimentos terapéuticos ou diagnosticos atuais, cirurgias, trans-
fusao de sangue e infusao de solugdes. Em situagdes especificas, os intervalos de
referéncia devem considerar essas diferencas.

E importante lembrar que as mesmas causas de variagdes pré-analiticas afetam
os resultados em idosos, mas a intensidade da variagdo tende a ser maior nesse
grupo etario. Doengas subclinicas também sao mais comuns nos idosos e precisam
ser consideradas na avaliagdo da variabilidade dos resultados. A mudanga rapi-
da na postura corporal causa variagdes na concentragao de alguns componentes
séricos. Substancias nao filtraveis, como as proteinas de alto peso molecular e os
elementos celulares, tém sua concentragdo relativa elevada até que o equilibrio
hidrico se restabeleca. Por essa razdo, niveis de albumina, colesterol, triglicerideos,
hematécrito, hemoglobina, de drogas que se ligam as proteinas e o nimero de
leucdcitos, por exemplo, podem ser superestimados se a coleta de sangue ocorrer
antes que o equilibrio hidrico tenha se estabelecido. Esse aumento pode ser de 8 a
10% da concentragao.

Recomenda-se para a coleta de sangue total tubos com etilenodiaminotetracéti-
co (EDTA), que ndo afeta a contagem celular e altera minimamente o tamanho da
célula. A heparina ndo deve ser usada, pois pode formar crioprecipitados.

As variaveis pré-analiticas tém grande impacto sobre a qualidade dos resultados
de laboratdrio e estido agrupadas em trés categorias: variaveis fisiologicas, variaveis
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de coleta e fatores de interferéncia, que podem suscitar interpretagdes erroneas
dos resultados dos exames. Ao fazer a correlacdo clinico-laboratorial dos resul-
tados, deve-se ter em mente possiveis altera¢des ligadas as variaveis fisiologicas,
como sexo, idade, raga, gravidez etc. Fatores de interferéncia, como dieta (grape-
fruit altera a absorgdo de ciclosporina) e o uso de bebidas alcodlicas que podem
causar danos hepaticos e influenciar na absor¢do de imunossupressores.

Armazenamento

Os componentes dos tubos de soro com gel separador, como o silicone, po-
dem adsorver farmacos e afetar a analise. Em geral, os firmacos afetados sdo a
fenitoina, a carbamazepina, o fenobarbital, a lidocaina, a quinidina e os antidepres-
sivos triciclicos.

A estabilidade da amostra devera ser uma das etapas avaliadas no processo de
valida¢ao 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 qui-
micas, fotométricas e fluorométricas. Por exemplo, esta descrita a interferéncia ne-
gativa da bilirrubina (> 20 mg/dL) na analise da concentragdo de vancomicina por
imunoensaio de fluorescéncia polarizada (FPIA). A elevagdo da hemoglobina em
amostras hemolisadas é uma fonte de erro, por suas propriedades fotométricas,
fluorométricas e quimioluminescentes. A hiperlipidemia e a elevacao de parapro-
teinas no mieloma multiplo afetam particularmente os ensaios turbidimétricos. Se
os resultados forem suspeitos, deve-se repetir a analise com outra técnica ou ap0s
tratamento da amostra para eliminar possivel interferéncia.

Durante o procedimento de coleta, devem ser evitados fatores capazes de pro-
vocar hemolise (os tubos devem ficar na posigdo vertical). O avango tecnologi-
co possibilitou a realizagao de analises de medicamentos em sangue total. Assim,
diante de um resultado nao esperado para determinado pardmetro analisado em
sangue total, deve-se verificar se este nao foi influenciado pela hemolise presente
na amostra. Recomenda-se que uma pequena amostra do sangue total seja
centrifugada para observar se ha ou ndo hemdlise.

Os critérios de aceitagdo e rejeicdo de amostras, assim como a realizagio de
analises em amostras com restricdes, devem estar definidos em procedimentos
documentados. O laboratério precisa ter um sistema para aceitar ou rejeitar amos-
tras biologicas, recebidas ou coletadas por ele, além de registrar aquelas que nao
estejam em conformidade com os critérios de aceitacao definidos. O laboratério
deve garantir que os testes realizados em amostras fora das especifica¢oes ideais,
ou coletados sem o devido preparo, tenham essa condigdo registrada no laudo, de
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maneira a informar as precau¢des para interpretagiao do resultado, quando aplica-
vel. Nesse caso, deve haver registros que identifiquem o responsavel pela autoriza-
¢do das andlises realizadas em amostras com restrigdes.

Ciclosporina A, tacrolimo, sirolimo e everolimo estao altamente ligados as he-
macias e proteinas, e 0 monitoramento terapéutico é realizado com sangue total.
A porcentagem de ligacao as hemacias 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,
alteragdes no hematdcrito e hemolise grave podem afetar a precisao dos resultados
dos testes em sangue total.

Especificamente, valores baixos de hematdcrito (25%) estao associados com
concentragdes de tacrolimo superestimadas por alguns imunoensaios, e a supe-
restimacdo pode ser explicada pela correcio do hematdcrito. Além disso, as con-
centragdes intracelulares de inibidores de calcineurina (tacrolimo e ciclosporina)
apresentam alta variabilidade interpessoal e intrapaciente.

As concentragdes plasmaticas desses farmacos sdo varias vezes inferiores as do
sangue total e as concentragdes podem cair abaixo do limite de quantificagdo do
método. Outra limitacdo do uso de plasma para monitoramento terapéutico é que
a medicagao nao ligada pode se difundir passivamente dentro dos eritrdcitos.

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
¢ aplicado ao papel de amostragem. O DBS deve ser completamente seco antes
do armazenamento ou do transporte para o laboratdrio para minimizar o cresci-
mento bacteriano. O papel de amostragem ¢ enviado para o laboratério, onde um
disco circular é perfurado para fora da mancha de sangue e, em seguida, extrai-se
o medicamento da matriz para analise.

Os beneficios do uso do DBS sdo o fato de que a coleta ndo exige o uso de fle-
botomistas, o tempo de amostragem pode ocorrer com conveniéncia e sem deslo-
camento para uma clinica para coleta de sangue, o risco bioldgico 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 hematocrito anormal terdo impacto na precisao dos resultados de algu-
mas drogas. A qualidade do papel de amostragem e o método analitico também
afetardo a confiabilidade dos resultados.

O sangue capilar também pode ser utilizado para monitoramento terapéutico
em pacientes pediatricos. Outro tipo de amostra para a analise de medicamentos
sao as células mononucleares do sangue periférico, que podem exigir a separagdo
celular por centrifugacdo, purifica¢ao, extragdo e analise usando um espectrome-
tro de massa altamente sensivel com quantificagdo abaixo de 1 pg/mL. Intervalos
terapéuticos para DBS e células mononucleares do sangue periférico ndo estao
bem estabelecidos.
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Na fase pré-analitica, é de crucial importancia que sejam reportadas as informa-
¢Oes de maneira completa, quanto a dose, ao hordrio de coleta ap6s a dose, ao tipo
de transplante e a outras medica¢des utilizadas simultaneamente, com informagao
adicional da data e hora da dltima dose, sendo necessario também anotar a con-
centragdo da dose.

A coleta antes da proxima dose (vale) é preconizada para a avaliagdo de con-
centragdes do medicamento, principalmente no periodo de manutengao e quando
hd suspeita de que o paciente ndo estd atingindo a concentragdo minima eficaz.
Quando ha suspeita de que o paciente estd sendo exposto a doses elevadas e as
concentragdes estdo acima das concentragdes maximas desejaveis, a coleta devera
ser realizada apds a dose administrada (pico), de acordo com o fairmaco; caso o
paciente apresente sinais clinicos de intoxicacao, a coleta devera ser realizada em
qualquer periodo pds-dose.

O melhor parametro que identifica a exposi¢do ao medicamento ¢ a area sob a
curva total (AUC), realizada por coletas em espacos de tempo determinados (p. ex.,
de 1 em 1 hora), e o periodo de coleta deve ser ao menos 3 meias-vidas da droga (12
horas, 24 horas etc.); visto que nem sempre a logistica para essas coletas ¢ facil, pois
o paciente deve permanecer nesse tempo no local da coleta, opta-se pela concentra-
¢do minima (vale) ou pela concentragdo maxima (pico) ou pela associagao das duas
coletas para melhor avaliar a exposi¢ao do individuo ao medicamento estudado. Na
Figura 1, esta demonstrada a distribuigao da medicagdo apds a dose de EC-MPS (mi-
cofenolato sédico com revestimento entérico). E necessario conhecer a distribuicio
do farmaco no organismo para analisar o melhor periodo pds-dose para a coleta.

Distribuicao

Eliminagao (metabolismo e excregao)

\’ """""""""" O . P o Controles
- .

e Idosos

mcgh/mL/mg/kg

04 4

0,2 4

0,0

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

0 40 80 120 160 200 240 280 320 360 400 440 480 520 560 600 640 680 720 760
Tempo (minutos) apés a dose de EC-MPS

FIGURA 1 Curva farmacocinética (média de concentracdo) apds a dose de EC-MPS

(micofenolato sédico com revestimento entérico).

Fonte: adaptada de Romano, 2015.
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FASE ANALITICA

O TDM (Figura 2) deve ser realizado para medicamentos que apresentam alta va-
riabilidade intra e interindividual, os que tém janela terapéutica estreita ou quando
a coadministragdo com outras medica¢des pode modificar a absor¢ao do farmaco
de interesse. Do mesmo modo, pacientes que apresentam outras comorbidades po-
dem ter a fun¢io renal e hepatica afetadas, o que pode promover uma diminuigdo
de metabolismo e eliminacdo desses medicamentos, resultando em um aumento
das concentragdes no plasma ou sangue total e consequentes efeitos adversos.

O periodo pos-dose é essencial para o acompanhamento dos pacientes — uma
medicagdo administrada leva ao menos de 4 a 5 meia-vidas do farmaco para atingir
o estado de equilibrio estaciondrio (steady state), sendo muitas vezes necessaria a
administragdo de doses mais altas na 1* semana ap6s a dose, para que a faixa tera-
péutica seja alcancada e para manter o paciente dentro da faixa de seguranga clinica.

As principais vias de metabolismo das medicagdes sdo as representadas pelo citocro-
mo P450- CYP450 (fase I: oxidacio, reducio, metilacio, hidroxilagdo e deaminacéo) e
¢ao) e por uridina glutamiltransferases-UGTs [fase II: conjugagao (D-glucoronidagao,
O-sulfonagio, N-acetilagéo, 0-,N-,S-metilagdo), glutationa ou aminodacido conjugagio].
Na fase I, lipofilicos sdo transformados em polares e ndo ha mudanca na atividade
dos medicamentos. Na fase II, sdo formados metabolitos mais polares, mais facilmen-
te excretados pelos rins ou pelas vias biliares e metabdlitos inativos. Os metabolitos
formados também podem ser metabolizados pelas enzimas das fases I ou II antes da
eliminagdo. Exemplo: tacrolimo, ciclosporina, sirolimo e everolimo sdo principalmente
metabolizados por CYP3A5, MPA por UGT1A9 e azatioprina pela tiomercaptopurina.

Alguns fatores podem alterar a farmacocinética de medicamentos, como lesao
renal por redugdo da excregdo, lesdo hepatica por reducao da eliminagao, intera-
¢Oes entre farmacos, disfuncoes da tireoide e diarreia.

O monitoramento de certas medicagdes com uma estreita janela terapéutica
melhora significativamente a condigdo do paciente, por exemplo, a quantificagdo
dos imunossupressores em amostras de pacientes apds transplante de 6rgao é um
pré-requisito essencial para a prevencdo tanto das reagdes adversas dos medica-
mentos quanto dos eventos de rejei¢ao.

A necessidade de medicéo exata, precisa e padronizada dos medicamentos apre-
senta um grande desafio para os laboratorios clinicos e a industria diagnodstica.

Uma multiplicidade de diferentes métodos foi desenvolvida no passado para
satisfazer essas exigéncias.

Atualmente, imunoensaios e métodos baseados na cromatografia liquida em
conjunto com espectrometria de massa (LC-MS/MS) consistem nas abordagens
mais prevalentes nos laboratdrios clinicos. Essas técnicas diferem em muitos as-
pectos; ao fazer a escolha, o laboratdrio deve considerar os critérios técnicos, clini-
cos e econdmicos, assim como as qualificagoes da equipe.
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Escolha pela sensibilidade, especificidade e aplicagao

FIGURA 2 Resumo de etapas de conhecimento para um adequado TDM.

Viérios imunoensaios produzem resultados que apresentam um viés positivo
em relagdo aos métodos cromatograficos, em razao da reatividade cruzada com
os metabolitos pelos anticorpos de detecgdo. O viés real varia de acordo com o
paciente e o tempo pds-dose, entre outras variaveis, mas, em média, os resultados
de imunoensaio podem apresentar resultados 20 a 60% mais altos do que aqueles
obtidos por técnicas cromatograficas. Os imunoensaios ndo sao validados para
matrizes alternativas com possivel utilidade clinica para popula¢bes especiais e
podem néo fornecer intervalos de medigdo analiticos suficientes para apoiar pro-
tocolos de conservacido selecionados ou estudos farmacocinéticos. Métodos cro-
matograficos, acoplados a varios detectores diferentes, foram desenvolvidos para
superar as preocupacdes sobre a especificidade e o desempenho dos imunoensaios,
em relagdo ao TDM.

METODOS PARA MONITORAMENTO DE
MEDICAMENTOS LC-MS/MS
A espectrometria de massa diferencia a relagao massa/carga de atomos ou mo-
léculas ionizadas. Gera ions em fase gasosa, separa-os pela relacao massa/carga
e quantifica-os com base nessa relagdo; 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 moveis utilizadas na cromatografia e os tipos de analisadores
sdo varidveis de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas da molécula em estudo.
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FIGURA 3 Esquema de LC-MS/MS para medicamentos.

Amostras entram no espectrdmetro de massa pelo uso de termopulverizacio,
eletropulverizagao, ionizagdo quimica pré-secagem atmosférica ou ionizagdo por
pressdo atmosférica. Em seguida, sdo guiados por campos elétricos, de radiofre-
quéncia ou magnéticos até o analisador de massa. O analisador de massa funciona
para separar ou isolar os ions pela sua relagdo entre a massa e a carga na molécula
versus tempo. Os analisadores também podem ser projetados para detectar todos
os ions em uma faixa de massa, como na espectrometria de massa de tempo de
Voo, em que os fons sdo projetados em um tubo de voo e identificados pela massa
exata e pelo tempo necessario para atingir o detector. A armadilha de ions, o setor
magnético, os espectrometros de massa de ressonancia ciclotronica e a transfor-
mada de Fourier sdo outras formas de analisadores para selecao de massa. Esses
analisadores de massa podem ser acoplados em conjunto para formar tecnologias
hibridas, como o tempo de voo quadrupolo (QTOF).

Quando os ions sdo detectados, o detector converte a quantidade de ions para
uma taxa especifica de massa para carga em um sinal. Os detectores podem consis-
tir em multiplicadores de fotons ou elétrons. Analisadores de massa tém limitagdes
com relagdo a maior relagdo massa-carga que pode ser detectada, resolu¢ao de dois
picos por unidades de massa, velocidades de varredura para deteccdo de massa e
nimero de ions capazes de alcancar o detector.

METODOS DE LC-MS/MS PARA ANALISE DE MEDICAMENTOS

Inimeros métodos de espectrometria de massa foram publicados para a analise
de drogas terapéuticas. Algumas das caracteristicas comuns para a preparagdo da
amostra incluem hemolise, precipitacio de proteinas com sulfato de zinco, meta-
nol e acetonitrila, seguidas de adigdo de padrdo interno a amostra, centrifugacdo e
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analise. Os padroes internos usados em varios métodos incluem padroes deutera-
dos. A separagao cromatografica geral é realizada por HPLC ou por cromatografia
liquida de ultra-alta pressio (UPLC) com uma coluna de fase inversa C18 ou ou-
tras especificas para o medicamento de interesse. Pode-se utilizar uma fase mével
de grau bindrio de passo, que consiste geralmente nos seguintes solventes em com-
binacéo: acetato de amonio, formiato de amonio, cido férmico, acetonitrila, meta-
nol e agua. O pH da fase movel é acidificado para aumentar a ionizagado positiva de
adultos de amonio [M + NH4]", por exemplo, para a molécula de everolimo, cujos
metabdlitos ativos e inativos geralmente podem ou ndo ser monitorados.

A ionizagdo também pode ocorrer em modo negativo com perda de prétons
(corticosteroides); o importante é conhecer as caracteristicas fisico-quimicas de
cada molécula (medicamento) e sua afinidade pela fase mével ou fase estacionaria
(coluna de separagao cromatografica).

Vale ressaltar que ciclosporina, tacrolimo, sirolimo e everolimo sdo compostos
que ndo sio facilmente protonados (ionizados), mas que formam adutos, prefe-
rencialmente com cdtions presentes na solugdo (Na*, K*, NH 4*); a adi¢do de tam-
poes volateis ajuda na ionizagao (p. ex., acetato de amonio).

O laboratdrio deve monitorar no minimo duas transi¢des para quantificagao com
relagao massa/carga (m/z) do ion precursor e de um ion produto e usar um segundo
ion produto como ion qualificador (o que aumenta a especificidade do método). Na
Tabela 1, sdo apresentados exemplos de transicdes para medicamentos.

A estrutura quimica das moléculas ajudara a entender onde e como essas molé-
culas serdo fragmentadas (Figura 4).

Tracolimo

A OH

o OH

Acido micofendlico

FIGURA 4 Estrutura molecular de imunossupressores.

Fonte: adaptada de Zhang e Zhang, 2018.
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TABELA 1 Transi¢oes esperadas para algumas drogas e seus padrdes internos em
LC-MS/MS e parametros espectrométricos

Analito fon fon Dwell  Voltagem Energiade Tempo de
precursor produto  time cone (v)  colisdo (eV) retengdo
(m/2) (m/2) (s) (minutos)
Clonazepam 316;2 270,0 0,200 40 25 5,82
Clonazepalm-d4 320,0 274,0 0,200 40 25 5,83
Clobazam 301,0 259,0 0,200 3§ 20 4,00
Clobazam-:C, 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 8211 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 3381 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 (d}) (IS) 341,2 210,1 0,025 15 25 0,260
Everolimo 979,6 912,§ 0,025 32 25 0,705

deuterado-d4 (IS)

Ciclosporina A 1223,9 1206,8 0,025 30 20 0,775
deuterado-d, (IS)

Sirolimo 934,6 864,5 0,025 32 18 0,705
deuterado-d3 (IS)

Tacrolimo 824,5 771,6 0,025 36 22 0,700
1C-deuterado-d, (IS)

IS: padrdo interno; dwell time: tempo de permanéncia.

Tempo de permanéncia representa a duragdo em que cada sinal de ion m/z é co-
letado. Aumentar o tempo de permanéncia melhora a contagem de ions do detec-
tor, isto é, a sensibilidade, calculando a média do sinal durante um periodo mais
longo. No entanto, isso resultara em menos pontos no pico. Para uma quantifica-
¢do precisa, o tempo de espera ¢ reajustado para obter pelo menos 10 a 12 pontos
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de dados no pico. Fluxos mais altos produzem picos mais nitidos, normalmente
tornando os tempos de permanéncia mais curtos.

IMUNOENSAIOS
Trata-se de métodos analiticos baseados na alta bioafinidade do antigeno e na rea-
¢do do anticorpo, que forma uma base de radioimunoensaios (RIA).

A seletividade dos anticorpos fundamenta-se na especificidade do local de li-
gacdo ao antigeno. Anticorpos podem ser monoclonais ou policlonais, em que os
anticorpos monoclonais sdo produzidos por um tnico clone de célula produtora
de anticorpos e tém a mesma afinidade. Em contraste, os anticorpos policlonais
sao mais baratos que os anticorpos monoclonais, mas tém afinidades variadas.
Os imunoensaios podem ser classificados em modos competitivos e sanduiche. E,
nos principios de operagdo, como fluorescéncia polarizada, quimioluminescéncia,
bioquimioluminescéncia e eletroquimioluminescéncia, com base nas técnicas de
detec¢do. A imunoprecipitagido é o método mais simples porque niao requer um
processo de extragdo. No entanto, a sensibilidade desse método é muito menor
em comparag¢io aos métodos com extracao para imunoensaios que desempenham
um papel importante nos laboratérios clinicos 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-
minescéncia (CMIA), um ensaio competitivo em que o medicamento presente na
amostra liga-se ao anticorpo (Ac) revestido, procedendo-se a lavagem para tirar
o excesso de Ac. Utiliza como marcador a acridina, que se liga a medica¢ao (Ag).
A formagao da CMIA é medida por unidades de luz (Rlu). A relagao indireta do
medicamento na amostra com a quantidade de Rlu é detectada pelo sistema 6ptico.

A andlise das vantagens e desvantagens dos métodos analiticos fornece uma
orientagdo geral para a otimizagao das estratégias analiticas para TDM. Uma das
principais vantagens da espectrometria de massa é que os usuarios podem desen-
volver seus proprios testes. Testes baseados na espectrometria de massa podem
ser analiticamente sensiveis, especificos e capazes de medir varios compostos em
uma unica corrida de analises. Essa ¢ uma abordagem rentavel para monitorar
pacientes que estejam recebendo terapia multimedicamentosa (p. ex., terapia an-
tiviral para pacientes com HIV). A seletividade fornecida por sucessivas filtragdes
de massa compreende outra vantagem da espectrometria de massa em relagdo aos
imunoensaios, como é por exemplo para os imunossupressores. Outra vantagem
da espectrometria de massa é a capacidade de desenvolver métodos em um perio-
do mais rapido e a autonomia associada de ndo ter que depender de um fabricante
de imunoensaio para fornecer um novo produto.

397



Entre as desvantagens dessa técnica, estao requerimentos de grande investimen-
to de capital e de custos de servigos, estar sujeita aos efeitos matriciais e a supressao
de fons, e os resultados de diferentes laboratdrios necessariamente nao sio compa-
raveis, pois sao métodos in house, com diferentes calibradores, controles, solventes
e equipamentos utilizados pelos usudrios.

As vantagens dos imunoensaios para a andlise de drogas incluem sua facil in-
tegracdo ao laboratorio e a capacidade de medi-los conjuntamente com outros
imunoensaios, como aqueles para fatores sorologicos e hormonais. Além disso,
imunoensaios para TDM do mesmo fabricante compartilham o mesmo método,
calibradores e instrumentacéo, resultando em uma harmonizacio efetiva entre os
laboratorios. A principal desvantagem ¢é o fato de que esses testes podem ser afeta-
dos por reatividade cruzada com metabdlitos e outras substancias.

Ambas as tecnologias tém suas respectivas forgas 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 cientifica
treinada e especializada. Isso pode se tornar até mesmo mais importante quan-
do testes de pacientes “fora das horas normais” sao necessarios. Outra importante
vantagem dos imunoensaios ¢ a capacidade de realizar testes de acesso randomi-
co. Além disso, imunoensaios sao fornecidos como uma solu¢ao completa para o
monitoramento de uma medicagdo especifica, 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 padrdes internos.

Porém, a avaliagao das tecnologias deve ser baseada no valor médico e nos be-
neficios que elas oferecem para os pacientes. No caso de TDM, acuracia analitica
e tempo de liberagdo da amostra (TAT) sao de alta prioridade, pela importancia
de manter valores terapéuticos dentro de um intervalo estreito e predefinido. Em-
bora os TAT sejam comparaveis para as duas metodologias, imunoensaios ofere-
cem uma produtividade muito maior do que a LC-MS/MS. As duas metodologias
também produzem resultados comparavelmente confiaveis, embora o fato de que
sistemas de imunoensaio automatizados nao dependem da dedica¢ao em tempo
integral de operadores especializados, o que pode minimizar erros humanos e di-
minuir a variabilidade de resultados entre laboratdrios ou entre periodos de traba-
lho diferentes no laboratério.

Para a analise de TDM, como em muitas outras analises, espera-se que atenda va-
rias exigéncias atuais: (a) integracdo em um laboratdrio central (que implica elevada
automagao), elevada consolidagao (realizando mais testes em menos plataformas)
e reducdo dos custos de operagao; (b) rastreabilidade para acreditagdo e validacao
do método; e (c) desempenho analitico em termos de sensibilidade, especificidade,
imprecisdo, acurdcia, possiveis interferéncias analiticas, robustez e consisténcia.

398



Geralmente, métodos de espectrometria de massa sdo considerados métodos
de referéncia, ao passo que imunoensaios estdo mais integrados ao laboratério
(mais automacao, menos problemas) e em fornecer kits e métodos validados [selo
de Conformidade Europeia (CE) ou liberagdo da Food and Drug Administration
dos Estados Unidos (FDA)]. Alguns kits de diagnéstico in vitro de LC-MS/MS
estdo agora comercialmente disponiveis com selos da CE e liberagao pelo FDA, e
alguns imunoensaios mostram um desempenho analitico (sensibilidade, especifi-
cidade, acuracia) equivalente ao das técnicas de LC-MS/MS. Infelizmente, alguns
imunoensaios tém desempenho analitico ruim, e alguns métodos mal validados
de LC-MS/MS mostram desempenho inaceitavel (p. ex., efeitos da supressao de
ions), com ambos promovendo resultados inconsistentes com potencial impacto
clinico. Resumidamente, as vantagens da espectrometria de massa incluem a po-
tencial especificidade e sensibilidade analitica, medigoes multiplas (quantificagao
simultinea de vérias medicagdes), flexibilidade, produtividade relativamente alta
e potencial para importante economia de custos. As desvantagens incluem falta de
automagao, necessidade de rigorosa validagao (evitar efeitos da supressao de ions),
falta de robustez, falta de um servigo de suporte técnico de 7 dias por semana e a
necessidade de uma equipe qualificada.

Para imunoensaios, as vantagens incluem automagio e integragdo ao labora-
torio central, melhor rastreabilidade (on-line com um sistema de informac¢ao do
laboratorio, leitores de cddigos de barra e kits bem validados), nenhuma necessi-
dade de pessoal especializado, robustez e contratos de manutenc¢ao acessiveis que
incluam suporte técnico de 7 dias por semana. As desvantagens incluem desem-
penho analitico relativamente ruim, pelo menos para alguns testes como viés de
calibra¢ao, sensibilidade e especificidade analitica com uma série de potenciais
interferéncias (reatividade cruzada com outros medicamentos ou metabdlitos, an-
ticorpos heteroéfilos, compostos enddgenos) e custo dos reagentes.

Qual serd a tecnologia lider no futuro? A atual tecnologia lider para TDM séo os
imunoensaios, o que deve continuar no futuro proximo. Espectrometria de massa
acoplada a cromatografia liquida de alta resolugao ¢é de grande utilidade em ére-
as como monitoramento de antirretrovirais e drogas imunossupressoras, contudo,
nao ¢ a tecnologia dominante. Espectrometria de massas também pode ter um
papel na evolu¢ao do monitoramento farmacodinamico. Infelizmente, ndo existem
dados clinicos publicados que claramente mostrem que uma das duas metodolo-
gias forneca 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 deteccdo baseada nas proprieda-
des fisico-quimicas do analito, sio metodologias complementares. A combinagao
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dessas tecnologias em um instrumento hibrido seria uma 6tima unido, podendo
constituir o futuro da TDM.

Sistemas publicos e privados de tratamento de satde estdo crescentemente pro-
curando pagar pelo valor dos resultados corretos em vez de pagar pelo volume ou
o numero de diagndsticos; portanto, a tecnologia mais provavel de ser amplamente
adotada serd aquela que oferecer o maior valor médico em termos de beneficios para
os pacientes, para os profissionais da satde e para as fontes pagadoras. Ha um im-
pressionante aumento nos usudrios da LC-MS/MS em TDM, como mostrado pelos
esquemas externos de testes de proficiéncia. Muito provavelmente, esse progresso
permanecera devido a elevada penetragdo nos grandes centros diagndsticos, mas
dificilmente a LC-MS/MS substituira os imunoensaios na medicina laboratorial.

Imunoensaio para tacrolimo tem alta produtividade com pré-tratamento automa-
tizado diretamente no equipamento (sem extragao prévia); entretanto, esse teste tem
sido questionado por interferéncia de anticorpos enddgenos, interferéncia de fatores
reumatoides e alta imprecisdo do teste em baixas concentragdes. Todas as estratégias
para automagao, especialmente para os testes que exigem sangue total, devem incluir
um robusto passo de extragdo automatizada que minimize os efeitos matriciais na
LC-MS/MS e na interferéncia dos anticorpos heterofilos nos imunoensaios.

Atualmente, a preparagdo da amostra on-line (tipicamente mudanga de coluna)
¢ a base da automagdo na LC-MS/MS. A automac¢io dos métodos da espectrome-
tria de massa deve ser melhorada. O maximo em automagao seriam a amostragem
do tubo primadrio de coleta de sangue, a prepara¢do da amostra com acesso ran-
doémico (possivelmente um método genérico) e, finalmente, o relatdrio direto do
espectrometro de massa. Até que isso esteja disponivel, LC-MS/MS nao podera
competir com os imunoensaios na questao de automagao.

A implicagao e o beneficio mais dbvio de aumentar a automacao sdo a redugao
do risco de erro humano e dos custos gerais. Além disso, a racionaliza¢ao do fluxo
de trabalho resulta em imediato valor diagnostico, acelerando a tomada de decisdo
clinica pela diminui¢do do TAT da amostra. Isso, por sua vez, promove decisdes
de tratamento mais precoces e que ajudam a maximizar a eficacia da terapia e
a reduzir o tratamento empirico. O uso da LC-MS/MS carrega varias considera-
¢oes logisticas e financeiras adicionais nao associadas aos imunoensaios, incluin-
do volumes maiores de residuos abrangendo solventes orgénicos, custos maiores
de energia, maiores exigéncias de seguran¢a com relagdo aos compressores, maior
tempo de inatividade do instrumento e um ambiente de trabalho mais barulhento.

GARANTIA E CONTROLE DA QUALIDADE
A valida¢do do método é utilizada para avaliar seu desempenho por meio do es-
tudo de precisdo (erro aleatdrio), exatidao (erro sistematico), linearidade, limite
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de quantificagdo e detec¢ao, robustez, estabilidade e efeito da matriz de amostras,
sempre antes da implanta¢do da rotina.

REQUERIMENTOS DA PRE-VALIDACAO

Qualifica¢ao analitica do equipamento, conformidade do sistema e estabilidade
das solugdes e amostras. A qualificacdo analitica do equipamento envolve a ade-
quagao do equipamento diante de resultados esperados. Para tanto, o equipamento
deve estar em boa manutengéo e, principalmente, calibrado.

A acurdcia e a especificidade devem ser avaliadas por diferentes estudos de de-
sempenho dos métodos, para melhores conhecimento e avaliagdo dos resultados.
Na Tabela 2, estao descritos os resultados obtidos para validagdo do método de
LC-MS/MS na Divisdo de Laboratorio Central do Hospital das Cinicas da Facul-
dade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (DLC-HCFMUSP) no periodo de
dezembro 2012 a margo de 2013, para imunossupressores.

Em LC-MS/MS, solucdes estoque para a preparagdo de calibradores sdo tam-
bém utilizadas para preparo de amostras para controle de qualidade (34% dos la-
boratérios empregam essa pratica). Isso é uma fonte potencial de erro, a menos
que se verifique a exatiddo da solucdo de estoque periodicamente. Além disso, 25%
dos laboratdrios utilizam dilui¢des seriadas para a prepara¢ao de calibradores, um
erro que pode ocorrer em uma dessas etapas se nao for analisada a acuracia dessa
solugdo estoque.

Os dados de exames de proficiéncia representam uma fonte rica de informagoes.
Além da precisio interlaboratorial e do viés, a média intralaboratorial afere a precisao
e 0 viés ao enviar amostras idénticas em diferentes momentos. Adi¢do de amostras
enriquecidas com metabolitos de medicamentos ou a inclusdo frequente de pacien-
tes nas amostras enviadas permite a discriminagéo entre o viés do método induzido
por matriz (falta de comutabilidade da amostra). Possibilita, ainda, a identificacao
de um erro de calibragdo; um rigoroso design de método e validagdo pode prevenir
tais situagdes problematicas e o viés do método induzido por reagdo cruzada. Varia-
bilidade de 15% foi observada nas concentragdes-alvo (terapéuticas) de tacrolimo
e ciclosporina e 20% em concentragdes fora do alvo. Para o dcido micofenolico, o
sirolimo e o everolimo, os coeficientes de variacdo (CV%) para concentracdes dentro
e abaixo das faixas-alvo avaliadas foram 20 e 30%, respectivamente. Considerando
que os imunoensaios atualmente disponiveis demonstram comparavel variabilidade,
0s CV% em concentragdes mais baixas sio mais altos e excedem 20%. Essa variabi-
lidade pode ser minimizada por um método validado corretamente e pela utilizagao
de calibradores e controles comerciais.

A Figura 5 demonstra a variabilidade de LC-MS/MS comparativamente aos
imunoensaios para drogas imunossupressoras.
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FIGURA 5 Bias em diferentes métodos para andlise de medicamentos

imunossupressores.

Fonte: adaptada de UKNEQAS PT Scheme (<www.bioanalysis.co.uk>).

TABELA 2 Resultados da validagdo de método LC-MS/MS na Divisdo de Laboratério
Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (DLC-HCFMUSP)

Tacrolimo

Everolimo

Sirolimo

Ciclosporina Acido

micofenélico

Glucoronideo do

4cido micofendlico

Tipo de amostra  Sangue total Sangue total Sangue total Sangue total Plasma Plasma
Numero de 55 20 25 20 20
amostras
Coeficiente de 0,9908 0,9650 0,9454 0,9853 0,9327 0,9438
correlagdo (r)
Slope 1,086 1,099 0,734 0,828 0,734 0,279
(1,045 a (0,955 a (0,507 a (0,663 a (0,507 a (0,230 a 0,327)
1,126) 1,243) 0,960) 0,994) 0,960)
Intercepto -1,50 0,94 19,65 0,844 0,06
(-2,30a (—1,55a0,24) (-1,86a (-19,84 a (0,682 a (—3,28 2 3,38)
0,71) 3,73) 59,14) 1,005)
Erro-padrao 1,69 2,14 26,54 0,79 1,30
estimado
Precisao 7,8 16,0 8,4 4,2 4,1
intraensaio de
amostra baixa CV%
(continua)
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TABELA 2 Resultados da validagdo de método LC-MS/MS na Divis3o de Laboratério
Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S3o
Paulo (DLC-HCFMUSP) (continuagdo)

Tacrolimo  Everolimo Sirolimo Ciclosporina Acido Glucoronideo do
micofenélico 4cido micofendlico
Tipo de amostra  Sangue total Sangue total Sanguetotal Sangue total Plasma Plasma
Precisao 5,4 53 22,5 2,0 3,6 1,6
intraensaio de
amostra média
CV%
Precisao 3,9 5,0 17,6 5,2 3,8 1,1
intraensaio de
amostra alta CV%
Precisdo 7,4 12,1 8,8 6,7 9.7 6,0
interensaio de
amostra baixa
CV%
Precisdo 6,2 10,1 8,1 9,3 9,8 3.7
interensaio de
amostra média
CV%
Precisao 7,3 5,7 4,9 53 5,2 2,6
interensaio de
amostra alta CV%
Teste de 98,3 a 97,22 98,3 a 98,0a 98,5a100% 99,5a100,4%
recuperagao 100,9% 100,3% 102,3% 100,0%
Verificagdo de 40,1 ng/mL  41,5ng/mL 40,0 ng/mL 1.360 ng/mL 14,5 mcg/mL 350 mcg/mL
linearidade
Sensibilidade o2ng/mL  o,2ng/mL  o2ng/mL  235ng/mL 0,2mcg/mL 18,3 mcg/mL
analitica
Teste de carryover 0,02 —0,02 0,06 —0,04 0,16 -0,12
(<033 (<0,69 (<o,0 (<218 (<0,66 (< 0,40
erro-limite)  erro-limite)  erro-limite)  erro-limite)  erro-limite)  erro-limite)
Estabilidade 60 dias 60 dias 60 dias 60 dias 60 dias 60 dias
da amostra em
freezer —30°C
Estabilidade da 5 dias 5 dias 5 dias 5 dias 5 dias 5 dias

amostra em

2a8C

mcg/mlL=pg/mL
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A analise dos controles de qualidade, interno e externo deve ser usada para con-
firmar a qualidade dos resultados produzidos por qualquer uma das metodologias.
Os laboratérios devem ser desafiados com controles de qualidade externos prepa-
rados de amostras reais. Uma agdo corretiva deve ser obrigatoria se os resultados
nao forem satisfatorios.

Na fase pds-analitica, o laudo deve ser claro descrevendo valores sugeridos para
as concentragdes no pico ou vale devidamente validados para a populagao-alvo.
Por exemplo, os niveis de imunossupressores no sangue sao influenciados pelo
tipo de transplante, resposta do paciente, pds-transplante, coadministra¢do de ou-
tros medicamentos e formula¢ao de medicamentos; alguns valores sugeridos estao
descritos na Tabela 3.

TABELA 3 Valores de janela terapéutica sugeridos na literatura para
imunossupressores

Tipo de amostra Medicamento ~ Hordrio apds a dose Valor de referéncia

Tacrolimo C, 5,0 a 15,0 ng/mL
Tacrolimo C, 5,0 a 30,0 ng/mL
Ciclosporina C, 100 a 400 ng/mL

Sangue total Ciclosporina C, 800 a 1.700 ng/mL TX renal
Ciclosporina ¢, 600 a 1.000 ng/mL TX hepético
Everolimo C, 3 a 8 ng/mL TX renal e cardiaco
Sirolimo C, 4a20ng/mL
MPA CO 1,0 a 3,5 meg/mL

Plasma
MPAG C, 35a 100 mcg /mL

CASO CLiNICO

Paciente do sexo masculino, 44 anos, portador de transplante renal, tratado com
ciclosporina A e sirolimo. O paciente estava clinicamente estavel, com concentra-
¢des 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 ap6s o transplante por mudanga no emprego.
Os resultados de TDM obtidos em novo laboratério 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-
tigacdo do provedor revelou que o laboratdrio 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 detec¢io por fluorescéncia polarizada
(FPIA) para ciclosporina A e um imunoensaio quimioluminescente de micropar-
ticulas magnéticas (CMIA) para sirolimo. As superestimagdes das concentragdes
de ciclosporina A, quando determinadas pela FPIA, relativas a LC-MS/MS, estdo
bem documentadas e sdo exageradas quando um paciente também ¢ tratado com
sirolimo. Em contraste, o CMIA para sirolimo tem pouco viés com LC-MS/MS.

A analise consistiu em: a mudanca 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 determinagdo de imunossupressores sao utilizados no
monitoramento de um unico paciente, sem o conhecimento do profissional de
saude, a dose pode ser ajustada inadequadamente com potenciais consequéncias,
como a rejei¢do do enxerto, se a exposi¢do de medicamentos ¢ muito baixa, ou
efeitos colaterais toxicos, se a exposi¢do é alta.

Pode-se utilizar imunoensaio ou LC-MS/MS, mas sempre mantendo o método
de monitoramento ou, caso nao seja possivel, informando ao corpo clinico qual-
quer mudanga na metodologia, pois podera mudar a janela terapéutica.

E preciso lembrar, ainda, que na fase pos-analitica os valores criticos, ou seja,
valores quantitativos, devem ser imediatamente comunicados ao médico solicitan-
te ou responsavel pelo paciente, ja que se trata de resultados que colocam a vida do
paciente em alto risco.

O futuro do TDM depende da inovagao tecnologica dos métodos analiticos e da
farmacogenomica, sendo inumeros os exemplos de polimorfismos genéticos que se
relacionam a resposta clinica. O TDM e a farmacogendmica sao duas abordagens
de farmacovigilancia, que podem servir de apoio a decisdo clinica.

Em trabalhos futuros, melhorias nos métodos analiticos devem ser continua-
mente realizadas em diferentes abordagens para TDM. Para LC-MS/MS, desenvol-
ver métodos rapidos, padronizados e comercialmente disponiveis sera a perspec-
tiva. Tendo em mente que a maioria das drogas ligam-se aos glébulos vermelhos
e as proteinas plasmaticas, apenas o farmaco nao ligado pode interagir com sitios
de acdo. Portanto, a determinac¢do da concentracdo da fracio livre de medicamen-
tos pode fornecer mais informagdes sobre seus efeitos em comparagdo ao sangue
total. Essa abordagem inclui a adaptagdo de protocolos de extragao e, além disso,
a obtengdo de limites de quantificagdo muito abaixo dos atuais. Outra abordagem
compreende a determinagdo de concentragoes intracelulares (p. ex., em linfdcitos)
ou o efeito em proteinas-alvo (p. ex., calcineurina). Foi demonstrado que a concen-
tragdo de algumas medicagdes em sangue total nem sempre estd correlacionada
com o efeito da medicagdo no organismo, e que a variabilidade entre pacientes
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desempenha um papel importante. Para imunoensaios, os anticorpos altamente
especificos devem ser produzidos para reduzir a reatividade cruzada com metabo-
litos. Essas mudancas poderdo beneficiar a conduta clinica.

BIBLIOGRAFIA CONSULTADA

BRANDHORST G, OELLERICH M, MAINE G, TAYLOR P, VEEN G, WALLEMACQ P. Liquid chromatogra-
phy-tandem mass spectrometry or automated immunoassays: what are the future trends in therapeu-
tic drug monitoring? Clin Chem. 2012;58(5):821-5.

Burtis CA, Asuwoop ER, Bruns DE. Tietz textbook of clinical chemistry and molecular diagnos-
tics. 4. ed. Philadelphia: W.B. Saunders; 2006.

CABRERA FIGUEROA S, FERNANDEZ DE GATTA M, HERNANDEZ GARCIA L, DOMINGUEZ-GIL HURLE
A, BusTos BERNAL CR ET AL. The convergence of therapeutic drug monitoring and pharmacogenetic
testing to optimize efavirenz therapy. Ther Drug Monit. 2010;32:579-85.

CHRISTIANS U, JACOBSEN W, SERKOVA N, BENET LZ, VIDAL C ET AL. Automated, fast and sensitive
quantification of drugs in blood by liquid chromatography-mass spectrometry with on-line extrac-
tion: immunosuppressants. ] Chromatogr B Biomed Sci Appl. 2000;748:41-53.

CHRISTIANS U, VINKS AA, LANGMAN LJ, CLARKE W, WALLEMACQ P, VAN GELDER T ET AL. Impact of
laboratory practices on interlaboratory variability in therapeutic drug monitoring of immunosup-
pressive drugs. Therapeutic Drug Monitoring. 2015;37(6):718-24.

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. Approved Guideline EP-6; Evaluation of linear-
ity of quantitative methods. 2. ed. Wayne: CLSI; 2009.

Davip-NETO E, Romano P, TRiBonNT AHK, Ramos F, AGENA F, EBNER PAR ET AL. Longitudinal phar-
macokinetics of tacrolimus in elderly compared to younger recipientsin the first 6 months after renal
transplantation. 2017;101(6):1365-1372.

KaHAN BD, KEOWN P, LEVY GA, JoHNSTON A. Therapeutic drug monitoring of immunosuppressant
drugs in clinical practice. Clin Ther. 2002;24(3):330-50.

KoRECKA M, SOLARI SG, SHAW LM. Sensitive, high throughput HPLC-MS/MS method with on-line
sample clean-up for everolimo measurement. Ther Drug Monit. 2006;28:484-90.

Kovarik JM, BEYER D, ScHMOUDER RL. Everolimo drug interactions: application of a classification
system for clinical decision making. Biopharm Drug Dispos. 2006;27(9):421-6.

MowRy JB, SPYKER DA, CANTILENA LR Jr., Bailey JE Ford M. 2012 Annual Report of the American
Association of Poison Control Centers’ National Poison Data System (NPDS): 30th Annual Report.
Clin Toxicol (Phila). 2013;51:949-1229.

MovYER TP, Post GR, STERIOFF S, ANDERSON CE. Cyclosporine nephrotoxicity is minimized by ad-
justing dosage on the basis of drug concentration in blood. Mayo Clin Proc. 1988 March;63(3):241-7.
OL1veirRA CA, MENDEsS ME (ORGS.). Gestdo da Fase Analitica do Laboratério - como assegurar a
qualidade na pratica. v. I. Controllab; 2011.

PoQUETTE MA, LENSMEYER GL, DoraN TC. Effective use of liquid chromatography-mass spectrometry
(LC/MS) in the routine clinical laboratory for monitoring sirolimo, tacrolimo, and cyclosporine. Ther
Drug Monit. 2005;27:144-50.

406


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11092585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16885715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15795643

ROTHENBURGER M, ZUCKERMANN A, BArRA C, HUMMEL M, STRUBER M, HIRT S ET AL. Recom-
mendations for the use of everolimo (Certican) in heart transplantation: results from the second
German-Austrian Certican. Consensus Conference. ] Heart Lung Transplant. 2007;26(4):305-11.
TAYLOR PJ. Therapeutic drug monitoring of immunosuppressant drugs by high-performance liquid
chromatography-mass spectrometry. Ther Drug Monit. 2004;26:215-9.

Yu HY. The prescription drug abuse epidemic. Clin Lab Med. 2012;32:361-77.

RoMANO P, AGENA E EBNER P, TRIBONT A, RAM0OS F, GALANTE N ET AL. Pharmacokinetics of Myco-
phenolic Acid (MPA) in elderly compared to young recipients in the first year after renal transplanta-
tion. Data from the NEverOLd trial [abstract]. Am J Transplant. 2015;15(Suppl. 3).

ZHANG Y, ZHANG R. Recent advances in analytical methods for the therapeutic drug monitoring of

immunosuppressive drugs. Drug Test Anal. 2018;10:81-94.

407


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15228168

34 Drogas de abuso

INTRODUCAO
As exposi¢oes a substancias quimicas toxicas, as superdosagens medicamentosas e
a utilizagdo de substancias com fins abusivos constituem situagdes extremamente
frequentes. Nem sempre o diagnostico é simples, pois, em muitos casos, desconhe-
ce-se 0 agente toxico ou o paciente ndo colabora com a histdria clinica. Acrescenta-
-se o fato de o laboratério clinico nem sempre dispor de todas as informagoes
sobre o quadro clinico do paciente. As exposicdes a substincias potencialmente
toxicas sdo extremamente frequentes tanto em adultos quanto em criangas em
todo o mundo. A principal faixa etaria na qual ocorrem as intoxicagdes esta 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 intoxicagdo precisa ser observada como uma situagio
potencialmente grave, mesmo que os sintomas paregam de pequena intensidade.
O laboratério deve se cercar de alguns cuidados além daqueles citados em outros
pontos desta obra. Aspectos ligados a identificagdo, acondicionamento, critérios
de rejeicao e, principalmente, limitagdes sobre procedimentos serdo comentados
neste capitulo. Essa discussdo, limitada anteriormente aos servicos de saude, visava
somente ao aspecto terapéutico. Porém, essa discussao extrapolou essas fronteiras
atingindo o aspecto juridico, quando a preocupagio é focada no aspecto criminal,
ou, ainda, em outras esferas, como no mundo do trabalho.

Varias duvidas surgem quando o laboratdrio se vé envolvido com essas questdes:

« Como fazer a coleta, 0 manuseio e o armazenamento das amostras?
+ O exame mostra o uso recente, eventual ou continuado da droga?

+ Qual o melhor material bioldgico para investigacao?

« Deve-se estabelecer uma cadeia de custddia da amostra?

e Quais cuidados na medida da alcoolemia?
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Fazer, entao, o “diagnostico” do uso dessas substancias tornou-se a preocupagao
dos envolvidos com o problema.

INDICACOES DE SOLICITACAO

O uso abusivo de substincias é responsavel por até 50% das entradas nos servi-
¢os de emergéncia nos Estados Unidos. Por essa razao, testes de drogas de abuso
incluem testes para substancias comumente utilizadas para fins ditos “recreativos”,
COmo 0s opiléceos, cocaina, anfetaminas, canabinoides e benzodiazepinicos. Esses
testes também podem ser utilizados em clinicas especializadas em tratamento da
dor para avaliar a evolugdo da terapéutica e detectar o uso inadequado ou abusivo.
Clinicas de desintoxicagdo, especializadas em acompanhamentos de usuarios cro-
nicos, podem ser solicitadores frequentes.

Servigos de saude ocupacional tém promovido uma demanda significativa des-
se tipo de exame, principalmente naqueles focados em programas de prevengao de
drogas psicoativas.

As indicagdes clinicas se ddo, portanto, nos casos em que ha suspeita clinica
justificada. E muito comum o laboratério ser procurado por pais ou familiares an-
gustiados com a suspeita de uso de drogas por familiares proximos. Nao é raro que,
inclusive, tragam amostras “coletadas” sem o consentimento do paciente. Nesse
momento, ¢ fundamental alertar que, além de todas as dificuldades e fragilidades
técnicas desse processo, tal ato implica falta ética e esta passivel de questionamento
legal inclusive. Isso sem falar no impacto extremamente negativo no relaciona-
mento familiar, conseguindo, com isso, piorar uma situagdo que, de inicio, ja é
bastante ruim.

A suspeita justificada no ambiente de trabalho deve ser levantada por um profis-
sional da saude devidamente treinado. Ha algumas exce¢des, como em programas
especificos (caso da aviagao civil - RBAC 120), em que supervisores podem fazer
essa indicaqéo. Naio é necessario ressaltar que, nessas excegdes, a supervisdo mé-
dica é fundamental para evitar equivocos ou aspectos de assédio moral ligado ao
trabalho.

HISTORICO DO PACIENTE
Quando da coleta do material, deve-se obter o maior nimero de dados possiveis
sobre habitos e usos de drogas, tanto ilicitas quanto terapéuticas.

No caso de pesquisa de drogas de abuso, precisa-se investigar maneiras nao
usuais de contato com a droga. No caso da investigagdo do uso da cocaina, por
exemplo, deve-se perguntar sobre o uso de compostos contendo a droga, mesmo
em doses pequenas, como cha de folhas de coca. No caso da maconha, pode haver
consumo de produtos que contenham a droga, como fibras e 6leos.
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As drogas terapéuticas, 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 reagdes cruzadas para esses tipos de me-
dicamentos. Pode-se citar anfetaminas no caso de antigripais e benzodiazepini-
cos nos relaxantes musculares. Especial aten¢ao deve ser dada as reagdes cruzadas
para opioides em pacientes em uso de quinolonas.

No caso das drogas ilicitas, tentar conhecer o padrao de uso prévio é bastante
interessante, pois uma determinagdo positiva ndo consegue distinguir o usudrio
eventual do cronico.

OPORTUNIDADES DE COLETA
E possivel pensar em dois grandes ambientes distintos: em ambulatdrios assisten-
ciais e nas empresas

No primeiro, as oportunidades de coleta estdo ligadas a demandas clinicas
(historia, sinais e sintomas). Ainda, ha casos de solicitagdo de acompanhamento
clinico dos pacientes.

No ambito da empresa, em varios momentos, esses testes podem ser solicitados:
mudanga de funcao (de ndo risco para risco, ou seja, na qual o uso de substancia
psicoativa pode representar risco); sorteio aleatdrio; retorno ao servigo apos teste
positivo confirmado; ou, ainda, pds-acidente ou pos-incidente. Também sdo soli-
citados para acompanhamento de funcionarios em programa de prevengao ao uso
de substancias psicoativas.

Nos exames pré-adimensionais, ndo se recomenda essa investigagao. H4, inclu-
sive, um parecer do Conselho Federal de Medicina (CFM n. 26/2012), que consi-
dera ndo ser eticamente aceitavel esse tipo de determinacao.

TIPOS DE AMOSTRAS

Pode-se optar por alguns tipos de amostra: sangue, urina, cabelo (as mais usuais)
e saliva, suor, liquidos ou tecidos (menos comuns). Aqui, comentar-se-a sobre as
vantagens e limitacoes de cada uma delas.

O sangue ¢ a principal amostra que vem a mente. Sua principal vantagem con-
siste no fato de que nela pode-se determinar a droga-mae, com seus metabolitos.
Porém, trata-se de uma amostra “suja’, ou seja, ha grande variedade de possiveis
interferentes e, também, a janela de detecgdo ¢ menor em relagdo aos outros tipos
de amostra. Porém, para fins periciais, a detec¢ao de substancia no sangue ¢ uma
prova praticamente irrefutavel de uso de droga.

A urina compreende a amostra de escolha para a maioria das solicitagdes. A janela
de detec¢io varia de 2 horas a 2 semanas. O volume necessario para analise 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 periodos mais longos do
que no sangue. A Figura 1 compara as janelas de detec¢do de algumas amostras.
Além disso, a coleta de urina ndo exige flebotomia e representa uma amostra esta-
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
profissdes que podem impactar a seguranga publica.

Uma consideragdo quanto ao teste de urina refere-se ao fato de que, quando
ela se encontra visualmente turva ou contendo sedimento, pode exigir pré-cen-
trifugacao para evitar resultados falso-negativos. Além disso, os médicos devem
estar cientes das técnicas de adulteracdo e possiveis variagdes pré-analiticas, como
aquelas envolvendo varia¢des de pH, gravidade especifica, aroma e aparéncia. Tais
achados sao indicios que podem sugerir tentativa de adulteragdo da urina. Quando
esses sinais estiverem presentes na amostra, ela deve ser rejeitada pelo laboratério.

A estabilidade da amostra pode sofrer algumas varia¢oes 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 més.

O uso de cabelo como amostra biologica vem se tornando cada vez mais comum.
Trata-se de uma amostra extremamente estavel, de facil coleta, acondicionamento
e envio. O armazenamento também tem baixo custo. A janela de detecgdo é bas-
tante longa, podendo chegar a 1 ano.

Porém, para conseguir um nivel de detecgdo eficiente, o padrao de uso da droga
deve ser grande, pois apenas com quantidades razoaveis e/ou uso frequente ocorre
um acumulo detectavel no cabelo. Outro ponto a ser levantado corresponde a ve-

Escala de tempo das janelas de detecgdo de drogas em algumas amostras

0A6
SALIVA A
URINA 4 HORAS A8 DIAS
CABELO 10 DIAS A 365 DIAS

LI I B I I | | | | | | | | | | | | 1
0246 810124 > 4 s 8 10 20 40 60 80 100 200 300 365

FIGURA 1 Limita¢cdes das amostras no tempo.

Fonte: adaptada de <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 més. Assim, a
amostra de cabelo utilizada mostra o uso com atraso de minimo de 1 més, o tempo
necessario para o cabelo emergir do bulbo piloso. Por fim, ¢ uma técnica mais tra-
balhosa e ndo esta disponivel na maioria dos laboratdrios.

Fluido oral (saliva) é facil de coletar, ndo invasivo e é improvavel 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 género adequado nao estd disponivel para testemunhar a coleta de urina.

As drogas-mae, e ndo os seus metabdlitos, estao presentes na saliva e a janela de
deteccdo é diferente do que aquele para a urina. Por essa razdo, 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.

Varios dispositivos de coleta de saliva estdo disponiveis no mercado e nao ha
diferenga, a priori, entre eles quanto ao desempenho.

Porém, testes baseados em saliva tém varias desvantagens. O rastreio de dro-
gas na saliva pode ser analiticamente dificil porque os analitos estdo presentes em
concentra¢des mais baixas e os volumes de amostra sio menores. Por exemplo, o
fluido oral é um espécime pobre para a deteccdo de canabinoides. Hd, também,
os efeitos da contaminagdo oral e do pH que poderiam influenciar os resultados
do teste na saliva; portanto, as variaveis pré-analiticas devem ser cuidadosamente
consideradas. Em alguns casos, pacientes que abusam de estimulantes, como an-
fetaminas ou ecstasy, podem ndo ser capazes de fornecer uma amostra adequada.
Finalmente, ha pouca informagéo sobre interferéncias observadas em testes basea-
dos em saliva. A Tabela 1 compara as amostras resumindo suas diferengas.

TABELA 1 Comparacdo das caracteristicas analiticas dos diferentes tipos de
amostras para andlise de drogas de abuso

Parametro Saliva Urina Sangue Cabelo

Coleta N3o invasiva  Fere a privacidade Invasiva N3o invasiva

Analito principal Droga-mae Metabdlito Droga-m3e e Metabolito

metabdlito

Concentragdo analito  Baixa Moderada a alta ~ Moderada Baixa

Problemas potenciais Contaminacdo Tentativa de Janela curta de  Necessita de
oral adulteragao detecgdo grande uso

Influéncia do pH Sim Sim N3ao Nio

Outros tipos de amostras potenciais para testes drogas de abuso incluem suor,
unha e mecodnio.
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A coleta de suor é pouco pratica. Eliminacao de drogas pela pele pode se arrastar
por muitos dias, e a coleta é propensa a contaminag¢ao externa. Ainda, as concen-
tragdes podem variar conforme o local de coleta.

USO DE SUBSTANCIAS PREVIAS
Ao coletar amostras para avaliagao toxicoldgica, é preciso ter em vista que iniime-
ras substancias podem interferir nos resultados; porém, nem sempre associadas a
uso ilicito. Assim, uma histdria clinica mais apurada deve ser obtida pela assessoria
do laboratdrio antes da liberagdo de um resultado “positivo’, que, na verdade, seria
um falso-positivo.

Entre as inumeras substancias a serem questionadas, deve-se verificar se ha um
quadro clinico ou prescricdo médica que justifique tal achado laboratorial. A Tabe-
la 2 traz alguns exemplos.

TABELA 2 Principais interferentes pré-analiticos nos exames de detec¢do de drogas

de abuso
Grupos encontrados na amostra Medicamentos que podem causar reac3o cruzada
Anfetaminas Antigripais, antialérgicos, emagrecedores, tratamentos
de transtorno do déficit de atencio e hiperatividade

Canabinoides Canabidiol, estimuladores de apetite

Opioides Analgésicos potentes, quinolonas

Benzodiazepinicos e barbittricos Anticonvulsivantes, psicotrépicos

ETANOL

A coleta para verificagdo de uso de etanol vem crescendo de modo constante nos
ultimos tempos em virtude do endurecimento da legislacao no Brasil. Assim, algu-
mas consideragdes particulares devem ser feitas.

A primeira é que a assepsia para coleta de amostra de sangue nao deve ser feita
com alcool, pois pode haver contaminagdo da amostra, com eventual resultado
falso-positivo.

Os frascos devem ser lacrados e, depois, ndo mais abertos, sob pena de violar
a cadeia de custddia (ver a seguir), bem como haver perdas por evaporagio, pela
volatilidade da amostra, podendo promover resultados falso-negativos.

As amostras de elei¢do para determinacgao de embriaguez sao: 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 influéncia da
capacidade de metabolizagdo do individuo, a relagao etanol urina/sangue nao é
muito precisa, girando em torno de 1,3 no apice da circulagdo do etanol no sangue.

A oportunidade de coleta é fundamental, pois a janela de deten¢do do etanol
no sangue e ar expirado é curta, no maximo 6 horas. Depois disso, pode-se nao
conseguir comprovar niveis séricos de etanol.

ASPECTOS ETICOS E LEGAIS | CADEIA DE CUSTODIA

A identificagdo do paciente a ser submetido a testes de drogas de abuso deve ser a
mais cuidadosa possivel. E preciso sempre proceder a identificacio positiva, que,
na pratica, constitui a confrontagao do paciente com documento legivel, em bom
estado e com foto recente.

Muitas vezes, em processos de coleta de exame, por exigéncia de norma legal,
exige-se a coleta sob procedimentos de cadeia de custédia, constituida de um con-
junto de procedimentos que visam a manter a integridade e a inviolabilidade da
amostra durante todo o seu processo de andlise. Comega na coleta e termina na
liberagdo dos laudos e armazenamento de dados.

O conjunto de coleta (kit) deve conter minimamente:

« 2 frascos plasticos de cristal branco de 30 mL com tampas inviolaveis;

« Fitas de lacre (duas cores diferentes — uma para ser usada como prova e outra
eventual contraprova);

« Copo coletor de 100 mL;

o Documento de custddia em duas vias;

+ Envelope de transporte das amostras com lacre.

Os procedimentos de coleta sdo:

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 bioldgico; de
preferéncia, um local sem acesso a fontes de agua (torneiras, vasos sanitarios etc.);
3. O doador da amostra nio deve entrar nesse local com jaquetas, paletds 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 ndo houve violagao prévia deste;

6. Preencher os campos do documento de custodia, ndo 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 inframamario;

9. O responsavel pela coleta deve assistir atentamente a coleta;

10. Solicitar que o doador da amostra transfira o volume de urina do frasco coletor
para os dois frascos etiquetados, coloque a tampa inviolavel nos dois frascos plas-
ticos e, por fim, coloque a fita de lacre nos dois frascos plasticos;

11. No caso da coleta de cabelo, medir a extensao da amostra coletada e acondicio-
nar no envelope adequado, sempre prestando aten¢do ao posicionamento dos fios,
indicando a posicao do bulbo (préxima a raiz);

12. E importante ressaltar que nio 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 rapido
possivel para o laboratério.

O registro do processo deve documentar ndo somente o que foi feito, mas tam-
bém quem o realizou. O acesso ao processo deve ser restrito, sendo permitido so-
mente aos funcionarios treinados e designados.

Uma questdo importante é que esteja bem claro o objetivo do exame: avaliagao
com finalidade pericial ou clinica. Se o objetivo for somente clinico no acompa-
nhamento de pacientes, os procedimentos de cadeia de custédia podem ser dis-
pensados. Porém, nesse cenario (coletas com objetivo clinico), ndo se permite a
liberagdo com finalidade pericial, fato que deve ser apontado no laudo, deixando
claro que aquele laudo ndo se presta a tal fim.
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35 A assessoria médica como ferramenta para discussao dos
erros pré-analiticos e interferentes no laboratério clinico

Algumas vezes, vé-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 sio poucos,
estdo incompletos ou podem néo ajudar no encaminhamento de uma averiguagao
voltada a esclarecer a discrepancia observada. Nessas ocasides, a assessoria médica
compreende uma ferramenta importante para contato com o médico-assistente
e, dessa maneira, discutir e estabelecer provaveis causas da inconsisténcia clinica
observada no resultado daquele exame. Muitos sao os fatores capazes de alterar o
resultado de um exame laboratorial; apenas um bom relacionamento profissional
entre o médico e o laboratdrio pode oferecer a melhor solugdo para o problema,
decidindo pela repeticdo ou correlacionando com os dados clinicos observados
pelo médico.

Deve-se lembrar que muitas interferéncias analiticas podem estar vinculadas a
fase pré-analitica, envolvendo cadastro, condi¢des de jejum, atendimento aos cri-
térios de preparo para o exame, coleta, transporte do material etc.

A assessoria médica é um ponto importante nessa ligagdo para comunicagao
de resultados criticos, resultados relevantes ou, ainda, discussdo de resultados que
muitas vezes parecem incoerentes quando analisados a luz das condigdes clinicas,
pela obtengdo da amostra pelo paciente, pelo laboratério ou ainda pelo uso de me-
dicamentos que possam ser responsabilizados pela interferéncia, que pode ser in
vitro, ou seja, atuando na metodologia. Um medicamento ou seu metabolito pode
interferir em determinado método analitico e ndo necessariamente com outro mé-
todo de analise. Assim, é necessario que a especificidade dos métodos analiticos
seja conhecida. Pequenas diferencas na técnica podem ser decisivas no grau de in-
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terferéncia do medicamento. Isso se aplica, por exemplo, a determinagao da creati-
nina, que pode ser afetada por medicamentos, como acido ascorbico ou metildopa.
E importante ressaltar que aprimoramentos obtidos nas metodologias de anélise
nos ultimos anos reduziram consideravelmente essas interferéncias. As dosagens
dos hormonios da tireoide, por exemplo, atualmente realizados por imunoensaios,
entre outras técnicas, substituiram os exames de iodo com ligacao proteica. A de-
terminagdo da glicose sanguinea foi substituida por métodos enzimaticos, mais
especificos que os colorimétricos.

A verificagdo da presenca de glicose e hemoglobina no exame simples de urina,
em que a pesquisa é realizada por meio de tiras reagentes, cuja reagdo é enzima-
-dependente, pode ser afetada pela existéncia de acido ascérbico. Dessa maneira,
o paciente deve evitar ingerir altas doses de acido ascérbico 24 horas antes da re-
alizacdo do exame. O proprio teste do nitrito na avaliagao da bacteritria pode ser
afetado pelo uso da mesma medicacdo.

Os efeitos biologicos dos medicamentos com influéncias na interpretagao dos
resultados laboratoriais — as interferéncias in vivo - podem ser encontrados:

+ Regularmente, em todas as pessoas tratadas com certa medicagao;
+ Irregularmente, em poucas pessoas em virtude das idiossincrasias.

Os hormonios sexuais tém, frequentemente, consideraveis efeitos metabolicos e
causam significativas mudangas no padrao das proteinas plasmaticas, provocando al-
teragdo — traduzida por aumento ou diminui¢do em certos parametros bioquimicos.

Sado comuns os questionamentos sobre os resultados de exame simples de urina
(EAS) e urinocultura. As aparentes discrepancias sao advindas de muitos interferen-
tes e as questdes sdo frequentemente voltadas para alteragdes no EAS com culturas
negativas, ou vice-versa.

Alguns exames laboratoriais, apesar de ainda solicitados, sao dificeis de padroni-
zar. E o caso do tempo de sangramento, inicialmente introduzido como ferramen-
ta para avaliacdo da fungdo plaquetaria, que deixou de ser realizado em muitos
paises (p. ex., nos Estados Unidos), visto a dificil padroniza¢ido do teste e, con-
sequentemente, a baixa sensibilidade e especificidade e o comprometimento da
reprodutibilidade do teste relacionados a 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 nao utilizada pelos labo-
ratdrios no Brasil. Além de todas as questoes apresentadas, tém-se, ainda, condi-
¢Oes inerentes ao individuo, como a reducdo de plaquetas funcionalmente ativas,
além do uso de medicamentos que podem interferir na fun¢do plaquetdria (p. ex.,
uso de acido acetilsalicilico). Este pode ter efeitos adversos nao encontrados com
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outros salicilatos, como leucopenia, tempo de sangramento prolongado e trombo-
citopenia. Desse modo, o uso de acido acetilsalicilico e de anti-inflamatérios nao
esteroidais afeta a fungao plaquetaria, provocando uma interferéncia significativa
no resultado de testes de fungdo plaquetaria e no tempo de sangramento.

Considerando que ndo existe um exame para substituir o tempo de sangramen-
to (TS) na avalia¢ao pré-cirurgica do risco hemorragico, a investigagao adicional
deve ser direcionada pela historia pessoal e historia patologica pregressa de san-
gramento. Desse modo, existindo referéncias anteriores ou familiares, pode-se
complementar a avaliacdo pré-cirdrgica com teste de agregacao plaquetaria, na
suspeita de plaquetopenias hereditdrias ou até mesmo provas que avaliam a fungdo
das plaquetas, como o PFA-100, na hipotese de alteragdio medicamentosa ou de
doenga de von Willebrand.

O uso da biotina exdgena, presente em compostos polivitaminicos e férmulas
para cuidados com cabelos e unhas, pode provocar interferéncia, considerando
que algumas dosagens realizadas no laboratério, principalmente as hormonais,
utilizam a biotina na rea¢do. Desde 2012, a literatura evidencia trabalhos que apon-
tam tal interferéncia, principalmente em dosagens hormonais, ganhando refor¢o a
partir de 2018, com varias publicacdes que mostram essas alteracdes nos exames
de avaliagao da fungéo tireoidiana (TSH, T4 livre e T3). Testes de pacientes que
usavam altas doses de biotina apresentaram resultados falsamente elevados dos
hormonios tireoidianos e resultados com valores baixos de TSH sem nenhuma
manifesta¢do clinica. 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
apos a suspensio da substancia. Esses comentarios tém o propdsito de levar a uma
questdo considerada importante na relagdo laboratorio versus médico-assistente:
como este age diante de um resultado aparentemente discrepante? E importante
estabelecer um contato com o laboratério e ouvir a opinido e parecer do seu co-
lega patologista clinico ou do profissional habilitado no laboratério. E essencial o
didlogo entre o médico-assistente e o laboratorio. O autor deste capitulo parte da
premissa de que esse didlogo é salutar, visto apresentar aspectos muito importantes
e que pode ser conduzido pela assessoria médica nao somente na comunicagio
de resultados criticos, relevantes, mas também na correlacio clinico-laboratorial:

1. Deflagra uma relagdo conflitante entre os profissionais e o contato que pode
evidenciar capacidades na administracdo desses conflitos;

2. Mobiliza o laboratdrio para certificar-se de seus resultados e rastrear as agoes
desde a coleta até a emissdo do laudo na procura de falhas pré-analiticas;

3. Complementa informagdes necessarias para ambos com relagdo a possiveis
interferentes pré-analiticos realizados pelo cliente, ou obten¢do de amostra em
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situagdo nao conforme por parte do cliente, instrugdes erradas quanto a necessi-
dade de jejum, repouso, dietas, suspensdo de medicamentos e informag¢des do uso
de medicamentos que inferiram na analise e na interpretacao dos resultados etc.;
4. Durante os exames laboratoriais, podem surgir evidéncias de outras patologias
associadas a patologia de base e que somente sdo evidenciadas nos exames labora-
toriais e, ainda, ndo ter expressdo clinica evidente. Nesses casos, 0 médico podera
ficar atento para uma nova abordagem com o paciente;

5. Estimula a busca da qualidade que ambos os profissionais querem alcangar e
que tem como beneficidrio mais importante do processo o proprio paciente;

6. A confirmagéo das alteragoes observadas nos exames laboratoriais aguga os pro-
fissionais para a busca de explica¢des que possam elucidar essas alteragoes.

Considerando que sdo muitas as possibilidades de alteragdes nos exames, re-
presentadas por interferéncias pré-analiticas, analiticas e pds-analiticas, o didlogo
é a oportunidade que terd o profissional do laboratorio de rever seus métodos e
protocolos e se constituird em uma oportunidade de reavaliagdo do processo. Se
assim for, convém assumir que a vulnerabilidade estd em ambos os lados porque,
ao se partir da afirmativa de que sempre se esta certo, nao havera dialogo. Por fim,
vale sempre a pena esse didlogo quando se tem a frente o motivo pelo qual se mo-
bilizam as emogoes.
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significativamente os resultados dos testes laboratoriais. O profissional do laboratério
clinico necessita estar atento para identificar e sanar ou encontrar solugdes para
minimizar esses problemas.

Nestas Recomendacdes da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina
Laboratorial (SBPC/ML) sao apresentados os fatores pré-analiticos e interferentes em
ensaios laboratoriais mais comumente observados na rotina didria do laboratdrio,
discutindo 0s mecanismos, as causas da interferéncia e as possiveis solugdes.

Esta obra foi escrita por especialistas nacionais e internacionais com larga experiéncia
na rotina do laboratdrio clinico.

Trata-sedeumlivroindispensével nolaboratdrio clinicoe que, certamente, ird proporcionar
novos conhecimentos em prol da melhoria continua do processo laboratorial.

0 arquivo completo estd disponivel para livre download na Biblioteca Digital
da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML):
www.bibliotecashpc.org.br.

Apoios:

JAbbott £2BD  Controliab

Olemoluer rADIOMETER )
iiShift ~softeasy.t. “Gsmex [

Tecnologia que puisa

Tecnalagin & Seivigas

? ISBN 974=-A5=78LA=359=7

Manole 97788578"683597




	_GoBack
	chem
	_GoBack
	_GoBack
	_GoBack
	_GoBack
	_Hlk511742721
	_Hlk511047098
	_Hlk511075243
	_Hlk511125826
	_Hlk511125832
	_Hlk511044474
	_GoBack
	_GoBack
	_GoBack
	_GoBack
	_GoBack
	_GoBack
	_Hlk504298154
	_Hlk504499877
	_Hlk504500719
	_GoBack
	R21-18
	_GoBack
	_GoBack
	_GoBack
	_GoBack
	_GoBack
	_GoBack
	_GoBack
	_GoBack
	_GoBack
	_GoBack



