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DISTURBIOS DO METABOLISMO DOS CARBOIDRATOS
DIABETES MELLITUS

Os carboidratos (agucares que possuem a formula Cn (H20)n)
desempenham fungdes importantes para o nosso metabolismo.  Ex: Funcao
energética e estrutural.

Apos sua absorgéo no intestino, a veia porta hepatica fornece ao figado
uma grande quantidade de glicose que vai para a corrente sanguinea para ser
distribuida por todo organismo a fim de suprir as necessidades energéticas das
células.

As concentragdes normais de glicose plasmatica (glicemia) situam-se
em torno de 60 - 99 mg/dl gracas a agao de um sistema hormonal apurado que
entra em agado para evitar que o aporte sanguineo de glicose exceda aos
limites considerados normais.

Os hormodnios pancreaticos insulina e glucagon tém importante papel na
regulacdo dos niveis plasmaticos da glicose. A insulina é produzida pelas
células beta das ilhotas de Langerhans sendo liberada quando ha um aumento
dos niveis de glicose plasmatica (hiperglicemia) que ocorre normalmente apos
uma alimentagao contendo carboidratos. Podemos dizer, resumidamente, que
a insulina estimula a captagdo de glicose pelas células (exceto neurbnios e
hepatocitos), 0 armazenamento da glicose sob a forma de glicogénio hepatico
e muscular (glicogénese), o armazenamento de aminoacidos (figado e
musculos) e lipidios (adipdcitos).

Assim, devido a agado da insulina, ha uma queda gradual da glicemia
(hipoglicemia) que estimula as células alfa do pancreas a liberarem o glucagon.
Este hormbnio possui agdo contraria a da insulina: aumenta a utilizacdo de
lipidios e aminoacidos; estimula a utilizacdo das reservas de glicose
(glicogendlise), estimula a neoglicogénse (sintese de glicose a partir de lipidios
e aminoacidos).

Esses efeitos hiperglicemiantes possibilitam nova agdo da insulina,
fazendo com que a glicemia de um individuo normal fique em torno dos 60 a 99

mg/dl.
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Disturbios do metabolismo da glicose podem levar a hiperglicemia
(aumento dos niveis séricos de glicose — como o Diabetes mellitus) ou

hipoglicemia (diminuicdo dos niveis séricos de glicose).

1. HIPERGLICEMIA - DIABETES MELLITUS

A hiperglicemia, aumento da concentragao sérica de glicose, ocorre em
varios processos patolégicos como feocromocitoma, hipertireoidismo, sindrome
de Cushing, acromegalia e Diabetes mellitus. Abordaremos neste capitulo

apenas o Diabetes mellitus.

DIABETES MELLITUS

E uma doenca cronica caracterizada por uma elevagdo anormal dos niveis
séricos de glicose podendo haver excregdo do excesso de glicose na urina
(glicosuria).

Pode originar-se da falta de insulina e/ou da incapacidade da insulina de
exercer adequadamente seus efeitos.

Caracteriza-se por hiperglicemia com disturbios do metabolismo dos
carboidratos, lipideos e proteinas. Em longo prazo pode-se observar disfungao
e faléncia de varios orgaos. Esta associado frequentemente a lesdes da

microcirculagao, alteracdes neuropaticas, nefropaticas e ateroscleroscleroticas.

Fatores determinantes

-Hereditariedade: as células beta do pancreas encontram-se mais
susceptiveis a destruicdo por virus ou ha um aumento da produgédo de auto
anticorpos contra as células beta do pancreas.

-Obesidade: pode levar a uma diminuigao do numero de receptores para a
insulina.

-Consumo excessivo de alimentos: induz a um aumento na producéo de

insulina.

Classificagao
Tipo 1: caracteriza-se pela destruicdo das células beta do pancreas
gerando uma deficiéncia absoluta de insulina; pode ser de origem autoimune

ou de causa desconhecida. A evolugao clinica é rapida; o pico de incidéncia
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ocorre na infancia e na adolescéncia. A concentracdo da insulina endégena
encontra-se diminuida ou ausente. Sintomas mais comuns s&o: glicosuria,
poliuria, polifagia, polidipsia, perda de peso rapida, cetoses frequentes.
Frequentemente ha necessidade de insulina exdgena.

Tipo 2: caracteriza-se por um aumento da resisténcia a insulina ou
deficiéncia de sua secrecao. Corresponde a 90% da populacdo com diabetes;
geralmente ocorre apds 40 anos de idade, a maioria € obesa, hipertensa,
sedentaria ou com historia familiar. Ndo depende de insulina exdégena (em
pacientes com glicemia sob controle). Neste tipo de diabetes, quando a
glicemia esta sob controle, os sintomas s&o discretos.

Gestacional: é diagnosticado durante a gestagdo. Ha uma resisténcia
insulinica provocada por horménios produzidos na placenta; a glicemia elevada
no sangue materno favorece seu transporte pela placenta até o feto.

Mulheres que ja tiveram diabetes em gestagdes anteriores, com histéria
familiar de diabetes, histéria de aborto espontaneo, correm mais riscos de
desenvolverem diabetes gestacional. Como consequéncias do diabetes
gestacional pode haver anomalias congénitas, natimortalidade, macrossomia,
hipoglicemia neonatal que se nao for detectada a tempo pode deixar sequelas
pela falta de glicose nas células.

Pré-diabetes ou Tolerancia a glicose diminuida: Valores de glicemia
intermediarios, com riscos relativamente altos de desenvolver diabetes.
Apresentam hiperglicemia quando submetidos a sobrecarga oral de glicose. Na

maioria das vezes sdo assintomaticos.

Sinais e sintomas
Os sinais classicos de Diabetes Mellitus séo:
-glicosuria: glicose na urina; aparece quando a glicose sérica encontra-se
acima do limiar renal 160-180 mg/dl.
-poliuria: aumento do volume e da frequéncia urinaria;
-polidipsia: sede intensa;
-perda de peso;

-polifagia: fome intensa;
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Pacientes diabéticos tém maior propensdo em desenvolver hipertenséo,

arteriosclerose, doencas oculares, doencas renais, feridas nio cicatrizantes em

extremidades do corpo (pés, pernas, € maos) que podem levar a amputagao

dos membros.

2. HIPOGLICEMIA

Definida como concentracao sérica de glicose menor ou igual a 50mg/dl.

Representa o conjunto de manifestagdes clinicas que ocorrem devido a
privagdo de glicose no cérebro. Estes sintomas desaparecem rapidamente

quando ha administragéo oral ou intravenosa de glicose.

Sintomas de hipoglicemia
Ansiedade, palpitagdo, tremor, sudorese, cefaleia, fala arrastada,

comprometimento do SNC, convulsdes, coma e morte.

Causas:
- Fisioldgicas: exercicios forgados, jejum prolongado, estresse.
- Hipoglicemia reacional
- Insulinoterapia
- Doencga autoimune
- Doencas hepaticas, hormonais, alcoolismo;

- Recém-nascidos prematuros: < 20 mg/dl; a termo: < 35 mg/dl.

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Determinacgao da glicemia de jejum: o sangue venoso obtido de plasma
fluoretado € a amostra de escolha para determinagdes da glicose. O plasma
deve ser separado em no maximo 30 minutos.

Para se submeter ao teste, é preciso permanecer em estado de jejum por
8 a 14 horas.

Valores de referéncia segundo a Associagdo Americana de Diabetes
(ADA): Normal: 60 a 99 mg/dI

Alterada: 100mg/dl a 125mg/dI

Diabetes: glicemia de jejum igual ou maior a 126 mg/dl
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(confirmada por uma nova coleta); glicemia maior ou igual a 200 mg/dl duas
horas apds a administragdo de 75 g de dextrosol (teste de tolerancia) ou a

qualquer hora do dia, independente de jejum.

Teste Oral de Tolerancia a Glicose

Para se preparar para este teste deve-se manter uma dieta normal nos
trés dias que antecedem ao exame, interromper qualquer medicacdo que
possa interferir no resultado (sob orientagdo médica); permanecer em repouso
durante o exame e n&o fumar.

O teste oral de tolerancia a glicose consiste em administrar 75 g de
glicose para adultos e 1,75 g por kg de peso para criangas (no maximo 75 g de
glicose), diluido em 300 mL de agua, com ingestdo em no maximo cinco
minutos (tempo contado a partir do primeiro gole).

Quando a curva glicémica tem como objetivo o diagnéstico de diabetes
mellitus, devem ser feitas apenas duas coletas de sangue: a basal e duas
horas apds a sobrecarga (ou a critério médico). Sdo considerados normais
valores de glicemia duas horas apds a sobrecarga inferiores a 140 mg/dL; os
valores intermediarios (entre 140 e 200 mg/dL) definem a condigdo de
tolerancia a glicose diminuida (pré-diabetes). Acima de 200 mg/dl — Diabetes

mellitus.

Teste Oral para Gestantes

E importante que as mulheres gravidas sejam testadas, a critério médico.

-Teste de rastreio: consiste na ingestdo de uma dose de 50g de glicose.
O sangue sera colhido nos tempos basal e 60 minutos apés a ingestao. Os
resultados serdo considerados alterados quando maiores ou iguais a 140mg/dl
uma hora apés sobrecarga de glicose.

-Teste de diagndstico: quando o resultado do teste de rastreio for maior ou
igual a 140 mg/dI, realiza-se um novo teste com a ingestdo de 100g de glicose
e avaliagao da glicemia. Os valores limites sao:

o Jejum: <95 mg/dL;
. 60 min: <180 mg/dL;
. 120 min: < 155 mg/dL
) 180 min: < 140 mg/dL.
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O diagnéstico de diabetes gestacional requer que pelo menos duas das

quatro glicemias apresentem valores iguais ou superiores aos limites descritos.

Glicose pés-prandial

Deve-se realizar a dosagem da glicose basal e duas horas apds o almocgo.
Valores superiores a 200 mg/dL em amostra colhida duas horas apds o almogo
ou a qualquer hora do dia e em quaisquer condi¢des, desde que acompanhada

de sintomas e sinais caracteristicos sugerem Diabetes mellitus.

Glicohemoglobina (Hemoglobina Glicada) - A1c

O exame de glicohemoglobina possui enorme importancia na avaliagdo do
controle do diabetes. Deve ser usada para monitoragao do paciente diabético e
nao para diagnostico. Através deste exame pode-se verificar se o controle da
glicemia foi eficaz ou ndo, num periodo de 60 a 90 dias.

Quanto maior a concentragédo sérica da glicose, maior a quantidade de
hemoglobina que vai incorporando glicose e, consequentemente, havera um
aumento da hemoglobina glicosilada.

O valor de A1c deve estar entre 4 a 6%.

Este exame é contra-indicado a pacientes com anemias hemoliticas,
perdas crbénicas de sangue, esplenectomia recente; A amostra bioldgica

utilizada é o sangue total coletado em EDTA/heparina sédica/citrato sodico.

Frutosamina

Este exame é capaz de apresentar o controle glicémico das ultimas 4 a 6
semanas. Pode ser util para a avaliagao de alteragdes do controle de diabetes
em intervalos menores que a glicohemoglobina. A dosagem da frutosamina

geralmente é indicada quando a A1c ndo pode ser usada (exemplo, nas

anemias hemoliticas).
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COMPOSTOS NITROGENADOS PROTEICOS

PROTEINAS

Sao compostos organicos de alto peso molecular formados pela ligagdo
de aminoacidos unidos através de ligagdes peptidicas. Correspondem a mais
da metade do peso seco da célula sendo o composto organico mais abundante
do ser vivo.

Sao formadas basicamente por atomos de carbono (C), hidrogénio(H),

oxigénio (O) e nitrogénio(N). Possuem a estrutura basica abaixo:

H
|

H,N — C— COOH
|
R

R: radical organico AMINOACIDO

Estrutura das proteinas:
As proteinas podem ser encontradas em quatro niveis estruturais:

1. Estrutura primaria: esta relacionada com a sequéncia linear dos

aminoacidos que compdem a proteina. A funcdo de uma proteina depende da

sequéncia de aminoacidos e da forma em que se encontram distribuidos.

Ala---arg---asp---glu---met---trp---ser---gly---lys---val---met---his---leu---ser---pro

2. Estrutura Secundaria: esta relacionada com a disposi¢cdo da sequéncia

de aminoacidos no espaco, normalmente em forma de hélice (em espiral)
mantidas por pontes de hidrogénio que se formam entre os aminoacidos.

3. Estrutura Terciaria: € o enovelamento espacial da forma secundaria

fazendo com que ela adquira uma forma globular (as hélices da estrutura

secundaria se dobram em torno de si mesmas). Essa estrutura € mantida por
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pontes de hidrogénio e de dissulfeto. Confere a forma a proteina e esta
diretamente relacionada a sua fungao.

4. Estrutura Quaternaria: esta estrutura mostra a unido de duas ou mais

cadeias polipeptidicas com estruturas terciarias, para formar um complexo

protéico.

Propriedades

1. Especificidade: cada proteina realiza uma determinada fungéo gracas a
sua estrutura primaria e conformagao espacial.

2. Desnaturacao: alteragbes de temperatura e de pH alteram a forma das
proteinas alterando também sua atividade; a proteina torna-se inativa. Esse

processo de alteragdo da forma da proteina € denominado desnaturagao.

Classificagao

1. Proteinas simples: constituida apenas por aminoacidos, sdo também

denominadas de homoproteinas.

2. Proteinas conjugadas ou heteroproteinas: formadas por uma parte

proteica chamada apoenzima associada a outras substancias de natureza nao
proteicas denominadas grupo prostético ou cofator. Se o cofator € uma

substancia organica - coenzima.

Funcodes

1. Estrutural: participa da estrutura do tecido. Ex: queratina, colageno.

2. Nutritiva: vitelo do ovo (nutricao do embrido).

3. Imunoldgica: globulinas - anticorpos formados para combater o antigeno.
4. Hormonal: muitos horménios sao proteinas. Insulina.

5. Contratil: actina e miosina, presentes nos musculos - mecanismo da
contragao muscular.

6. Transportadora: hemoglobina — transporta o oxigénio dos pulmdes para
os tecidos.

7. Coagulante: fibrinogénio — coagulagéo sanguinea.
8. Equilibrio osmético do sangue: - Albumina: proteina mais abundante do

sangue, importancia na regulagao osmética e viscosidade do plasma.
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9. Enzimatica: acéo catalisadora de reagdes quimica. Amilase: atua sobre o

amido, clivando-o.

PROTEINAS PLAMATICAS

As principais proteinas plasmaticas sdo a albumina, as globulinas e o

fibrinogénio. Elas estdo envolvidas em multiplas fungdes:

- manutencio da pressao osmatica;

- viscosidade do sangue;

- regulagéo do pH sanguineo;

- transporte de nutrientes, hormdnios e produtos do metabolismo que
deverao ser excretados;

- participacao na coagulagédo sanguinea.

A concentragao das proteinas plasmaticas pode estar aumentada na
desidratacao, por hemoconcentragao.
Encontra-se diminuida em doencas hepaticas, disturbios intestinais, renais ou

alimentagao pobre em proteinas.

Albumina

A albumina é uma das principais fragbes proteicas do plasma; é a mais
abundante. E sintetizada no figado e tem grande papel na manutencgdo da
osmolaridade plasmatica, reserva proteica, transportadora de lipidios,
aminoacidos, metais, hormoénios, bilirrubina e outras substancias, e na
regulacao do pH sanguineo.

A causa mais frequente de aumento de albumina plasmatica
(hiperalbuminemia) € a hemoconcentragao causada por desidratacao: vomitos,
diarreia, Diabetes Insipidus.

A concentragédo da albumina plasmatica pode diminuir (hipoalbuminemia)
em varias situagoes:

- les&o hepatica: os niveis séricos de albumina podem estar diminuidos

em casos de falha hepatica;

- diminuigao da ingestao de proteinas;

- doencas parasitarias devido a perda de proteinas pelo intestino e acao

expoliativa;
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- doenga renal com a perda de albumina pela urina (albumindria ou

proteinuria);

- catabolismo aumentado devido a um déficit energético;

Globulinas

A concentracao de globulinas € obtida pelo calculo entre a diferenga da
concentragcao das proteinas totais e da albumina. As globulinas podem ser
divididas em trés tipos: alfa, beta e gama globulinas, identificadas mediante
eletroforese. Elas desempenham papéis importantes no transporte de varias
substancias bem como na imunidade (fracdo gama).

As globulinas séo indicadores limitados do metabolismo proteico, tendo
mais importancia como indicadores de processos inflamatérios.

Altos niveis de globulinas estdo associados a doencas infecciosas ou a
vacinagdes recentes. Niveis diminuidos podem ser encontrados em perdas
proteicas por doencgas intestinais, hipogamaglobulinemias.

As concentracdes de albumina e globulinas s&o inversamente
proporcionais; assim, um aumento nas globulinas leva a redugéo da sintese de
albumina pelo figado como um mecanismo compensatério para manter
constante o nivel proteico total e assim, a pressao osmoética sanguinea. Ex:

Numa disfungéo hepatica, o nivel de albumina cai e o de globulinas aumenta.

Fibrinogénio

O fibrinogénio (Fator 1) € uma proteina sintetizada no figado e tem
importante papel na etapa final da coagulagéo sanguinea, sendo transformado
em fibrina, sob a ac&o da trombina.

Além de seu papel na coagulagdo, desempenha também um importante
papel na resposta inflamatéria de fase aguda. Pode estar elevado em
processos inflamatoérios e infecciosos agudos, neoplasias, pés-operatorio, uso
de contraceptivos orais, estrégenos e andrégenos, gravidez.

Pode estar reduzido devido a diminui¢cao de sua sintese hepatica como
nas doengas hepaticas, ou por aumento de consumo como na coagulagao

intravascular disseminada, fibrindlise.
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DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Dosagens séricas na pratica dosam-se as proteinas totais e a albumina;

as globulinas sdo obtidas pela diferenga entre as proteinas totais e a albumina.
No soro ndo se dosa o fibrinogénio, pois 0 mesmo foi consumido durante o
processo de coagulagao sanguinea.

Para a dosagem de fibrinogénio utiliza-se o plasma citratado que deve ser

separado imediatamente apds a coleta e congelado.
PROTEINAS TOTAIS = ALBUMINA + GLOBULINA
Valores de referéncia:
Proteinas Totais: 6,0 a 8,5 g/dl Albumina: 3,5 a 5,5 g/dl

Globulinas: 1,5 a 3,0 g/dI

Eletroforese de proteinas: as proteinas sdo formadas por sequéncias de

aminoacidos unidos através de ligagbes peptidicas. Os aminoacidos podem
ser: acidos, basicos, ou neutros.

Num meio alcalino (pouco H*) os grupos “R” dos aminoacidos acidos
(-COOH — - COQ") estao dissociados e a proteina apresenta carga liquida
negativa.

Em meio acido (muito H*) os grupos “R” dos aminoacidos basicos (-NH,
— -NHj3") tornam a proteina com carga liquida positiva. Uma proteina que se
encontre carregada, positiva ou negativamente, tendera a migrar para o polo
oposto ao da sua carga, quando submetida a um campo elétrico. A velocidade
de migracdo dependera da quantidade de carga desta proteina, do seu peso
molecular e de outros fatores.

A eletroforese de proteinas (EFP) no soro € uma técnica utilizada para
separar as proteinas do soro. Em condigbes normais, sdo separadas cinco
bandas do soro: albumina, alfa-1, alfa-2, beta e gamaglobulinas. Como a

amostra utilizada é o soro, a determinagéo do fibrinogénio nao é realizada.
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Proteinuria de 24 horas

Proteinuria é definida como a presencga de proteinas do plasma (albumina
ou globulinas) na urina. A dosagem de proteinas na urina € um exame rotineiro
quando se suspeita de doencga renal podendo também ser encontrada em
processos nao patolégicos.

Normalmente as proteinas sao retidas durante a filtragdo glomerular, suas
concentracdes urinarias encontram-se muito baixas. A presenca de proteinas
na urina pode ser devido a causas renais € nao renais (pré e poés-renais).
Exemplos: proteinuria ortostatica (proteinuria benigna — causa pré-renal),
proteinuria de Bence Jones (aparece no mieloma multiplo devido ao aumento
da filtragado de proteinas de baixo peso molecular ultrapassando a capacidade
de reabsorgao dos tubulos renais), pielonefrite crénica (leséo tubular).

O exame de urina s6 detecta a proteinuria quando ela é superior a 150
mg/24 horas.

A quantificacdo correta da proteinuria € feita na urina de 24 horas. A
proteinuria de 24 horas serve para avaliar a evolugéo e a gravidade da doenga.

Os métodos utilizados para a dosagem da proteinuria sdo os
semiquantitativos como a tira reativa de urina e os especificos para pesquisa
em amostras de 24 horas. Os primeiros sdo usados em nivel de triagem. Os
métodos empregados mais frequentemente para quantificagao (turbidimetira e
colorimétrico) sdo muito mais precisos. Deve-se orientar corretamente o
paciente quanto a coleta da urina de 24 horas a fim de evitar resultados

errbneos.
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COMPOSTOS NITROGENADOS NAO PROTEICOS

Os rins desempenham importante papel na eliminacdo da maioria dos
compostos nitrogenados nao proteicos do organismo. A dosagem destas
substancias na rotina laboratorial tem grande utilidade no estudo da funcao
renal do paciente. O catabolismo de proteinas e acidos nucléicos resulta na

formagao dos chamados compostos nitrogenados n&o proteicos abaixo citados:

Metabalito Origem Importancia

Ambnia Aminoacidos Doencas hepaticas e renais

Ureia Aménia Doencas hepaticas e renais

Creatinina Creatina Doencas renais e
musculares

Acido Urico Bases puricas Disturbios reumaticos —
gota

UREIA

Os aminoacidos provenientes do catabolismo proteico perdem o
grupamento amino (-NH2) com a produgédo de amoénia. Este composto é muito
téxico e deve ser eliminado; para que isso possa ocorrer, a amodnia € convertida
em ureia (NH2-CO-NH2) no figado, associada ao CO2.

Apos sua sintese hepatica, a ureia é transportada pelo plasma até os rins
sendo filtrada pelos glomérulos e excretada na urina. Nem toda a ureia filtrada
é excretada, cerca de 50-60% é reabsorvida pelos tubulos.

O nivel de ureia no plasma ¢ influenciado pela fungédo renal, ingestéao
proteica, catabolismo proteico e estado de hidratagao do paciente por isso, ndo
é considerado um bom indicador de funcdo renal, serve como um indice
preditivo da insuficiéncia renal.

Sua elevagao é mais precoce que a da creatinina e nao sofre com a
variagdo da massa muscular. Sua avaliagao em conjunto com a creatinina € util
no diagnostico de lesao renal.

Os aumentos dos niveis séricos da ureia (hiperuremia) podem ser

classificados em:
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- Uremia pré-renal: a hiperuremia ocorre devido ao aumento da produgao
de ureia ou diminuicdo do fluxo sanguineo. Como exemplo podemos citar:
catabolismo proteico aumentado, desidratagdo, ingestdo excessiva de
proteinas, insuficiéncia cardiaca.

- Uremia renal: ocorre devido a doencga renal. Exemplo: Glomerulonefrite

- Uremia poés-renal: ocorre frequentemente devido a uma obstrugdo ao
fluxo renal. Exemplo: Calculo renal.

Os niveis séricos diminuidos s&o menos frequentes e ocorrem
principalmente devido a uma diminuigdo da ingestdo de proteinas, reposi¢ao
excessiva de liquidos, durante a gestacéo e nas doengas hepaticas graves.

Para fins de avaliagao do estado de funcionamento renal € muito comum o
médico solicitar a dosagem de ureia e de creatinina. A elevagao da creatinina
no sangue € mais tardia do que da ureia, porém é mais especifica para lesdes
renais.

Valor de Referéncia: 15 a 40 mg/d|

CREATININA

A creatinina é produzida como resultado da desidratagéo (perda de agua)
da creatina muscular. A creatina é sintetizada no figado, rins e pancreas e é
transportada para as células musculares e cérebro onde atua como
reservatorio de energia.

A creatinina formada nao é reutilizada, deve ser eliminada; ela se difunde
do musculo para o plasma de onde é quase inteiramente depurada em
velocidade relativamente constante por filtragdo glomerular.

A quantidade de creatinina excretada diariamente depende da massa
muscular; ndo é afetada pela dieta. A mulher excreta menos creatinina do que o
homem devido a menor massa muscular.

Como a velocidade de excregado da creatinina é relativamente constante e
a sua produgéo nao ¢ influenciada pelo metabolismo proteico ou outros fatores
externos, a concentracdo da creatinina sérica € um bom indicador de fungéo
renal. Concentragdes aumentadas de creatinina sérica sdo mais especificas de
lesao renal do que concentragdes aumentadas da ureia sérica.

E depurada do plasma por filtragdo glomerular e eliminada na urina sem

sofrer significativa reabsorgao pelos tubulos; a presenga de niveis aumentados
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de creatinina no sangue indica diminui¢cdo do indice de filtragcdo glomerular. Por
isso, a creatinina constitui indicador muito especifico da fungao renal.

Producao varia com sexo e idade - (massa muscular)

Homens: 0,6 - 1,5 mg/dL Mulheres: 0,5 - 1,2 mg/dL

A concentragdo sérica da ureia eleva-se mais precocemente que a da
creatinina, porém o nivel sérico da creatinina se mantém elevado por mais

tempo.

DEPURACAO DA CREATININA OU CLEARENCE

A fungdo renal pode ser avaliada pelo clearence (depuragao) renal de

uma determinada substancia. Entende-se por clearence o volume de plasma a
partir do qual uma determinada substancia pode ser totalmente depurada
(eliminada) em uma determinada unidade de tempo. Esse processo depende
da concentracao sérica da substancia, da taxa de filtracdo glomerular e do fluxo
plasmatico renal (FRP).

E calculado a partir dos valores séricos e urinarios da substancia e do
volume urinario em 24 horas, sendo corrigido em relagéo a superficie corporal.

Mede a rapidez com que os rins sao capazes de remover uma substancia

filtravel do sangue.

Procedimento:
e Coletar a urina (12 ou 24 horas). Anotar corretamente o volume.

e Dosar a creatinina no soro e na urina.

Célculos:
1) determinar o volume urinario médio por minuto

VM = volume de urina em mL (colhido no tempo determinado)

Tempo em minutos
2) depuragao
C = UxVM (ml/min)
S
C = clearence
U= concentracao de creatinina na urina

S= creatinina sérica (mg/dL)
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3) depuragao corrigida
Cc=Cx1,73
A
Cc= Clearence corrigido

A= superficie corporal do paciente

Valores de referéncia:

-Homens: 07 a 137 ml/min.1,73m2

- Mulheres: 88 a 128 ml/min.1,73 m2

A taxa de filtragdo glomerular € maior nos homens do que nas mulheres,
ja que eles possuem uma massa corporal maior. Durante a gravidez, a taxa de

filtragcdo aumenta em torno de 50%, retornando ao normal apds o parto.

ACIDO URICO

O acido urico é formado com a partir da metabolizacdo das bases puricas

adenina e guanina, durante a formacao e degradagdao dos acidos nucléicos
(RNA e DNA), bem como a partir da metabolizagdo das purinas provenientes
da dieta.

Apos ser sintetizado pelo figado, parte do acido urico € excretada na
urina. O teor de acido urico encontrado no plasma representa o equilibrio entre
sua producgao hepatica e sua excregao urinaria.

Os niveis séricos do acido urico dependem da dieta, da produgéo
endogena e dos mecanismos de reabsorgdo e de excrecdo. Niveis elevadas
podem levar ao seu acumulo, sob a forma de urato, nas articulacbes e nos
tecidos moles causando a gota.

Diversos fatores, além da dieta, podem alterar os seus valores séricos
levando a um desequilibrio entre a sua absorgao e excre¢cdo. Como exemplo
podemos citar: predisposicdo genética, sexo, idade, medicamentos, alcoolismo
e associacdo com outras patologias como diabetes mellitus e distarbios

lipidicos.
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HIPERURICEMIA: ¢ definida por concentragdes séricas de acido urico acima
de 6 mg/dL e 7 mg/dL para mulheres e homens, respectivamente. O acumulo
de acido urico pode ser devido ao aumento de sua sintese ou por defeitos em
sua eliminagdo. E frequentemente assintomatica e poucos pacientes
desenvolverao gota no futuro.

GOTA: E uma desordem clinica caracterizada por hiperuricemia,
precipitacdo de cristais de urato em tecidos moles e articulagcbes, ataques

recorrentes de artrite inflamatéria aguda, calculos renais de acido Urico.

HIPOURICEMIA: é definida como concentragdes séricas de acido urico < 2
mg/dL. E de pouca importancia clinica. Pode ser encontrada em casos de
diminuicdo da sintese de acido urico (doenga hepatocelular); aumento na
excrecao renal devido dificuldades de reabsorcdo e redugédo na atividade da
enzima xantina oxidase que ocorre devido a disturbios genéticos ou inibigao

por medicamentos como o alopurinol.

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Paciente: para a dosagem de acido urico e ureia séricos, € necessario

jejum de 8 horas. Para a dosagem de creatinina, o jejum nao € obrigatorio.

Amostra: pode ser usado soro, plasma ou urina de 24 horas.

- A urina de 24 horas para dosagem de acido urico deve ser coletada em
frasco contendo bicarbonato de sodio para evitar a perda de acido urico por
precipitagcao: bicarbonato de sodio 5g/L de urina.

- Nos casos de clearence, deve ser coletado o sangue para a dosagem
sérica de creatinina e a urina de 24 horas. Nao se esquecer de anotar o peso e
a altura do paciente para a determinacao da superficie corporal.

- A urina para clearence deve ser refrigerada desde o inicio da coleta ou
deve-se usar HCI 50% mL/L.
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URINALISE Il

Os rins desempenham importante papel na excrecdo de varias
substancias assim como na manutengao da pressao osmoética do plasma tendo
como produto final a formagao da urina que é constituida por agua, compostos
inorganicos (sodio, potassio, fosfatos, amonia e outros) e orgéanicos (ureia,
acido durico, creatinina) provenientes da alimentagdo e do metabolismo
organico.

O volume urinario médio diario de um adulto, em condi¢bes normais, varia
de 1.200 a 1500 mL. As alteracdes no volume urinario médio diario podem ser
definidas como:

-polidria € o aumento do volume urinario médio diario, geralmente acima
de 2500 mL.

- oliguria: redug¢éo do volume urinario abaixo de 500 mL.

- anuria: reducao do volume urinario; geralmente abaixo de 100 mL ou sua
completa supressao.

O exame de urina rotina ou EAS (Elementos Anormais e
Sedimentoscopia) ou urinalise € um exame nao invasivo de grande importancia

no diagnéstico de doengas renais e nao renais (pré e pés-renais).

COLETA DA AMOSTRA

A coleta deve ser realizada em frascos descartaveis apropriados,
devidamente identificados. No caso de criangas, utilizam-se sacos coletores
que devem ser trocados a cada meia hora de uso. Deve-se coletar,
preferencialmente, o jato médio da primeira urina da manha apdés higienizagéao
da regido genital com agua e sabao; deve-se desprezar a primeira por¢ao da
urina coletando-se o jato médio no frasco, desprezando-se o restante. Deve-se
coletar, em média, 40 a 50 mL de urina.

O ideal é que a amostra seja coletada no laboratério; caso a coleta seja
realizada em casa, manter o frasco sob refrigeracdo e leva-lo o mais rapido
possivel para o laboratério. O exame de urina rotina deve ser realizado o mais
rapidamente possivel (duas horas no maximo). Caso seja impossivel de

realizar rapidamente o exame, a refrigeragdo é recomendada.
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A urinalise é composta de trés exames:

EXAME FiSICO DA URINA

e COR: a cor de uma urina normal € amarela devido a presenga de
pigmentos provenientes do metabolismo organico normal. A cor da urina vai
depender da alimentagdo, uso de medicamentos, grau de hidratacdo e
metabolismo organico.

Como relatar o resultado: amarelo claro, amarelo escuro, amarelo, ambar,

vermelha, marrom ou preta, verde ou azul.

e ASPECTO: a urina recém-eliminada é limpida; a presenca de turvagao
pode ser causada pela precipitacdo de cristais, muco, bactérias, pidcitos e
outros elementos.

Como relatar o resultado: urina transparente, opaca ou turva.

e ODOR: o odor da urina é “sui generis” (caracteristico) devido a presenga
de acidos volateis. Podem-se encontrar odores de frutas (presenga de corpos
cetdnicos) ou fétidos (urina velha).

Como relatar o resultado: “sui generis”.

o DENSIDADE: consiste na medida dos solutos dissolvidos na urina.
Depende da integridade renal e do grau de hidratagdo do paciente.

A densidade normal é de 1,010 a 1,030.

Como relatar o resultado: relatar o numero mostrado na escala de
densidade, na faixa de 1,000 a 1,050.

EXAME QUIMICO DA URINA

Corresponde a pesquisa na urina de substancias que, em condigbes
normais, ndo sao excretadas ou sdo encontradas em concentragcdes muito
baixas consideradas normais. Para a realizagdo deste exame utilizam-se tiras
reativas apropriadas podendo-se detectar alguns disturbios metabdlicos,
processos infecciosos, hemoliticos e outros.

A urina deve ser homogeneizada e, em seguida deve-se introduzir a tira
reativa na urina por aproximadamente um segundo. A leitura é feita
visualmente, por comparacdo com um padrdao presente no frasco da tira

reativa. Faz-se a pesquisa de:
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e pH: reflete o equilibrio acido-base do organismo. A primeira urina da
manha é acida com pH entre 5,0 e 6,0; em amostras coletadas a qualquer hora
do dia, o pH pode variar de 4,5 a 8,0.

Como relatar o resultado: registrar o valor de pH encontrado.

e PROTEINAS: a urina normal contém pequena quantidade de proteinas
normalmente n&o detectada pela tira reativa. A albumina, por apresentar baixo
peso molecular, pode estar presente na urina com maior frequéncia que as
globulinas. A presenga de proteina na urina € denominada de proteinuria.
Como ja foi estudado anteriormente, podem aparecer na urina em causas pré-
renais, renais e pos-renais.

Como relatar o resultado: O resultado é liberado de acordo com a

intensidade da cor da area da tira reativa correspondente a pesquisa de

proteinas.

Negativo | Positivo (+) | Positivo (++) | Positivo (+++) | Positivo (++++)

e GLICOSE: a presenga de glicose na urina € denominada glicosuria; &
encontrada na urina quando sua concentracdo sérica ultrapassa o limiar renal
de 170-180 mg/dL. A glicosuria pode ser causada tanto pelo diabetes mellitus
quanto por outras patologias, como doengas renais que afetem a reabsorcao
tubular.

Como relatar o resultado: O resultado é liberado de acordo com a intensidade

da cor da area da tira reativa que correspondente a pesquisa de glicose.

Negativo | Normal | Positivo (+) | Positivo (++) | Positivo (+++) Positivo (++++)

e CETONAS: podem ser encontradas no diabetes mellitus, jejum prolongado,
inanicao, febres, apds exercicios intensos. Denomina-se cetondria a presenga
de corpos cetdnicos (cetonas) na urina.

Como relatar o resultado: O resultado é liberado de acordo com a intensidade

da cor da éarea da tira reativa que correspondente a pesquisa de corpos

cetbnicos.

Negativo | Positivo (+) | Positivo (++) | Positivo (+++) | Positivo (++++)
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e BILIRRUBINA: produto final do metabolismo da hemoglobina. Na urina
encontramos apenas a bilirrubina direta, quando sua concentragdo sérica
ultrapassa o limiar renal; a bilirrubina indireta ndo é encontrada.

A bilirrubina, quando presente na urina, altera sua cor para ambar. A
determinagao da bilirrubina na urina é importante para detecgdo da causa da
ictericia.

Como relatar o resultado: O resultado é liberado de acordo com a intensidade

da cor da area da tira reativa que correspondente a pesquisa de bilirrubinas.

Negativo | Positivo (+) | Positivo (++) | Positivo (+++) | Positivo (++++)

e UROBILINOGENIO: é um pigmento biliar formado no intestino pela redugao
da bilirrubina direta por acdo das bactérias da flora intestinal; aparece na urina
nas anemias hemoliticas e nas doengas hepaticas.

Como relatar o resultado: O resultado é liberado de acordo com a intensidade

da cor da area da tira reativa que correspondente a pesquisa de urobilinogénio.

Negativo | Normal | Positivo (+) | Positivo (++) | Positivo (+++) Positivo (++++)

e SANGUE: a urina de um paciente normal ndo contém sangue (exceto a
mulher no periodo menstrual — recomenda-se a realizagdo do EAS uma
semana apoés o término da menstruagao ou a critério médico).

Quando se encontra sangue positivo, este pode ser devido a presenca de
hemacias integras (hematuria — a urina fica vermelha e turva), de hemoglobina
(hemoglobinuria — a urina fica vermelha e transparente) ou pela presenca de
mioglobina (mioglobinuria).

Como relatar o resultado: O resultado é liberado de acordo com a intensidade

da cor da area da tira reativa que correspondente a pesquisa de sangue.

Negativo | Normal | Positivo (+) | Positivo (++) | Positivo (+++) Positivo (++++)

e NITRITO: o nitrito € formado na urina a partir da reducdo do nitrato pelas
bactérias Gram negativas encontradas na urina. O trato urinario € normalmente
estéril, um resultado de nitrito positivo indica a presenga de infeccdo nas vias

urinarias.
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Como relatar o resultado: O resultado é liberado de acordo com a intensidade

da cor da area da tira reativa que correspondente a pesquisa de nitrito. Nitrito

neg ativo ou nitrito positivo.

SEDIMENTOSCOPIA

Este exame consiste na analise microscopica dos elementos celulares e
nao celulares presentes no sedimento urinario, como por exemplo, a
identificacdo e quantificacdo de células epiteliais, pidcitos, hemacias, cristais,
cilindros, flora bacteriana, muco e outros elementos que podem ser

encontrados na urina.
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BILIRRUBINAS

A bilirrubina é o principal produto do metabolismo do grupo heme da
hemoglobina.

A molécula de hemoglobina é formada por um grupamento chamado
heme (Fe + protoporfirina) e pela globina (proteina). Quando as hemacias séao
metabolizadas no bago e no sistema reticulo endotelial, elas liberam o
grupamento heme e a globina. O ferro e a globulina sdo reaproveitados pelo
organismo, a protoporfirina dever ser eliminada; desta forma ela é reduzida a
bilirrubina indireta (forma n&o conjugada). Essa bilirrubina recém-formada é
lipossoluvel e precisa de uma molécula transportadora para poder circular no

sangue; ela se liga entao a albumina sérica sendo transportada até o figado.

No figado, a bilirrubina indireta desliga-se da albumina e sofre agéo da
enzima glicuronil transferase dando origem a bilirrubina direta (forma conjugada
- hidrossoluvel) que é conduzida através dos canaliculos biliares para a
vesicula biliar, fazendo parte da composi¢édo da bile; alcanga o intestino onde é
metabolizada pelas bactérias da flora intestinal formando o urobilinogénio.
Grande parte do urobilinogénio é perdida nas fezes, mas uma pequena parte é
absorvida. Uma vez no sangue, a maior parte do urobilinogénio absorvido
circula pelo figado, sendo extraido pelas células hepaticas e excretado na bile
retornando ao intestino; uma pequena quantidade alcanga os rins sendo
excretada na urina (quantidades minimas, indetectaveis pela tira reativa de
urina).

Disturbios hepaticos podem alterar a capacidade de captagdo e/ou
conjugacgao-excregao das bilirrubinas levando a alteragdo dos niveis séricos
das mesmas.

Os aumentos séricos da bilirrubina indireta ndo levam ao aumento da
bilirrubina na urina (devido ao seu carater lipossoluvel), porém, aumentos dos
niveis séricos da bilirrubina direta podem culminar na sua presenca na urina.

Ictericia: é a pigmentacdo amarelada da pele, esclera e mucosas; torna-
se evidente a partir de 2,5 - 3,0 mg/dl de bilirrubinemia. Pode ser:

-Neonatal: geralmente fisiolégica.
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-Adquirida
-Pré-hepatica: exemplo — processos hemoliticos
-Hepatica: exemplo - hepatites
-Pdés-hepatica: exemplo — calculo biliar
-Genética
-Sindrome de Crigler-Nijjar
-Sindrome de Gilbert

-Sindrome de Dubin-Johnson
Valores de referéncia:

Bilirrubina Total: até 1,2 mg/dl Bilirrubina direta: até 0,4 md/dl

Bilirrubina indireta: até 0,8 mg/dI

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Bilirrubinas séricas

Na pratica, o médico solicita a dosagem das bilirrubinas totais e fragdes.
Deve-se coletar o sangue do paciente em tubo sem anticoagulante ambar ou
envolvido em papel que impega a passagem de luz, pois a bilirrubina é
fotossensivel. O jejum nao é obrigatério. Observar sempre a coloragédo do soro.
Ictericia esta relacionada com concentragcdes elevadas das bilirrubinas.
Observar se deve utilizar a técnica macro ou micro.

Dosam-se apenas a bilirrubina total e a bilirrubina direta. A bilirrubina
indireta é obtida através da subtragao entre a total e a direta.

Bilirrubina Total = Bilirrubina Direta + Bilirrubina Indireta

Bilirrubinas urinarias

Em condigcbes normais nao encontramos bilirrubinas na urina; seu
aparecimento é patolégico e sempre as custas da bilirrubina direta. Como ja
vimos anteriormente, a bilirrubina indireta ndo aparece na urina.

Coletar cerca de 30 ml de urina (jato médio) em frasco ambar; a
determinacdo pode ser quantitativa, por método colorimétrico ou semi-

quantitativa, através de tiras reativas.
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LIPIDEOS

Os lipidios séo substancias organicas de grande importancia, pois atuam
como hormonios ou precursores hormonais, fonte energética, componentes
estruturais das membranas, etc. Os principais lipidios plasmaticos sao o
colesterol, triglicérides, fosfolipidios e acidos graxos.

Rotineiramente sdo solicitadas as seguintes determinacdes a fim de se
avaliar o perfil lipidico do paciente:

. Colesterol total.

. Triglicérides.

o Colesterol-HDL.

o Colesterol-LDL e Colesterol VLDL

. Relacao: colesterol total/colesterol-HDL.
. Relagao: colesterol-LDL/colesterol HDL.
COLESTEROL

O colesterol é o esterol mais abundante dos tecidos humanos. Pode ser
proveniente da alimentagéo (origem exdgena) ou sintetizado no figado (origem
endogena). Sua sintese enddgena é dependente de sua ingestdo: quanto
maior for a ingestdo, menor sera a quantidade sintetizada pelo figado. Seu
excesso € prejudicial a saude, pois se acumula a nivel de endotélio vascular

podendo levar a aterosclerose.

TRIGLICERIDES

Os trigliceridios s&o lipidios provenientes do metabolismo dos
carboidratos. Sdo derivados de duas fontes: alimentacdo e figado. Apds a
refeicdo, parte dos carboidratos da dieta é convertida em triglicérides e sao
secretados como lipoproteinas.

A dosagem de triglicérides séricos pode ser realizada para avaliar o perfil
lipidico, o risco de pancreatite, aumento dos triglicérides séricos secundario a
administracdo de determinados tipos de medicamentos e para avaliar a eficacia

de tratamentos utilizados para reduzir os niveis de triglicérides.
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LIPOPROTEINAS PLASMATICAS
Devido ao fato dos lipidios serem insoluveis em agua e,

consequentemente, insoluveis no sangue, para serem transportados na
corrente sanguinea devem se ligar a proteinas especificas formando um
composto chamado Lipoproteina.

As lipoproteinas sdo constituidas por quantidades variaveis de
colesterol, triglicérides, fosfolipidios e apoproteinas, sendo sollveis no plasma
devido a natureza hidrofilica da parte proteica.

Existem varios tipos de lipoproteinas com composicéo lipidica e proteica
variaveis. Estas podem ser classificadas de diversas maneiras. O modo pelo
qual geralmente sao classificadas se baseia em sua densidade medida em um
densitdbmetro.

e Quilomicron = E a lipoproteina menos densa, o principal lipidio

transportado sao os triglicérides provenientes da dieta.

¢ VLDL = Lipoproteina de Densidade Muito Baixa: transporta triglicérides
endogenas (sintese hepatica).

o LDL = Lipoproteina de Densidade Baixa: principal lipoproteina
transportadora de colesterol; seus niveis aumentados no sangue estao
relacionados com o aumento do risco de infarto agudo do miocardio.

e HDL = Lipoproteina de Densidade Alta: atua retirando o excesso de
colesterol da circulagdo. Seus niveis aumentados no sangue estédo

associados a uma diminuig¢ao do risco de infarto agudo do miocardio.
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COMPOSICAO LIPIDICA E FUNCOES DAS LIPOPROTEINAS

Lipoproteina | Componente Funcgao principal

lipidico principal

Quilomicrons | triglicérides Transportar triglicérides do intestino

para o figado e tecidos

VLDL Triglicérides Transportar triglicérides do figado
para os tecidos
LDL Colesterol Transportar colesterol do figado
(via IDL - LDL) aos tecidos
HDL Colesterol Retira colesterol dos tecidos impedindo

seu acumulo. E rica em proteinas.

VALORES DE REFERENCIA

Lipidios (mg/dL) Desejaveis Aumentados
(mg/dL) (mg/dL)
COLESTEROL TOTAL <200 > 240
COL HDL > 35
COL LDL <130 > 160
TRIGLICERIDIOS <150 > 200
DISLIPIDEMIAS

Sao alteragdes provenientes de disturbios em qualquer fase do
metabolismo lipidico ocasionando repercussao nos niveis séricos dos mesmos.
Pode ser primaria — como a hipercolesterolemia familiar (colesterol total maior
que 300 mgdl e colesterol LDL maior que 200 mg/dl) e hipertrigliceridemia
familiar (triglicérides maior que 500 mg/dl) e secundaria — quando resultante de
uma doenca de base ou uso de determinados medicamentos, como por

exemplo, hipotireoidismo, diabetes mellitus.
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DIAGNOSTICO LABORATORIAL

A amostra utilizada para a determinagdo do perfil lipidico é o soro

coletado com 12 horas de jejum. Os quilomicrons ndo sao encontrados na
amostra em jejum.

Ao dosar os lipidios, verificar sempre o aspecto do soro — soro lipémico

* triglicérides aumentados.

Quando o médico solicitar a dosagem de colesterol total e fragcbes, deve-se
dosar o colesterol total, triglicérides e o colesterol HDL, as demais fragdes do
colesterol sdo determinadas como mostrado abaixo utilizando a férmula de

Friedewald:

Colesterol LDL
Colesterol LDL = Colesterol total - (colesterol HDL + Colesterol VLDL)

» Esta formula deve ser utilizada para valores de triglicérides inferiores a

400 mg/dL. Para valores acima de 400 mg /dl, ndo se determinam as fragdes
LDL e VLDL por este método.

Colesterol VLDL = triglicérides
5

indice de risco coronariano | = Colesterol total (mg/ dL)
Colesterol HDL (mg/ dL)

indice de risco coronariano Il = Colesterol LDL (mg/ dL)
Colesterol HDL (mg / dL)
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METODOS DE VISUALIZACAO DAS REAGOES ENZIMATICAS

- COLORIMETRICOS:

o As reacgbes sao lidas na regido do visivel (400 a 700 nm) do
espectrofotdmetro.

. Ha formacgao de um produto corado.

- REAGCOES NO ULTRAVIOLETA (U.V.):
o As reagdes se processam na regido do ultravioleta (~340 nm)
o Ha participagao das coenzimas NADH e NADPH

. Nao ha formagao de produto corado.

COMO MONITORAR AS REAGOES:

- REAGAO DE PONTO FINAL: baseia-se apenas nos pontos inicial e final
da reacdo. Nao considera o que ocorre durante a reacdo. E menos precisa. Ex.
Métodos colorimétricos.

- REAGAO DE MULTIPLOS PONTOS (REAGAO CINETICA): a reagao é

lida em varios pontos. E muito mais precisa e sensivel. Ex: Métodos em U.V.

FATORES QUE AFETAM A VELOCIDADE DE REAGOES ENZIMATICAS:

- CONCENTRAGCAO DO SUBSTRATO: O substrato deve ser saturante
(grande quantidade) em relagcdo a quantidade de enzima de modo que a
velocidade da reacao seja proporcional a enzima presente na amostra.

- TEMPERATURA: o controle da temperatura durante a reacdo é
essencial. Pequenas variacbes podem gerar erros no resultado final. Cada
reacdo tem uma temperatura ideal — temperatura 6tima; ha uma tendéncia a

padronizacao das reacgdes a 37°C.

- pH: As enzimas s&o muito sensiveis as variagdes pH. Cada reagao tem

um pH étimo para ocorrer.

“Fundacao de Educacao para

o Trabalho de Minas Gerais”



ENZIMAS

Sao proteinas que possuem acgado catalitica, ou seja, aumentam a
velocidade das reagdes através da diminuicdo da energia de ativagdo, sem
serem alteradas ou consumidas durante o processo; atuam em condigbes de
pH e temperatura fisiologicos (ideais) e sdo muito especificas para os seus
substratos.

Uma reagéo enzimatica pode ser expressa pela seguinte equacao:

E+S <==>[ES] <==>E+P

ENZIMAS DE INTERESSE CLINICO

O estudo das enzimas tem grande importancia clinica. Todas as enzimas
presentes no corpo humano sao sintetizadas intracelularmente, porém atuam
em locais diferentes:

Enzimas plasmaticas: tém acdo no plasma. Ex: enzimas da coagulagao

sanguinea.

Enzimas secretadas. S&o enzimas que atuam em locais extracelulares. Ex:

amilase pancreatica: sintetizada no pancreas e secretada no intestino.

Enzimas celulares: s&o enzimas intracelulares cujas concentragdes

plasmaticas sdo baixas. Seus niveis aumentam quando sao liberadas pelos
tecidos lesados. Como muitas enzimas sdo encontradas em apenas
determinados tecidos, pode-se ter uma ideia do local atingido.

Estudaremos agora as principais enzimas de interesse clinico, localizagao

e importancia.

MARCADORES ENZIMATICOS HEPATICOS

* Enzimas indicadoras de lise hepatocelular:

Fase aguda: ALT

Fase cronica: AST

* Enzimas indicadoras de colestase:

GGT e fosfatase alcalina
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- Transaminase Oxaloacética (TGO/AST)

A aspartato aminotransferase - AST, antigamente denominada
transaminase oxaloacética (TGO), pode ser encontrada no coragao, figado,
musculo esquelético e hemacias. Podem ser encontrados no citoplasma e nas
mitocdndrias, por isso, seus valores elevados podem estar relacionados com
uma lesao celular mais profunda (lesdo de célula e organela).Encontram-se
aumentadas no infarto agudo do miocardio, hepatites alcodlicas, metastases

hepaticas.

- Transaminase Piravica (TGP/ALT)

A alanina aminotransferase - ALT, antigamente denominada transaminase
pirivica (TGP) é encontrada em maior quantidade no figado, em quantidades
menores Nnos rins, no corag&o e na musculatura esquelética.

E uma enzima citoplasmatica; € um marcador bastante sensivel da funcéo
hepatica, porém é menos sensivel que a AST nas hepatopatias alcodlicas,
cirrose e obstrugdes extra-hepaticas.

Encontram-se aumentada nas hepatites virais, mononucleose,

citomegalovirose e hepatites medicamentosas.

- Fosfatas Alcalina

E uma enzima que pode ser encontrada nos ossos, placenta, trato
intestinal e figado.

Na pratica clinica, € muito utilizada na investigacdo de doengas
hepatobiliares e Osseas. Encontra-se também alterada em processos

fisiologicos como gravidez e adolescéncia.

- Gama Glutamil Tansferase

A gama glutamil transferase (GGT) esta presente no figado, pancreas,
intestino e rins.

Valores elevados sao encontrados nos quadros de colestase (obstrugéo
hepato-biliar) e outras patologias hepaticas e biliares. Pode estar alterada em
alcodlatras, na obesidade e no uso de medicamentos como analgésicos,

anticonvulsivantes, e contraceptivos orais.
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MARCADORES ENZIMATICOS CARDIACOS

A elevacao das enzimas cardiacas no sangue esta relacionada a lesdo ou

morte das células cardiacas.
-CK total

-CK MB

-TGO

-LDH

- CK Total

A creatinoquinase (CK), também chamada de -creatina-fosfoquinase
(CPK), é uma enzima com grande distribuicao tecidual. Pode ser encontrada na
musculatura estriada, cardiaca e no cérebro.

A CK-Total é formada por trés isoenzimas citoplasmaticas que podem ser
fracionadas por eletroforese: CK-BB (CK-1) encontrada no cérebro; a CK-MB
(CK-2) encontrada no miocardio (~20%) e no musculo esquelético (~1%) e a
CK-MM (CK-3) encontrada no musculo esquelético (~99%) e cardiaco (~76%).

A CK total aumenta nas primeiras 4 a 6 horas apés o inicio do quadro de
infarto agudo do miocardio (IAM), atinge um pico entre 18 a 24 horas e

permanece alterada por 48 a 72 horas.

- CK-MB
A CK-MB é uma das isoenzimas da CK total; tem grande importancia no

diagnostico precoce do infarto agudo do miocardio.

Normalmente, a CK-MB representa em torno de 5 a 6% da CK total.
Percentuais acima desses valores (e inferiores a 20%) sao indicativos de
origem miocardica. Valores abaixo de 5% podem estar relacionados com
disturbios da musculatura esquelética (a CKMB também pode ser encontrada
na musculatura esquelética) e valores acima de 20% podem estar associados a

macroCK.

- Desidrogenase Latica

E uma enzima intracelular que pode ser encontrada em praticamente
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todas as células do organismo. Devido a esta baixa especificidade, utiliza-se
mais na pratica a determinagao de suas isoenzimas.

Os niveis séricos elevados sdo encontrados em diferentes casos como
anemia megaloblastica e hemolitica, leucemias, hemoglobinopatias, infarto

agudo do miocardio, etc.;

MARCADORES ENZIMATICOS PANCREATICOS

-Amilase

-Lipase

- Amilase

A importancia clinica da determinagao da amilase no soro e na urina esta
no auxilio ao diagndstico de doengas pancreaticas.

A inflamacao do pancreas leva a liberagao de amilase e outras enzimas
pancreaticas na circulagdo. Nas pancreatites agudas o nivel sérico da amilase
se eleva 6 a 24 horas ap0s o inicio do quadro retornando ao normal em média
5 dias. Como a amilase € uma enzima de baixo peso molecular, pode ser
encontrada na urina quando ha um aumento do seu nivel sérico.

A amilase ndo é uma enzima especifica de lesdes pancreaticas, pois pode
ser encontrada em niveis elevados nas lesbes das glandulas salivares
(caxumba) e outras lesdes nao pancreaticas; porém, seu aumento € quase
sempre de origem pancreatica, sendo muito solicitada em pacientes com dor
abdominal com suspeita de pancreatite. Os abscessos pancreaticos também
podem elevar os niveis séricos da amilase. As pancreatites crénicas cursam

com niveis normais ou ligeiramente aumentados de amilase.

- Lipase

Sua determinagdo é muito importante no diagnéstico das doengas
pancreaticas. Normalmente seus niveis elevam-se um pouco mais tarde que os
da amilase, porém mantém-se elevados por um periodo mais longo, pois ndo &
eliminada pela urina. A lipase € um marcador mais especifico de doenga

pancreatica aguda do que a amilase.
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GASOMETRIA

A gasometria € um exame que tem a finalidade de possibilitar a detecgao
de disturbios de ordem metabdlica ou respiratéria através da avaliagdo do pH e
das pressobes parciais de 02 e CO2 em uma amostra de sangue. A amostra
utiizada pode ser sangue arterial ou venoso. Geralmente, quando se esta
interessado em uma avaliagdo da funcado pulmonar (nivel de oxigenagao dos
tecidos, trocas gasosas) utiliza-se o sangue arterial; se o objetivo for avaliar a
parte metabdlica, realiza-se uma gasometria venosa.

Os valores normais do sangue arterial sao mostrados no quadro abaixo:

Parametro Sangue arterial
pH 7.35a7.45
PaCO, 35 a 45 mmHg
PaO, 83 a 108 mmHg
HCO3 21 a 28 mmol/L
CO2 TOTAL 24 a 31 mmol/L
BE -3,0 a 3,0 mmol/L
SO2 95 a 99%

COMO E COLETADA A AMOSTRA

A amostra deve ser coletada usando como anticoagulante a heparina. A
técnica consiste em aspirar cerca de 1 mL de heparina sédica (1.000 U/mL) e
fazer ambiente na seringa, logo apds, desprezar todo o conteudo.

O volume médio da amostra deve ser de aproximadamente 2 mL. E
importante que se tenha este cuidado porque a heparina é acida e, quando em
excesso, pode alterar o pH do sangue. Volumes grandes de sangue podem
ultrapassar a capacidade anticoagulante da heparina levando a coagulacao do

mesmo.
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As amostras de sangue devem estar sem bolhas de ar e ser transportadas
em gelo.

O exame é realizado por meio da coleta de uma amostra de sangue de
uma artéria radial (punho), femoral (virilha) ou braquial (brago). Apds a extragéo
do sangue deve-se exercer pressao sobre o local da pungao por pelo menos
cinco minutos a fim de deter o sangramento.

Neste capitulo abordaremos apenas os disturbios relacionados ao
equilibrio acido-basico do sangue. N&o serdo abordados os disturbios

relacionados as trocas gasosas.

REGULAGAO DOS ACIDOS E BASES DO ORGANISMO

Em nosso organismo estdo ocorrendo, continuamente, varias reacdes
metabdlicas que resultam na produgdo de substancias acidas e basicas,
porém, o pH sanguineo ndo pode variar, a ndo ser em limites bem estreitos.
Variagdes maiores do pH seriam incompativeis com a vida

A manutencgao do pH dos liquidos organicos depende do equilibrio entre a
quantidade de acidos e bases produzidos. Essa regulagdo depende da acao
conjunta dos sistemas tampdes, dos pulmdes e dos rins. O mau funcionamento
de qualquer um desses sistemas de regulagcdo pode produzir ou agravar as

alteragdes do equilibrio acido-base do organismo.

SISTEMA TAMPAO

Sistema quimico formado por um acido fraco e seu sal (formado com uma

base forte) que tem a finalidade neutralizar o excesso de acidos ou bases
formados.

No nosso organismo podemos encontrar os seguintes sistemas tampdes:
bicarbonato/acido carbdnico (o principal), hemoglobina/oxiemoglobina,
proteinas, fosfato.

E um sistema de acdo imediata; quando ha um aumento na produgdo de
acidos, o bicarbonato do sistema tampao bicarbonato/acido carbdnico reage
com ele neutralizando o excesso de acidos. Quando ha um excesso de base, o

acido carbonico reage com ela neutralizando o excesso de base.
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COMPONENTE PULMONAR

Os pulmdes tém grande papel na regulagcdo do pH sanguineo. Atuam

através do aumento da retencdo de CO2 sérico formado durante o

metabolismo celular ou do aumento da sua eliminagao.

1 CO2 sérico *+ 1 H2CO3 sérico * | pH * Acidose

Os pulmbes tentam compensar esta acidez através do aumento da

eliminagao do CO2.

1 CO2 sérico+ | H2CO3 sérica * 1 pH * Alcalose

Os pulmbes tentam compensar este aumento do pH através do aumento

da retencéo do CO2 .

COMPONENTE RENAL

Consiste na eliminagdo dos ions H+ (acido) e retengdo do bicarbonato

(bases) em casos de acidose ou, quando necessario, eliminagdo de ions

bicarbonato e retencéo de ions H+ em casos de alcalose.

pH acido « 1 eliminagéo de ions H+ (acido) e retém HCO3 (base)

pH alcalino < 1 eliminacédo de ions HCO3 (base) e retém H+ (acido).

CLASSIFICAGAO DOS DESVIOS DO EQUILIBRIO ACIDO-BASE
Os disturbios do equilibrio acido-basico podem ser:

Alcalose: quando o pH encontra-se acima de 7,45. Neste caso temos um
aumento de bases no sangue. Pode ser de origem respiratéria que ocorre
devido a uma redugéo dos niveis de CO2 no sangue ou metabdlica quando
ha excesso de bicarbonato (bases) no sangue.

Acidose: quando o pH encontra-se abaixo de 7,35. Neste caso temos um

excesso de &acido. Pode ser de origem respiratoria que ocorre devido a um

aumento do COZ2 sanguineo ou metabdlica quando ha um déficit de bases.
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PARAMETROS DA GASOMETRIA
- pH : deve estar entre 7,35 e 7,45.
- PCOy: presséo parcial de CO; dissolvido no sangue.

- Excesso de Base: ou B.E. - estima a quantidade necessaria de base para a

restauragcao do pH normal.

- Bicarbonato Atual: corresponde a concentragao de bicarbonato;

- PO,: mede a pressao parcial de oxigénio.

PADRONIZACAO:

PaO2 - Pressao parcial do oxigénio no sangue arterial.

PvO2 - Pressao parcial do oxigénio no sangue venoso.

PaCO2 - Presséo parcial do diéxido de carbono no sangue arterial.
PvCO2 - Presséo parcial do didxido de carbono no sangue venoso.
Sa02 - Saturagao de oxigénio da hemoglobina no sangue arterial.
SvO2 - Saturacao de oxigénio da hemoglobina no sangue venoso.

PAQ?2 - Presséao parcial de oxigénio no ar alveolar.

INTERPRETAGAO DO EXAME
A interpretagdo da gasometria arterial pode ser feita através das seguintes

etapas:

- Verificagdo do pH: acidose ou alcalose
- Verificagdo da PCO2: componente respiratorio
- Verificagado das bases (bicarbonato): componente metabdlico

- Verificagéo da diferenga de bases (excesso ou déficit). BE ou BD
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IONOGRAMA - DOSAGEM DE iONS

Os ions podem ser dosados por fotometria de chama, eletrodo ion-
seletivo (ISE), colorimetria ou titulometria.

A fotometria de chama é um método espectro quimico que se baseia na
medida da intensidade da radiagdo emitida pelo atomo em estudo quando sua
solucéo é nebulizada em uma chama. Ainda é muito utilizada para a dosagem
de ions como o sédio e o potassio.

Os ions participam de numerosos processos bioquimicos e metabdlicos
essenciais para o bom funcionamento organico.

Principais ions organicos:

. Sodio — Na+;

. Potassio — K+;
. Cloreto — ClI-;

. Calcio — Ca2+;
. Fosforo — P;

. Magnésio — Mg2+;

Sodio
Principal ion extracelular. Desempenha um papel importante na distribuicédo
normal da agua.
Hiponatremia: Na < 135 mEqg/L. Causas: diminuicdo da ingestdo de Na;
vomitos prolongados, diarreia persistente, enteropatias perdedoras de sal;
perda renal por uso de diuréticos;
Hipernatremia: Na > 145 mE/L. Causas: raramente encontrada; ingestao
insuficiente de agua pela auséncia da sensagdo de sede; administragao
inadequada de solutos hipertbnicos;

Potassio
E o principal ion intracelular. Sua presenca & necessaria para que as
fungdes enzimaticas e metabdlicas ocorram normalmente, € importante na

condutibilidade da membrana.
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Hipopotassemia: < 3,5 mE/L. Causas: as causas mais comuns sdo as perdas

gastrointestinais e urinarias muitas vezes associadas a reposi¢ao inadequada;
perdas por vomitos, diarreia, fistulas;
Hiperpotassemia: > 5,5 mEq/L. Causas: administragao exagerada; insuficiéncia

Renal Aguda; insuficiéncia Renal Crénica;

Cloretos

E o principal ion extracelular. Desempenha papel importante na
manutencéo da neutralidade elétrica atuando juntamente com o sédio como um
sal (cloreto de sodio), acompanhando assim as perdas ou excessos de sodio;
Hipocloremia: < 97 mEg/L. Causas: excesso hidrico, vémitos, queimaduras.
Hipercloremia: > 106 mEq/L. Causas: desidratagao, disfungao renal, alcalose

respiratoria.

Calcio

E um dos ions mais importantes do organismo. Pode ser encontrado
como: calcio ionizavel e calcio nao ionizavel, quase todo ligada a proteina;

A fracao ionizavel tem papel importante na fungdo muscular, nervosa,
membrana celular, coagulagéo sanguinea, formagao 6ssea.
Hipocalemia: < 8,6 mg. Causas: Hipoparatireoidismo, hipovitaminose D;
Hipercalemia: > 10,5 mg/dl. Causas: hiperparatireoidismo, hipervitaminose D,

metastases dsseas.

Fésforo - P

E o anion que se encontra em maior quantidade no espaco intracelular.
Encontra-se, geralmente, sob a forma de ATP. E fundamental para a formagao
0ssea e para o metabolismo de energia celular;

Excessos de fasforo (fosfato) impedem a absorgao de calcio, diminuindo a
calcemia e estimulando a paratiredide.

VR: adultos-2,5-5,0mg/dL; criangas-4,0-7,0mg/dL
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Magnésio
Sua concentragdo plasmatica normal situa-se entre 1,9-2,5 mg/dL.E um
ion intracelular tendo importancia na atividade enzimatica, incluindo conducao
nervosa e contragdo muscular. Participa da fungdo neuromuscular;
Como os niveis de magnésio, calcio e potassio estdo intimamente

ligados, a redugao de um deles leva a uma redugao dos outros.
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URINALISE Il

O exame de urina rotina € um exame ndo invasivo que tem grande
importancia a nivel de diagndstico de doencgas renais, pré-renais e pds-renais,
para monitoramento da evolugao da patologia e para verificagao da eficacia de
determinado tratamento. Varios disturbios metabdlicos podem ser detectados
através do exame de urina rotina.

Este exame é composto, resumidamente, pelas seguintes etapas:

Exame Fisico: onde se faz uma avaliacdo fisica da urina recebida. Neste
exame realiza-se a determinagao da cor, cheiro, aspecto e densidade da urina.
Exame Quimico: neste exame faz-se a pesquisa de elementos que
normalmente ndo sdo encontrados na urina um paciente normal. Estes
elementos sdo: glicose, proteinas, urobilinogénio, bilirrubinas, corpos cetodnicos,
nitrito, sangue e leucdcitos. Faz-se também a determinagao do pH.
Sedimentoscopia: faz-se uma analise minuciosa dos elementos celulares e
nao celulares encontrados no sedimento urinario.

Neste capitulo estudaremos mais detalhadamente a sedimentoscopia ou

analise do sedimento urinario.

ANALISE MICROSCOPICA DO SEDIMENTO URINARIO OU
SEDIMENTOSCOPIA

Este exame consiste na observagao, identificagdo e quantificacdo dos
elementos presentes no sedimento urinario.

Apds o exame fisico e quimico, deve-se centrifugar cerca de 10ml de
urina em um tubo cbénico por cinco minutos a 1500 rpm. Apés a centrifugagao,
despreza-se o sobrenadante deixando cerca de 1 ml de sedimento (sedimento
+ urina).

Ressuspende-se o sedimento e coloca-se 20 pyL do sedimento em uma
ldmina, coberto por laminula. Faz-se uma analise do sedimento nas objetivas
de 10 e 40 x (ocular de 10x). Para o exame quantitativo, deve-se observar 10

campos.
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Elementos do sedimento urinario:

Células epiteliais: As células epiteliais encontradas no sedimento urinario

podem ser: escamosas (células eliminadas na urina devido a descamacao
normal do epitélio, sdo provenientes da uretra e vagina), transicionais
(provenientes da pelve renal, ureter e bexiga) e renais (raramente sao
encontradas no sedimento urinario, pois quase nao se descamam).

Como liberar o resultado: Contar o niumero médio de células epiteliais em

10 campos no aumento de 40x.
e Ausentes: quando nao encontrar nenhuma célula.
e Raras: quando encontrar de uma até trés células por campo
e Algumas: 4 a 10 células por campo
¢ Numerosas: acima de 10 células por campo
e Campos repletos: mais de 50 células por campo

Obs: Identificar e quantificar os tipos de células epiteliais encontradas.

Piécitos: sado leucdcitos “mortos” encontrados no sedimento urinario.
Normalmente s&o encontrados no sedimento urinario até quatro leucdcitos por
campo. O aumento do numero de pidcitos na urina € denominado piuria e
indica inflamagé&o no trato genitourinario.

Como liberar o resultado: Contar o nUmero médio piécitos em 10 campos,

no aumento de 40x.
e Ausentes: quando nao encontrar nenhum piocito.
¢ Raros: menos de um pidcito por campo
o Até 50 por campo: relatar o nUmero por campo
¢ Numerosos: acima de 50 por campo
e Campos repletos: quando o campo apresentar inumeros pidcitos,
impedindo a sua quantificagao.

e Deve-se relatar a presenga de aglomerados de pidcitos.

Hemadcias: a presenca de hemacias em numero superior a trés por
campo é definida como hematuria que € um sinal de hemorragia no trato

urinario, por causas diversas.
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Como liberar o resultado:

» Ausentes: quando ndo se observa hemacias no sedimento urinario.

» Raras: menos de uma hemacia por campo

» Até 50 por campo: relatar o nimero de hemacias por campo

» Numerosas: acima de 50 hemacias por campo

e Campos repletos: quando o campo apresentar inimeras hemacias,
impedindo sua quantificacao.

» Apresenca de aglomerados de hemacias deve ser relatada.

Cilindros: sédo elementos do sedimento urinario formados por uma matriz
proteica denominada proteina de Tamm-Horsfall. Possui a forma dos tubulos
renais onde sdo formados. Algumas vezes, a sua presenca no sedimento
urinério esté relacionada com doenca renal. Os cilindros podem ser de diversos
tipos: cilindros hialinos, epiteliais, hematicos, leucocitarios, granulosos, céreos
e gordurosos.

A presenca de pequenas quantidades de alguns tipos de cilindros no
sedimento urinario, no aumento de 10x, é considerada normal.

A presenca de cilindros céreos ou gordurosos esta associada a doenca
renal grave.

Como liberar o resultado: contar 10 campos utilizando o aumento de 10x apds

identificar cada tipo de cilindro no aumento de 40x. Registrar o nome do cilindro

e sua quantidade média encontrada por campo em aumento de 10x.

Cristais: sdo formados pela precipitacdo de sais presentes na urina devido
a variagcbes do pH, da temperatura e da concentragdo urinaria, raramente,

tém significado clinico.

Cristais normais de urina acida:

» Oxalato de célcio
* Urato amorfo

 Acido rico
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Cristais normais de urinas alcalinas:

Fosfato amorfo
Fosfato triplo
Fosfato de célcio
Carbonato de calcio

Biurato de amoénio

Cristais anormais de origem metabdlica:

Cistina: é encontrada em amostras de urina de pacientes com
cistinuria, uma alteragdo congénita do transporte de aminoacidos.
Leucina: esta associado com doenga hepatica grave e disturbios do
metabolismo de aminoacidos. Seu aparecimento na urina é raro.
Tirosina: pode ser observado em amostras de urina de pacientes com
doenga hepatica grave. E muito raro.

Bilirrubina: pode ser encontrada em alguns casos de excregao urinaria
do pigmento biliar bilirrubina, como nas doengas hepaticas e nas
colestases.

Colesterol: sua presenca indica sindrome nefrética.

Como relatar o resultado: identificar cada tipo de cristal, contar 10 campos

em aumento de 400x e calcular a média desses campos.

Ausentes: cristais ndo observados

Raros ou (+): até 3 por campo

Alguns (++): 4 a 10 por campo
Numerosos (+++): acima de 10 por campo

Campos repletos (++++): acima de 50 por campo

Muco: constituido por mucoproteinas que atravessam a membrana

glomerular. Sua presencga na urina nao tem significado clinico.

Como liberar o resultado: ausente, escasso, moderado e aumentado.

Flora Bacteriana: o trato urinario é estéril e as amostras de urina normais

e recém-emitidas ndo devem conter bactérias. A bacterilria presente na urina
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recente indica a ocorréncia de um processo infeccioso.

Como liberar o resultado: relatar a quantidade de flora bacteriana

observada: ausente, escassa, moderada e aumentada.

Artefatos ou contaminantes:

-Espermatozéides: pode estar presente na urina de mulheres (n&o relatar
sua presencga) e homens (relatar sua presenga, pois pode estar associado a
uma espermatorréia).

-Leveduras: As principais leveduras observadas sao as de Candida sp. No
resultado relatar: “presenca de células leveduriformes com ou sem pseudohifas
sugestivas de Candida sp”.

-Parasitas: o parasita encontrado com maior frequéncia no sedimento
urinario € o Trichomonas vaginalis responsavel por infecgées vaginais e pode
também infectar a uretra, a bexiga e a prostata.

-Diversos: podemos encontrar outros elementos contaminantes no
sedimento urinario, tais como: amido, fibras, bolhas de ar, goticulas de gordura,

talco, pélos, etc.
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PROTOZOOSES

Protozoarios sao seres unicelulares, na maioria heterétrofos, mas com
formas autotréficas e com mobilidade especializada. Esta ultima serviu de
critério para sua taxonomia. A maioria deles € muito pequena, medindo de 0,01
mm a 0,05 mm aproximadamente, sendo que algumas exceg¢des podem medir
até 0,5 mm como, por exemplo, os foraminiferos. Sua forma de nutricdo é
muito diferenciada, pois podem ser predadores ou filtradores, herbivoros ou
carnivoros, parasitas ou mutualistas. A digestdo é intracelular, por meio de
vacuolos digestivos, sendo que o alimento € ingerido ou entra na célula por
meio de uma "boca", o citostoma.

A célula é muito especializada, e cada organela tem uma fungao vital. O
sistema locomotor € um dos mais especializados, com flagelos, cilios,
membranas ondulantes, cirros ou pseuddpodes.

Ha um sistema hidrostatico, constituido de vacuolos pulsateis que
eliminam o excesso de agua que entra na célula por osmose nos protozoarios
dulcicolas, estabelecendo assim o equilibrio osmético.

O citoesqueleto também é especializado para manter a forma da célula,
emissdo de pseudopodes, locomogdo, movimentagdo de vacuolos digestivos,
entre outras fungbes necessarias. Pode haver exoesqueleto em algumas
espécies.

Estes organismos estdo presentes em todos os ambientes por causa de
seu tamanho reduzido e produgao de cistos resistentes.

Quanto a sistematica, podem ser divididos, em quatro grupos distintos:
Flagelados, ameboides, formadores de esporos e ciliados.

Dependendo da sua atividade fisiologica, algumas espécies possuem
fases bem definidas:

o Trofozoito: é a forma ativa do protozoario, na qual ele se alimenta e se
reproduz.

e C(Cisto: é a forma de resisténcia ou inativa.
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CAPITULO I: TRICOMONIASE

Introdugao

E uma infeccdo causada pelo protozoario flagelado Trichomonas
vaginalis, tendo como reservatérios a vagina e a uretra. Trata-se de uma
doenga sexualmente transmissivel (DST) que acomete principalmente o sexo
feminino e esta relacionada a falta de higiene corporal, sobretudo, quando se
trata de relagbes sexuais nao protegidas e ou promiscuas.

Apesar de apresentar sintomas bastante caracteristicos, pode
permanecer assintomatica no homem e na mulher, principalmente apds a

menopausa.

Agente Etioldgico

O Trichomonas vaginalis € um parasita eucariota flagelado anaerébio
com cerca de quinze micrdmetros. Tem quatro ou cinco flagelos e membrana
ondulante que Ihe dao mobilidade, e uma protuberdncia em estilete
denominada axdstilo. O Trichomonas vaginalis ndo é capaz de usar oxigénio
na sua respiracdo, sendo desprovido de mitocdéndrias, mas tem

hidrogenossomas que produzem gas hidrogénio.

Morfologia
O Trichomonas vaginalis € encontrado somente na forma de trofozoito,

ndo havendo formagao de cistos. O trofozoito €, portanto, simultaneamente a

forma infecciosa e ativa. Reproduz-se por divisdo binaria simples.
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Transmissao

A transmissdo, em geral, ocorre através de relacdo sexual. Mas pode
ocorrer também através do uso comum de roupas intimas, agua de uso comum
para o asseio intimo, uso comum de toalhas e até por goticulas de secrecao
vaginal no assento de vasos sanitarios (principalmente em banheiros publicos).

O Trichomonas vaginalis é transmitido pelo contato entre a mucosa
infectada de um individuo, por exemplo, a uretra de um homem, e a mucosa
vaginal de uma mulher, durante a relacdo sexual. As mulheres tém mucosas
genitais muito mais extensas e receptivas ao parasita, dai a maior parte das
pessoas afetadas serem do sexo feminino. Contudo os homens também sao
freqlientemente infectados e podem ser portadores assintomaticos, sendo,
portanto, a principal fonte de infeccdo do parasita.

Ciclo Evolutivo

Apés a infecgdo, o Trichomonas vaginalis pode ser encontrado na
mucosa vaginal ou uretral apenas na forma de trofozoito. Esta é a forma que
causa a infeccdo genital. No local da infecgdo o parasita reproduz-se por
divisdo binaria simples, através de sucessivas mitoses.

Fonte: fcfrp.usp.br

Patogenia

A ftricomoniase representa aproximadamente 10% das infecgoes
vaginais. Acredita-se que 10 a 25% das mulheres entre 15 e 45 anos de idade
apresentam esta infecgao parasitaria.

O periodo de incubagéao da infecgao varia de 4 dias a 4 semanas.

o No homem, a sintomatologia € mais discreta ou inaparente. Manifesta-se
através de corrimento uretral, geralmente pela manha, antes da primeira
micg¢do, bem como irritagao da uretra. Os homens com tricomoniase nao

manifestam habitualmente sintomas, mas podem infectar as suas
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parceiras sexuais. Alguns apresentam uma secre¢do proveniente da

uretra que é espumosa e semelhante ao pus, sentem dor ao urinar e

precisam fazé-lo com frequéncia. Os referidos sintomas costumam ter

lugar de manha cedo. As principais complicagbes no homem sdo a

epididimite que é uma infeccdo do epididimo, caracterizada por dor

testicular e a prostatite, uma infeccdo na prostata.

e Na mulher, os sintomas sao corrimento abundante, amarelo ou amarelo-
esverdeado, bolhoso, com mau cheiro caracteristico, prurido e irritagao
vulvar. Geralmente ocorre dor pélvica devido a vaginite. A doenga
costuma comecgar com uma secregcdo espumosa de cor verde-amarelada
proveniente da vagina. Em algumas, a referida secregdo é escassa. A
vulva pode estar irritada e dolorida e é possivel que o coito também
cause dor. Nos casos graves, a vulva e a pele que a rodeia inflamam-se,
bem como os labios. Os sintomas sao dor ao urinar ou um aumento na
freqliéncia das micgdes, que se assemelham aos de uma infecgéo da
bexiga.

O Trichomonas vaginalis nao causa sintomas em quase metade das
infecgcdes nas mulheres e em mais de dois tergos dos casos nos homens, mas
mesmo nessas circunstancias é infeccioso. Nos restantes casos, apds alguns
dias de incubagao surge um corrimento amarelo purulento e de mau-cheiro da
vagina ou uretra masculina ou feminina devido a inflamagao (vaginite ou
uretrite) e a infecgcdes por bactérias oportunistas. Além disso, é frequente

disuria (dor ao urinar), irritagdo da mucosa com prurido e ardor.

Epidemiologia

Segundo a OMS ha 170 milhdes de infec¢des por Trichomonas vaginalis
em cada ano. Nos paises menos desenvolvidos, 5% dos homens e 15% das
mulheres sao portadores do parasita.

O Trichomonas vaginalis pode sobreviver em agua com baixo teor de
cloro durante algumas horas (o nivel de cloro usado nas piscinas mata-o quase
instantaneamente). E possivel a transmissdo pela partilha de toalhas de banho

imediatamente consecutiva bem como o uso de banheiro com pouca higiene.
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Profilaxia

E recomendavel o uso de preservativo durante o ato sexual, uso
individual de roupas intimas, tratamento de individuos portadores, inclusive os
homens assintomaticos, esterilizacdo dos aparelhos ginecoldgicos, higiene em

relagdo aos sanitarios publicos, etc.

Diagnéstico

O diagnostico é clinico e através de exames microscépicos realizados no
proprio consultério médico, exames de laboratério ou pelo Exame Preventivo
(Papanicolau).

No caso das mulheres, o diagnodstico geralmente estabelece-se em
poucos minutos, examinando uma amostra da secregdo vaginal ao
microscopio. Também se efetuam habitualmente analises para outras doencas
de transmisséo sexual.

Nos homens, as secregbes provenientes da extremidade do pénis
devem ser colhidas de manha, antes de urinar. Estas sdo examinadas ao
microscopio e uma parte da amostra é usada para cultura. Uma cultura da
urina também pode ser util, porque é mais provavel que se detectem
Trichomonas vaginalis que nao se encontraram no exame ao microscopio.

O diagnéstico, portanto, é feito pela observagdo do parasita ao
microscopio optico em amostras do liquido de corrimento.

Através da sedimentoscopia do exame de urina rotina também é
possivel evidenciar a presenga do parasita. Na amostra fresca, o parasita tém

movimentos rapidos caracteristicos.

Tratamento

O tratamento é feito com uso de antiprotozoarios em administracao oral

e através de creme vaginal. Em todos os casos em que se positiva o

diagnéstico da infeccdo na mulher, deve-se estender também o tratamento ao
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seu parceiro sexual. Caso contrario podera ocorrer reincidiva na mulher e
perpetuagao do quadro clinico apresentado.

Uma uUnica dose de metronidazol cura até 95 % das mulheres infectadas,
desde que o0s seus parceiros sexuais recebam tratamento simultaneamente.
Como nao se sabe com certeza se uma unica dose é eficaz nos homens,
costuma-se trata-los durante 7 dias.

Se for tomado com alcool, o metronidazol pode causar nauseas e
vermelhiddo da pele, efeito conhecido como dissulfiram. Pode ocorrer, ainda,
uma diminuicdo no numero de glébulos brancos e, nas mulheres, uma maior

susceptibilidade as infecgdes vaginais por leveduras (candidiase genital).

CAPITULO Il: DOENCA DE CHAGAS

Introdugéao

Essa doenca foi assim denominada em homenagem ao médico Dr. Carlos
Chagas, que a descobriu em 1909, quando trabalhava em Minas Gerais, nos
tempos da construg¢ao das linhas da Ferrovia Central do Brasil.

No Brasil, esta endemia atinge cerca de oito milhdes de habitantes,
principalmente populagdes pobres que residem em condi¢des precarias.

Além do homem, mamiferos de pequeno porte tém funcionado como
verdadeiros reservatérios do Trypanosoma cruzi, o agente etiolégico, entre os
quais se destacam tatus, gambas, macacos e morcegos, bem como os caes,
gatos e ratos.

Os insetos transmissores do Trypanosoma cruzi se dispersam por toda a
América Latina e, no Brasil, sdo vulgarmente chamados de "barbeiro",
"chupdes", "fincdes", "bicudos" ou "chupancgas". No Brasil, os géneros Triatoma
infestans e Panstrongilus megistus séo os principais transmissores da doenca

de Chagas.
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Agente Etiologico

O agente etiologico € um protozoario denominado Trypanosoma cruzi.
No homem e nos animais, vive no sangue periférico e nas fibras musculares,
especialmente as cardiacas e digestivas. No inseto transmissor, vive no tubo
digestivo.

Foi descrito por Carlos Chagas em 1909 como Trypanosoma cruzi.
Chagas, além de descrever o parasita, descobriu também os seus
transmissores, os reservatorios domésticos e silvestres e ainda parte da

patogenia e da sintomatologia.

Morfologia

A morfologia do T. Cruzi é variavel conforme a fase evolutiva e o
hospedeiro. No hospedeiro vertebrado (homem) sdo encontradas
intracelularmente as formas amastigotas e extracelularmente as formas
tripomastigotas presentes no sangue circulante. No hospedeiro invertebrado
(barbeiro) sdo encontradas as formas esferomastigotas presentes no estbmago
e no intestino, epimastigotas presentes em todo o intestino e tripomastigotas
presentes no reto. Assim, podemos descrever:

e Tripomastigotas: formas encontradas nas fezes do barbeiro e no sangue

do homem. Sao alongadas, com cinetoplasto na extremidade posterior,
membrana ondulante e flagelo livre.-----.

¢ Epimastigotas: formas encontradas no intestino do barbeiro, alongadas,
com cinetoplasto na extremidade anterior, pequena membrana ondulante e
flagelo livre.

o Amastigotas: formas encontradas nos tecidos parasitados do homem.

Sao arredondadas e sem flagelo livre.

Agente Transmissor

O "barbeiro" € um inseto da sub-familia Triatominae que se alimenta de

sangue de vertebrados, sendo chamados hematofagos.
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A principal espécie propagadora da Doenga de Chagas no Brasil € o
Triatoma infestans. Mas outras espécies podem ser as responsaveis pela
manutengcdo da doenga em algumas regides, tais como o Panstrongylus
megistus e o Triatoma sordida.

Geralmente, os barbeiros se alojam em locais muito préximos a fonte de
alimento e podem ser encontrados na mata, escondidos em ninhos de
passaros, toca de animais, casca de tronco de arvore, montes de lenha e
embaixo de pedras. Nas casas escondem-se nas frestas, buracos das paredes,
nas camas, colchdes e baus, além de serem encontrados no peridomicilio

(galinheiro, chiqueiro, paiol, curral e depdsitos em geral).

Fonte: www.condelab.com.br

Modo de Transmissao

O barbeiro, em qualquer estagio do seu ciclo de vida, ao picar uma
pessoa ou animal contaminado com o parasita, suga juntamente com o sangue
formas de T.cruzi, tornando-se um “barbeiro" infectado.

O Trypanosoma cruzi se multiplica no intestino do barbeiro, sendo
eliminados através das fezes. A transmissdo se da pelas fezes que o inseto
deposita sobre a pele da pessoa, enquanto suga o sangue. Geralmente, a
picada provoca coceira € 0 ato de cogar facilita a penetragado do parasita pelo
local da picada. O T.cruzi contido nas fezes do barbeiro pode penetrar no
organismo humano, também pela mucosa dos olhos, nariz € boca ou através
de feridas ou cortes recentes existentes na pele.

Podemos ter ainda outros mecanismos de transmissdo tais como

transfusdo de sangue, caso o doador seja portador da doenga; transplante de
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orgaos; transmissado congénita da mae chagasica, para o filho via placenta ou
através da amamentacdo caso a mae esteja em fase aguda da doenga;
manipulacdo de cacga; acidentalmente em laboratérios e mais recentemente
descrita a ingestao de formas de transmissao presentes no caldo de cana e no
acai contaminado com fezes do barbeiro.

Ciclo Evolutivo

O ciclo do Trypanosoma cruzi é do tipo heteroxénico.

Os tripomastigotas metaciclicos eliminados nas fezes e urina do vetor,
durante ou logo apds o repasto sanguineo, penetram pelo local da picada.
Neste local, ocorre a transformagdo dos tripomastigotas em amastigotas, que
ai se multiplicam por divisao binaria simples. A seguir ocorre a diferenciagao
dos amastigotas em tripomastigotas que s&o liberados da célula hospedeira,
caindo no intersticio. Os tripomastigotas, entdo, caem na corrente circulatoria,
atingem outras células de qualquer tecido ou 6rgao para cumprir novo ciclo
celular.

No inicio da infeccdo do homem (fase aguda) a parasitemia & mais
elevada podendo leva-lo a morte. Quando o homem desenvolve resposta
imune eficaz, diminui a parasitemia e a infec¢ao tende a se cronificar.

Os triatomideos vetores se infectam ao ingerir as formas tripomastigotas
presentes na corrente circulatéria do homem durante o hematofagismo. No
estbmago do inseto, eles se transformam em esferomastigotas e
epimastigotas. No intestino médio, os epimastigotas se multiplicam por divisdo
binaria simples, sendo, portanto, responsaveis pela manutencgao da infecgdo no
vetor. No reto, os epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos

(infectantes para o homem), sendo eliminados nas fezes ou urina.
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Doenga de Chagas: Ciclo de Vida do
Trypanossoma cruzi

No insecto o O insecto pica & defeca an mesmo tempo. O 0 Os tpomastigotas irrvade adem células onde se
Barbeiro tripomastigota passa a ferida nas fezes. transformar ern arastigotas.

Tranformam-se em tnpomastigotas A C—"‘
@ Os amastigntas
Multlphc e Os tripanossomas entio  ultiplicam-se dentro das

irvadem novas células em Células assexualmente.

Tripanomastizotas regides diferentes do
sanguinens | '|I corpo que irvadem e onde
%—\ sin absorvidos por se multiplicam cormo
encrm insecto em /| arnastigotas.
Transformam se em nova picada

epimastigotas no
intesting do insecto

A =Estizio infeccioss Qs amast]gc:tas transformara-se et

A\ =Estigio disgnstico tnpomastlgotas e destroem a célula
saindo para o sangue

Fonte: pt.wikipedia.org

Patogenia

O periodo de incubagéo oscila entre 4 e 10 dias, quando a transmissao &
pelos barbeiros. Nos casos de transmissao transfusional, pode alongar-se entre
20 ou mais dias.

O quadro clinico inicial corresponde aos sinais da doenga que se
produzem no proéprio local, onde se deu a contaminagao pelas fezes do inseto.
Estes sinais surgem mais ou menos de 4 a 6 dias, apds o contato do barbeiro
com a sua vitima.

Os sintomas variam de acordo com a fase da doenca, que pode ser

classificada em aguda e crénica.
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o Fase aguda:

A fase aguda pode ser sintomatica ou assintomatica. Inicia-se através de
manifestacdes locais, quando o T. cruzi penetra na conjuntiva (Sinal de
Romafa) ou na pele (chagoma de inoculagdo). O sinal de Romaha se
caracteriza por edema bipalpebral unilateral e congestdao conjuntival e o
chagoma de inoculagao correspondem a um processo inflamatério agudo no
ponto de inoculagcado do parasita. Estas lesdes aparecem em 50% dos casos
agudos dentro de quatro a 10 dias apés a picada do barbeiro.

As manifestagbes gerais da fase aguda sdo representadas por febre
prolongada, cansacgo, desanimo, dor e inchago dos ganglios linfaticos, inchago
ou edema facial e das pernas, hepatomegalia e esplenomegalia. O surgimento
de taquicardia ou aceleragao do ritmo cardiaco pode ocorrer com ou sem febre
e é sinal de miocardite que, na maioria dos casos, € benigna. No entanto, estes

sinais desaparecem em 2 a 4 meses.

¢ Fase cronica:

Apos a fase aguda, mais da metade das pessoas acometidas por
Chagas permanecem pelo resto da vida com a forma indeterminada,
assintomatica ou latente da doenga. Nos demais portadores cronicos, com o
passar dos anos comegam a surgir alguns sinais de comprometimento do
coragao ou sistema digestivo, caracterizando as formas cardiaca e digestiva da
doenga crénica.

A forma cardiaca é a mais grave e importante manifestacao clinica da
doenca e pode ocorrer em 80% dos pacientes. Caracteriza-se por palpitagbes
(taquicardia) e batimentos cardiacos fora de ritmo, tonteiras, dor no peito, falta
de ar quando da realizacdo de esforgos fisicos e insuficiéncia cardiaca
progressiva. O paciente apresenta cardiomegalia.

A forma digestiva da doenga caracteriza-se pela dilatagao e alteragao
dos movimentos do esbdfago (megaesbfago) ou do colon descendente do
intestino grosso (megacodlon). Isto ocorre porque a doenga destroi as
terminagdes nervosas e os musculos ficam frouxos, perdendo a capacidade de
se contrair e fazendo com que o 6rgao (eséfago ou intestino) aumente de

tamanho. Devido a isso, o paciente tem dificuldade para engolir € ha retencao
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de fezes e gazes, e muita vez ocorre formacao de fecaloma (bolo de fezes

endurecidas que obstrui a defecacao).

Diagnéstico

¢ Diagnoéstico Clinico:

Deve-se levar em consideragdo a origem do paciente, presenga dos
sinais de entrada, como o sinal de Romafa e o chagoma de inoculagéo
(fase aguda), acompanhados de febre irregular ou ausente,
hepatoesplenomegalia, taquicardia, edema generalizado ou dos pés.

As alteracbes cardiacas (reveladas pelo eletrocardiograma), do es6fago
e do colon (reveladas pelo raio-X) fazem suspeitar da fase crénica da

doenca.

¢ Diagnéstico Laboratorial:

O diagnéstico laboratorial pode ser feito através da pesquisa do parasito
(métodos parasitologicos) ou para a pesquisa de anticorpos (métodos
sorologicos).

Na fase aguda da doenga, a parasitemia é alta. Quando os titulos de
anticorpos se elevam, o que ocorre na fase crénica, a parasitemia diminui.
Assim, para cada fase da doencga existem um ou mais métodos que funcionam
melhor.

Devemos lembrar que os métodos indicados para a fase crénica sdo os
mais utilizados porque a maioria dos diagnésticos € realizada quando o

individuo ja apresenta a doenca em fase cronica.
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A tabela abaixo mostra os métodos utilizados em cada fase:

FASE AGUDA FASE CRONICA

e Exame de sangue a fresco;

e Esfregaco sanguineo corado pelo
PESQUISA DO Giemsa;

PARASITA e Hemocultura;

e Reacgao de imunofluorescéncia o RIFI;
METODOS indireta (RIFI)- pesquisa de IgM. e ELISA.
SOROLOGICOS e HAI
Tratamento

As drogas hoje disponiveis sao eficazes apenas na fase inicial da doenca,
dai a importancia do diagndstico precoce. A terapéutica da doenga de Chagas
continua parcialmente ineficaz. O uso de medicamentos depende da regido em
que a doenga ocorre. Por exemplo, as drogas usadas muitas vezes nao
oferecem bons resultados em regides endémicas como Minas Gerais. Ainda

nao se dispde de vacina para uso imediato.

Profilaxia
As medidas profilaticas baseiam-se principalmente em medidas de
controle ao barbeiro, impedindo a sua proliferacdo nas moradias e em seus
arredores. Além de medidas especificas, as atividades de educacdo em saude
devem estar inseridas em todas as agbes de controle, bem como as medidas a
serem tomadas pela populagao local, tais como:
« Melhorar habitagado, através de reboco e tamponamento de rachaduras e
frestas;
o Usar telas em portas e janelas;
« Impedir a permanéncia de animais, como cao, o gato, galinhas e outros

no interior da casa;
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o Evitar montes de lenhas, telhas ou outros entulhos no interior e
arredores da casa;

e Construir galinheiro, paiol, tulha, chiqueiro, depésito afastado das casas
e manté-los limpos;

¢ Retirar ninhos de passaros dos beirais das casas;

e Manter limpeza periddica nas casas e em seus arredores;

o Controle nos bancos de sangue através de testes soroldgicos que
rastreiem os doadores infectados;

¢ Tratamento de doentes.

CAPITULO IlI: LEISHMANIOSE

Introdugao

Doenga causada por parasitas do género Leishmania sp. Sao
protozoarios que se desenvolvem no trato digestivo de um inseto hospedeiro e
no interior das células do sistema mononuclear fagocitario de um hospedeiro
intermediario mamifero.

Existem diversas formas de leishmaniose, sendo as mais importantes
em nosso meio a leishmaniose tegumentar americana e a leishmaniose
visceral.

A Leishmaniose Visceral €& também conhecida como Calazar,
Esplenomegalia Tropical, Febre Dundun, dentre outras denominagées menos
conhecidas. E uma zoonose que afeta outros animais além do homem. E uma
doenga crbnica sistémica, caracterizada por febre de longa duragdo e outras
manifestagdes e, quando nao tratada, evolui para 6bito em 1 ou 2 anos apds o
aparecimento da sintomatologia. Sua transmissao, inicialmente silvestre ou
concentrada em pequenas localidades rurais, ja esta ocorrendo em centros
urbanos de médio porte, em area domiciliar ou peridomiciliar. E um crescente
problema de saude publica no pais (encontra-se distribuida em 17 estados) e

em outras areas do continente americano, sendo uma endemia em franca
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expansao geografica. Tem-se registrado cerca de 2.000 casos, por ano, no

pais, com letalidade em torno de 10%.

Agente Etiolégico
O agente etiolégico pertence a ordem Kinetoplastidae, familia
Trypanosomatidae, compondo dois grupos: o das Leishmanioses
Tegumentares e o das Leishmanioses Viscerais.
As espécies de maior importancia no Brasil sao:
e [eischmania brasilienses, Leishmania guyanensis e Leishmania
amazonensis responsaveis pelas leishmanioses tegumentares (cutanea
€ mucocutanea);

e [ eishmania chagasi responsavel pela leishmaniose visceral ou calazar.

Morfologia

As Leishmanias possuem basicamente duas formas evolutivas:

o Amastigota: forma eliptica, sem flagelo, com nucleo excéntrico e
cinetoplasto. Localiza-se no citoplasma dos macréfagos de 6rgaos do
sistema mononuclear fagocitario (figado, bago, linfonodos e medula
Ossea) dos hospedeiros intermediarios mamiferos.

e Promastigota: forma alongada, com flagelo livre, nucleo e cinetoplasto.

Localiza-se no tubo digestivo dos hospedeiros invertebrados (insetos).

Transmissao

Nos dois tipos de leishmanioses o agente da doenga é transmitido ao
homem através da picada das fémeas do inseto transmissor, o mosquito da
espécie Lutzomia longipalpus, um inseto hematoéfago. Seu habitat € o domicilio
e o peridomicilio humano onde se alimenta de sangue do homem, do céo, de
outros mamiferos e de aves. A fémea tem habitos antropofilicos, pois

necessitam de sangue para o desenvolvimento dos seus ovos. Durante a

CURSO TECNICO EM ANALISES CLINICAS ETAPA 3

<
T,
o
|
O
=
n
<
<
o




hematofagia, inocula no hospedeiro, através da saliva, o protozoario. Nao

ocorre transmissao direta de pessoa a pessoa.

Ciclo Biolégico

O ciclo é do tipo heteroxénico. O vetor fémea, pertencente ao género
Lutzomia, pica um mamifero parasitado (cdo ou homem) e ingere, juntamente
com o sangue, as formas amastigotas. Estas ficam em todo o intestino do
inseto, onde se transformam em promastigotas, e iniciam a multiplicacdo por
divisdo binaria.

Os promastigotas, que tém grande motilidade, migram para as glandulas
salivares do mosquito, sendo inoculados por este junto com a saliva no ato da
hematofagia. O mosquito, num esforgo para se alimentar, pica varias vezes o
hospedeiro e em cada picada inocula os promastigotas no sangue do
hospedeiro vertebrado. Os promastigotas, agora presentes no sangue, séo
fagocitados por macréfagos, e neste novo ambiente assumem a forma de
amastigotas, uma forma intracelular obrigatéria, capaz de se desenvolver e
multiplicar dentro dos vacuolos fagocitarios do macréfago. Sabe-se que a
membrana das formas amastigotas resiste a acao destruidora dos macrofagos,
além de possuirem uma rapida capacidade de multiplicacdo. Essas séo as
razbes que explicam a nao destruicdo das formas amastigotas dentro dos

macrofagos.
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Epidemiologia

O calazar é uma doencga prépria de zonas rurais na maioria das regides

<
&
o
|
O
=
n
<
oc
o

tropicais e subtropicais do mundo: oriente médio, Africa, América Central e
América do Sul.

A leishmaniose visceral ou calazar esta se espalhando
assustadoramente pelo Brasil. Ja € encontrada em grandes centros urbanos

como Belo Horizonte.

Leishmaniose Tegumentar Americana

A leishmaniose tegumentar americana € uma protozoose que acomete
pele e mucosas. E uma zoonose em franca expansdo geogréafica no Brasil,
sendo uma das infecgbes dermatolégicas mais importantes, ndo sé pela

frequéncia, mas principalmente pelas dificuldades terapéuticas, deformidades e
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sequelas que pode acarretar. Ela vem ocorrendo de forma endémico-epidémica
apresentando diferentes padrdes de transmissao, relacionados ndo somente a
penetracdo do homem em focos silvestres, frequentemente em areas de
expansao de fronteiras agricolas. E importante problema de saude publica pela
sua magnitude, transcendéncia e pouca vulnerabilidade as medidas de
controle.

Também denominada de Ulcera de Bauru ou ferida brava, a
leishmaniose tegumentar &€ causada por protozoarios do género Leishmania,
cujas principais espécies sao a Leishmania amazonensis e a Leishmania
braziliensis.

Este protozoario tem seu ciclo biolégico realizado em dois hospedeiros,
um vertebrado e outro invertebrado. Os hospedeiros invertebrados sao insetos
do género Lutzomia, nos quais ocorre parte do ciclo do parasito. Os
hospedeiros vertebrados incluem grande variedade de mamiferos: roedores,
tatu, tamandua, gamba e primatas incluindo o homem.

A infeccdo do inseto ocorre quando a fémea pica o vertebrado para
exercer o repasto sanguineo e juntamente com o sangue ingere macréfagos
parasitados por formas amastigotas. No estbmago do mosquito, os macréfagos
se rompem liberando as formas amastigotas que se transformam em
promastigotas. Estes migram ao longo do tubo digestivo, chegando a porgao
anterior do intestino.

Durante o processo de alimentacdo do mosquito é que ocorre a
transmissdao do homem. Na tentativa de ingestao, as formas promastigotas sao
introduzidas no local da picada e fagocitadas por macréfagos. Rapidamente as
formas promastigotas se transformam em amastigotas, dentro dos vacuolos
fagocitarios dos macroéfagos.

Apods a fagocitose por macréfagos, as formas agora amastigotas se
multiplicam por divisdo binaria, causando uma lesao inicial caracterizada por
um processo inflamatorio. Esta lesdo pode evoluir para uma lesdo ulcero-
crostosa. Estas lesbes caracterizam o quadro clinico deformante da doenca.

Em geral, as formas amastigotas estao presentes nas bordas da ulcera.
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O diagnostico laboratorial € baseado nos seguintes exames:

e Diagnéstico parasitologico: faz-se exame direto de esfregagos corados de
material obtido das bordas das lesdes.

e Diagnéstico sorolégico: Pode-se fazer a Reagdo de Montenegro. Essa
reacdo €& um teste imunologico intradérmico que utiliza formas
promastigotas mortas como antigenos. O teste consiste no indculo de 0,1ml
de antigeno na face interna do braco. No caso de reagdes positivas,
verifica-se 0 aparecimento de uma reagao inflamatéria local formando uma
papula entre 48 e 72 horas apds a aplicacao, indicativo de resposta imune
celular.

Nao é facil adotar uma medida profilatica que atue em todas as
situagcbes. Entretanto, algumas sugestbes podem ser fornecidas. Nao dormir
dentro de matas ou grutas, pois o hematofagismo do flebétomo é
principalmente crepuscular e noturno. Construir casas de trabalhadores em
derrubada de mata a uma distancia minima de 500m da orla da mesma, pois o
Lutzomia € um mosquito fraco, que voa pouco. Em algumas situagbes, usar
repelentes, telas ou mosquiteiros, inseticidas. Aperfeicoamento da vacina, que
ja tem apresentado relativo sucesso na protegdo a animais e em alguns casos

humanos.

Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral € uma zoonose que afeta outros animais além
do homem. E conhecida como calazar, esplenomegalia tropical, febre dundum,
dentre outras denominagdes menos conhecidas. E uma doenca cronica
sistémica caracterizada por febre de longa duracdo e outras manifestagdes e,
quando nao tratada, evolui para o o6bito, em um ou dois anos apds o
aparecimento dos sintomas.

No Brasil, € causada pelo Leishmania chagasi. Seu ciclo evolutivo &
caracterizado por apresentar duas formas: a amastigota, que ¢é
obrigatoriamente parasita intracelular em vertebrados, e a forma promastigota

que se desenvolve no tubo digestivo dos vetores invertebrados.
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Os mais importantes reservatérios sdo o cdo e a raposa, que agem
como mantenedores do ciclo da doengca. O homem também pode ser fonte de
infecgao, principalmente quando o calazar incide sob a forma de epidemia. Os
caes infectados podem ou nao desenvolver o quadro clinico da doencga, cujos
sinais sdo: emagrecimento, queda de pélos, nodulos ou ulceragbes (mais
frequentes nos bordos da orelha), hemorragias intestinais, paralisia dos
membros posteriores, cegueira e caquexia. Pode evoluir para a morte nos
casos mais graves.

O periodo de incubagao varia de 10 dias a 24 meses, sendo em média 2
a 4 meses.

O calazar acometer os 6rgaos do sistema reticulo endotelial que sao
ricos em macrofagos levando a sintomas como febre, hepatoesplenomegalia,
ascite, emagrecimento intenso, complicagdes circulatérias e respiratorias. Na
grande maioria dos casos a evolugdo € para a morte. Os pacientes tratados
precocemente tém prognodstico favoravel. A sintomatologia € devida
principalmente as alteragdes que ocorrem no bacgo, figado que vao desde o
rompimento das células parasitadas, inflamagdo dos pulmdes, anemia e
trombocitopenia até hepatite crénica.

As manifestacdes clinicas da leishmaniose visceral refletem o equilibrio
entre a multiplicagdo dos parasitos nas células do Sistema Fagocitico
Mononuclear (SFM), a resposta imunitaria do individuo e as alteracdes
degenerativas resultantes desse processo. Observa-se que muitos infectados
apresentam forma inaparente ou oligossintomatica da doenca, e que o0 numero

de casos graves é relativamente pequeno em relagao ao de infectados.

As principais manifestag¢oes clinicas sao:

e Febre, astenia, anorexia, perda de peso e caquexia.

e Hepatoesplenomegalia.

¢ Intensa palidez de pele e mucosas, consequéncia de severa anemia.

e Fendbmenos hemorragicos tais como gengivorragias, epistaxes,
equimoses e petéquias.

¢ As mulheres frequentemente apresentam amenorreia.
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e A puberdade fica retardada nos adolescentes e o crescimento sofre
grande atraso nas criangas e jovens.

Uma forma refrataria pode ocorrer no paciente que nao respondeu ao
tratamento, ou respondeu parcialmente ao tratamento com antimoniais. E
clinicamente mais grave, devido ao prolongamento da doenga sem resposta
terapéutica. Os pacientes com calazar, em geral, ttm como causa de 6ébito as
hemorragias e as infecgdes associadas em virtude da debilidade fisica e

imunoldgica.

O diagnéstico laboratorial do calazar pode ser feito através de:

o Diagnéstico sorologico: € o procedimento de deteccdo mais facil e
eficiente para o diagndstico. As provas mais sensiveis, confiaveis e de
facil execugdo sdo a imunofluorescéncia indireta (IgG). Ha também
disponibilidade de testes imunocromatograficos (testes rapidos), que
possuem boa sensibilidade e especificidade (sdo utilizadas como
instrumento de triagem inicial). Por ter valor preditivo negativo
questionavel, todas as reagdes Nao Reagentes devem ser confirmadas
por IFI.

e Diagnéstico parasitolégico: os exames sdo realizados de material
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retirado preferencialmente do bago e da medula 6ssea. O material deve
ser colhido por puncdo e exige profissional treinado para pratica-la
(mielograma). O material é, entdo, examinado em laminas coradas.

e Hemograma: pode evidenciar uma pancitopenia (diminuicdo do numero
de hemacias, leucdcitos e plaquetas).

o Dosagem de proteinas: ha uma diminuicdo de albumina e consequente

aumento de globulinas.

As tentativas de tratamento através de medicamentos eficazes em humanos
ndo tém logrado éxito no tratamento de caes doentes. Devem ser tomadas,
portanto, medidas profilaticas. As principais medidas profilaticas no controle

do calazar sao:
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e Tratamento de todos os casos humanos, diminuindo um dos focos de
infecgao;

e Eliminacéo de caes infectados;

e Combate ao vetor;

e Controle rigoroso de caes vadios.

Medidas de Controle

As principais medidas de controle para as leishmanioses séo:

¢ Investigacdo epidemiolégica: se a area é endémica, procurar
verificar se as medidas de controle estdo sendo sistematicamente
adotadas. Se for um novo foco, comunicar imediatamente aos niveis
superiores do sistema de saude e iniciar as medidas de controle
pertinentes.

¢ Eliminagcdo dos reservatérios: a eliminacdo dos caes errantes e
domeésticos infectados, que sao as principais fontes de infeccido. Os
cdes domésticos tém sido eliminados, em larga escala, nas areas
endémicas, apos o diagnostico, através de técnicas soroldgicas
(ELISA e RIFI).

e Combate ao vetor: o uso de inseticidas quimicos devera ser
efetuado em todas as casas com casos humanos ou caninos
autoctones. Além disso, outras medidas como evitar acumulo de

agua em recipientes e telagem de janelas podem ser bastante Uteis.

o Tratamento: o tratamento se constitui em um fator importante na
queda da letalidade da doenga e, consequentemente, &€ um
importante item na Iuta contra esse tipo de leishmaniose.
Secundariamente, pode haver também um efeito controlador de
possiveis fontes humanas de infecgao.-.

e Educacdo em Saude: acdes educativas devem ser desenvolvidas
no sentido de que as comunidades atingidas aprendam a se

proteger e participem ativamente das agbes de controle do calazar.
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CAPITULO IV: MALARIA

Introducao

A malaria € uma doenga parasitaria bastante grave, causada por
protozoarios do género Plasmodium que sao transmitidos de uma pessoa para
outra através da picada de mosquitos do género Anopheles.

A doenca adquire varios nomes, de acordo com a regidao em que ocorre.
E também conhecida como febre intermitente, impaludismo, maleita, sezéo e
tremedeira.

Quando causada pela espécie Plasmodium vivax &€ denominada febre
terca benigna, quando pelo P. Falciparum recebe a denominagao febre terca
maligna e febre quartd quando causada pelo P. Malariae.

A malaria € uma das mais importantes doencas tropicais do mundo e
apresenta-se bastante difundida. Essa doenga manifesta-se através de
acessos periodicos de febres intensas que debilitam profundamente o doente.
Além disso, a malaria provoca lesdes hepaticas, esplénicas, além de outras.
Por acometer as hemacias, levando-as a um intenso processo de hemdlise, a
malaria também pode causar anemia. Isso ocorre porque o Plasmodium utiliza

o interior das hemacias para reproduzir-se.

Agente Etioldgico

A malaria é causada por protozoarios do género Plasmodium. Quatro
espécies podem produzir a infecgdo: Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium malariae e Plasmodium ovale. O P. ovale ocorre apenas na
Africa e, raramente, no Pacifico Ocidental. O P. falciparum é o que causa a
malaria mais grave, podendo ser fatal. O risco maior de aquisi¢do de malaria é
no interior das habitacbes, embora a transmissao também possa ocorrer ao ar

livre.
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Protozoario Tipo de malaria Ciclo (duragao)
Plasmodium vivax terca benigna 48 horas
Plasmodium malariae Quarta 72 horas
Plasmodium falciparum | terca maligna (fatal) 24 a 48 horas

Transmissao

A malaria, em condicbes naturais, é transmitida por fémeas de
mosquitos do género Anopheles. A transmissao € mais comum no interior das
habitacbes, em areas rurais e semi-rurais, mas pode ocorrer em areas urbanas
principalmente na periferia. O principal transmissor na Regido Amazonica € o
Anopheles darlingi, que tem como criadouro grandes colegbes de agua. O
Anopheles aquasalis, que se prolifera em cole¢des de agua salobra, predomina
sobre o A. darlingi na faixa litoranea, inclusive no Rio de Janeiro. Estes
mosquitos tém maior atividade durante a noite, do crepusculo ao amanhecer.

Como as espécies de Plasmodium estdo presentes na circulagao
sanguinea durante a infecgdo, a transmissdo da malaria também pode ocorrer
a partir de transfusdes de sangue, de transplantes de 6rgaos, da utilizagao
compartilhada de seringas por usuarios de drogas endovenosas ou da gestante

para o filho (malaria congénita) antes ou durante o parto.

Ciclo de Vida

O ciclo de vida dos plasmédios apresenta uma fase sexuada que ocorre
no mosquito transmissor e duas fases assexuadas denominadas esquizogonia
(com a multiplicagdo no hospedeiro humano) e esporogonia (com a
multiplicacdo no mosquito). A esquizogonia inclui o ciclo que ocorre nas células
do parénquima hepatico (ciclo pré-eritrocitico) e o ciclo que se desenvolve nas
hemacias (ciclo eritrocitico). E a esporogonia inclui o ciclo que ocorre no
mosquito transmissor para a formacao dos esporozoitos, a forma inoculada no

sangue humano durante o repasto sanguineo.
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e Ciclo de vida do parasita no homem

Ao picar um animal ou o homem, os mosquitos, de um modo geral,
inoculam o parasita juntamente com a saliva. A forma infectante denomina-se
esporozoito, formas alongadas proveniente da esporogonia que ocorre no
interior do inseto transmissor. Apds a inoculacdo das formas infectantes, os
esporozoitos ficam circulantes por um breve periodo de cerca de 30 minutos.
Neste curto periodo, alguns deles sao fagocitados, porém, varios deles podem
alcancar o figado e, no interior dos hepatdcitos, passam por uma primeira
divisdo assexuada (ciclo pré-eritrocitico). Decorridos alguns dias, tendo sido
produzidos alguns milhares de novos parasitas, a célula do figado se rompe e
os plasmoddios tém acesso ao sangue onde invadem os globulos vermelhos.
Novamente, se multiplicam de forma assexuada (ciclo eritrocitico), em ciclos
variaveis (de 24 a 72 horas), cada parasita produzindo de 8 a 32 novos
exemplares, em média e de acordo com a espécie envolvida. Depois de alguns
ciclos (3 ou 4) surgem os sintomas da doenga. Este intervalo que vai desde a
picada infectante até o inicio dos sintomas é chamado de periodo de
incubacao.

O ciclo assexuado no sangue humano compreende varias formas
evolutivas na seguinte sequéncia: trofozoito jovem, trofozoito maduro,
esquizonte, rosacea e merozoitos. Quando os merozoitos se formam por um
processo assexuado denominado esquizogonia, ocorre rompimento da
hemacia e cada um deles infecta uma nova célula. O ciclo, entdo, é reiniciado
em outra hemacia. Um ou outro parasita pode evoluir para uma forma sexuada
chamada gametdcito que se mantém livremente circulante, até que algum

mosquito, durante o repasto sanguineo, venha ingeri-lo.

o Ciclo de vida do parasita no mosquito

As fémeas dos anofelinos necessitam de sangue em sua alimentagao
para o amadurecimento de seus ovos, possibilitando a ovo posicdo. Assim,
ap6s uma fémea do mosquito Anopheles ingerir sangue de um hospedeiro
humano contendo as formas sexuadas do parasita (gametdcitos) inicia-se uma

fase sexuada no interior de seu estdbmago com a fecundagéo e formagéao de um
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ovo ou zigoto. Todas as outras formas evolutivas presentes no sangue humano
sao ingeridas pelo mosquito, mas apenas os gametocitos sobrevivem e dao
sequéncia ao ciclo no interior do hospedeiro invertebrado. Posteriormente, o
zigoto, na forma de oocineto, migra através da camada unica de células do
estbmago do mosquito, posicionando-se entre esta e sua membrana basal.
Deste modo, por esporogonia, resultam centenas de formas infectantes
(esporozoitos) que migram para as glandulas salivares do inseto, as quais

poderao, no momento da picada, ser inoculadas no ser humano.
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Patogenia

O desenvolvimento das manifestagcbes da malaria, em geral, ocorre
entre 9 e 40 dias apods a picada de um mosquito infectado, dependendo da
espécie de Plasmodium. Podem, no entanto, surgir meses ou, eventualmente
anos, depois da saida de uma area de transmissdo de malaria. As

manifestacoes iniciais sao febre, sensacdo de mal estar, dor de cabeca, dor
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muscular, cansacgo e calafrios. Nas fases iniciais, € comum que a doenca seja
confundida com uma virose respiratoria.

A malaria causada por P. falciparum caracteriza-se inicialmente por
sintomas inespecificos, como dores de cabeca, fadiga, febre e nauseas. Estes
sintomas podem durar varios dias.

Mais tarde, caracterizam-se por acessos periddicos de calafrios e febre
intensos que coincidem com a destruigdo maciga de hemacias e com a
descarga de substancias imunogénicas e téxicas na corrente sangliinea ao fim
de cada ciclo reprodutivo do parasita. Estas crises paroxisticas, mais
freqlentes ao cair da tarde, iniciam-se com subida da temperatura até 39-40°C.
Sao seguidas de palidez da pele e tremores violentos durante cerca de 15
minutos a uma hora. Depois cessam os tremores e seguem-se duas a seis
horas de febre a 41°C, terminando em vermelhiddo da pele e suores
abundantes. O doente sente-se perfeitamente bem depois e até a crise
seguinte, dois a trés dias depois. Se a infeccao for de P. falciparum,
denominada terca maligna, pode haver sintomas adicionais mais graves como:
choque circulatério, convulsdes, delirios e crises vaso-oclusivas. A morte pode
ocorrer a cada crise de tergd maligna. Pode também ocorrer a chamada
malaria cerebral, caracterizada por oclusdo de vasos sanguineos no ceérebro
pelos eritrécitos infectados, causando déficits mentais e coma, seguidos de
morte. Danos renais e hepaticos graves ocorrem pelas mesmas razdes. As
formas causadas pelas outras espécies sdo geralmente apenas debilitantes,
ocorrendo raramente a morte.

Os intervalos entre as crises paroxisticas sado diferentes conforme a
espécie. Para as espécies de P. falciparum, P. ovale e P. vivax, o ciclo da
invasdo de hemacias por uma geragao, multiplicacdo interna na célula,
hemolise e invasdo pela nova geracdo de mais hemacias dura 48 horas.
Normalmente ha acessos de febre violenta e tremores no dia 1, e passados 48
horas, ja no dia 3, sendo classificada de terca. A infeccao pelo P. malariae tem
ciclos de 72 horas, dando-se no dia 1, depois no dia 4, constituindo a malaria
quarta.

Sintomas crénicos incluem a anemia, cansacgo, debilitacdo com reducéao

da capacidade de trabalho e da inteligéncia funcional, hemorragias e infartos
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de incidéncia muito aumentada, como infarto agudo do miocardio e AVCs
(especialmente com P. falciparum).
Se nao diagnosticada e tratada, a tercd maligna causada pelo P.

falciparum pode evoluir rapidamente, resultando em morte.

Epidemiologia

A malaria é a doenca parasitaria que mais mata no mundo inteiro. Cerca
de 40% da populagdo mundial vive em areas com risco de transmissao de
malaria, resultando em aproximadamente 300 milhdes de pessoas infectadas
no mundo a cada ano. Mais de 90% dos infectados estdo em paises africanos,
com um numero de mortes entre 1 e 1,5 milhdes.

No Brasil, a existéncia de malaria é registrada de forma esporadica. A
partir da década de 1870, com o inicio da exploragdo da borracha na Regiao
Amazobnica, tornou-se um grande problema de Saude Publica. A exploragao da
borracha atraiu dezenas de milhares de imigrantes provenientes do Nordeste,
que foram sistematicamente dizimados pela malaria.

Atualmente, a transmissdo da malaria no Brasil esta basicamente restrita

a regidao amazobnica, além de estados como o Mato Grosso e Tocantins.

Profilaxia

O risco de malaria depende do itinerario e da duragdo da viagem. Nao
existem vacinas disponiveis contra a malaria. Para estar o mais protegido
possivel, o viajante deve estar informado sobre os riscos de aquisicdo da
doenga, empregar medidas de protecdo adequadas e estar ciente que todos os
métodos de prevengao podem falhar.

Uma medida é a erradicacdo do mosquito Anopheles. Ultimamente, o
uso de inseticidas potentes, mas toxicos, proibidos no ocidente, tem
aumentado porque os riscos da malaria sdo muito superiores aos do inseticida.
Entretanto, deve-se lembrar que o uso de inseticidas em regides de matas
pode provocar um desequilibrio ecoldgico irreversivel. O uso de redes contra
mosquitos é eficaz na protegdo durante o sono, quando ocorre a grande

maioria das infecgbes. Os cremes repelentes de insetos também sao eficazes,
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mas mais caros que as redes. A roupa deve cobrir a pele nua o mais
completamente possivel de dia. O mosquito ndo tem tanta tendéncia para picar
o rosto ou as mé&os, onde 0s vasos sanguineos sdo menos acessiveis, quanto
as pernas, 0s bracos ou 0 pescogo 0s vasos sanguineos sao mais acessiveis.
Entretanto, a medida mais eficaz no controle da doenca €, sem duvida, o
tratamento dos doentes, que representam uma importante fonte de infeccao
para os mosquitos. E importante lembrar que ainda ndo ha vacina contra a

malaria.

Diagnoéstico

e Diagnostico Clinico

O elemento fundamental no diagndstico clinico da malaria, tanto nas
areas endémicas como ndo endémicas, € sempre pensar na possibilidade da
doenga. Como a distribuicdo geografica da malaria ndo € homogénea, nem
mesmo nos paises onde a transmiss&o é elevada, torna-se importante, durante
o exame clinico, resgatar informacdes sobre a area de residéncia ou relato de
viagens de exposicdo ao parasita como nas areas endémicas. Além disso,
informagbes sobre transfusdo de sangue, compartilhamento de agulhas em
usuarios de drogas injetaveis, transplante de 6&rgdos podem sugerir a

possibilidade de malaria induzida.

e Diagnostico Laboratorial

O diagndstico de certeza da infecgdo malarica s6 é possivel pela
demonstragédo do parasito, ou de antigenos relacionados, no sangue periférico
do paciente, através dos métodos diagndsticos especificados a seguir:

o Gota espessa - E o método adotado oficialmente no Brasil para o
diagnéstico da malaria. Mesmo apos o avango de técnicas diagnésticas, este
exame continua sendo um método simples, eficaz, de baixo custo e facil
realizagcdo. Sua técnica baseia-se na visualizacdo do parasito através de
microscopia o6tica, apds coloragdo com corante vital (azul de metileno e

Giemsa), permitindo a diferenciagao especifica dos parasitos a partir da analise
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da sua morfologia, e pelos estagios de desenvolvimento do parasito
encontrados no sangue periférico.

« Esfregaco sanguineo - Possui baixa sensibilidade (estima-se que, a gota

espessa é cerca de 30 vezes mais eficiente que o esfregaco na detecgéo da
infeccdo malarica). Porém, o esfregago € o unico método que permite, com
facilidade e seguranca, a diferenciacdo especifica dos parasitos, a partir da
analise da sua morfologia e das alteragdes provocadas no eritrocito infectado.

O intervalo de tempo entre a colheita de sangue e a observagéo ao
microscopio é de cerca de 20 minutos para a distensdo e de 1 hora e 20
minutos para a gota espessa.

Além desses métodos parasitolégicos, é possivel utilizar-se de provas
sorolégicas para o diagndéstico da malaria tais como a Imunofluorescéncia
Indireta, o ELISA, a aglutinagdo e imunocromatografia, sendo as duas
primeiras as mais sensiveis e operacionalmente factiveis.

A identificacdo correta da espécie de Plasmodium infectante é
fundamental para o tratamento adequado da pessoa doente. Além disto, em
areas nao endémicas, a confirmacgao é importante para a adogao de medidas

que reduzam o risco de reintrodugao da doenca.

Tratamento

Diversos medicamentos estdo disponiveis e a malaria pode ser tratada
com sucesso, especialmente quando a terapéutica € iniciada precocemente e
for adequada a espécie infectante. O retardo do tratamento ou a terapéutica
direcionada para a espécie de Plasmodium incorreta pode ter consequéncias
graves. A malaria, quando n&o for corretamente diagnosticada e prontamente
tratada, pode evoluir com anemia, ictericia (olhos amarelados, semelhante as
hepatites e a leptospirose) e, a infecgdo pelo Plasmodium falciparum, pode
resultar em funcionamento inadequado de 6rgdos vitais (rins, pulmdes e
cérebro) e levar ao coma e a morte. Gravidas e criangas estdo sob risco maior
de desenvolver formas graves de malaria.

E importante lembrar que algumas espécies tem se tornado resistente a
determinados medicamentos, dai a necessidade de utilizar esquemas multiplos

de tratamento, em que se usam duas ou mais drogas.
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CAPITULO V: TOXOPLASMOSE

Introdugao

A Toxoplasmose € uma doenca infecciosa causada pelo protozoario
Toxoplasma gondii, um protozoario da classe dos esporozoarios que ocorre em
animais de estimagao e de produgao incluindo suinos, caprinos, aves, animais
silvestres, caes, gatos e a maioria dos vertebrados terrestres. Nos bovinos,
suinos, caprinos acarreta abortos, nascimento de fetos mal formados causando
perdas econémicas.

O gato é o animal mais implicado na ocorréncia da toxoplasmose. Isso
porque esta relacionado com a producao e eliminagdo dos oocistos através de
suas fezes e, portanto, perpetuacdo da doenga. Ele ingere os cistos que estao
nos tecidos dos ratos, lagartixas, passaros e baratas, e passa a eliminar nas
fezes os oocistos. Estes oocistos tém que esporular no meio ambiente antes de
se tornarem infectantes; este processo demora de 1 a 5 dias apds a excrecéo,

dependendo da temperatura e umidade do meio ambiente.

Agente Etiolégico

O Toxoplasma gondi &€ um protozoario parasita intracelular do grupo dos
Apicomplexa, como outros parasitas como o Plasmodium. Ha pouca variagao
entre os toxoplasmas presentes em diferentes partes do globo, podendo-se
dizer que s6 ha praticamente uma estirpe. O toxoplasma sé pode realizar o seu
proposito que é reproduzir-se, se as formas excretadas nas fezes dos gatos
forem ingeridas ou inaladas por outros hospedeiros. Se for ingerido por seres
humanos, por exemplo, pode ocorrer reprodu¢ao assexuada do protozoario.

O T. gondii pode ser encontrado em varios tecidos, células e liquidos
organicos tais como saliva, esperma, leite, etc. No gato, é encontrado no

epitélio intestinal, sendo eliminado juntamente com as fezes.
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Morfologia

As formas evolutivas do T. Gondii s&o:

e Qocisto: é a forma de resisténcia que possui uma parede bastante
resistente as condi¢des do meio ambiente. Sdo produzidos nas células
intestinais dos gatos ndo imunes, sendo eliminados nas fezes.

e Taquizoito: forma encontrada na fase aguda da infec¢ao, sendo também
denominada forma proliferativa. Tem forma de uma banana ou meia lua, nucleo
mais ou menos central. E encontrada nas secregdes e excrecdes, sangue,
células do Sistema Reticulo Endotelial, células nervosas e musculares.

e Bradizoito: forma encontrada na fase crbnica da doenca, sendo
organismos de multiplicacdo lenta. E encontrado nos mais variados tecidos
(muscular, nervoso e retina) inseridos em uma estrutura que denominamos

cistos.

Transmissao

A toxoplasmose pode ser adquirida pela ingestdo de alimentos
contaminados, em especial carnes cruas ou mal passadas, principalmente de
porco e de carneiro, e vegetais que abriguem os cistos do Toxoplasma
Obviamente esses animais tiveram contato com as fezes de gatos ou material
contaminado por elas mesmas. Além disso, pode ser transmitida
congenitamente, ou seja, da mae para o feto através de taquizoitos que
atravessam a placenta. Exceto nessa condi¢cdo, ndo se transmite toxoplasmose
de uma pessoa para outra.

Assim, podemos resumir as trés principais formas de transmissao:

¢ Ingestdo ou inalagdo de oocistos presentes no solo, areia, jardins, latas
de lixo ou qualquer local contaminado com fezes de gato;

e Ingestdo de cistos presentes em carnes cruas de suino, ovino ou
caprino;

e Através de sangue contaminado com as formas denominadas

taquizoitos;
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e Transplacentaria durante a fase aguda ou de reagudizacdo da infecgao

na mulher gravida.

Ciclo de Vida

O T.gondii assume diferentes formas em diferentes estagios do seu ciclo
e pode apresentar duas fases: uma assexuada que ocorre nos tecidos do
homem e varios hospedeiros, inclusive o gato e outra sexuada que ocorre no
intestino do gato ndo imune.

O ciclo inicia-se pela ingestdo de cistos presentes em carne (por
exemplo, de porco, rato ou coelho) pelos animais como, por exemplo, o gato. O
parasita replica-se assexuadamente nos enterécitos (células da mucosa
intestinal) do gato, diferenciando-se alguns em formas sexuais, os gametas,
por meiose. Os gametas masculinos e femininos, descendentes do mesmo
parasita ou de dois diferentes, fundem-se dando origem ao oocisto. Esta é uma
forma dormente, resistente e cistica com cerca de 12 micrémeros. E composto
de um zigoto resultante de recombinagdo sexual que ocorre no intestino do
animal, e uma parede celular grossa. E expulso com as fezes dos animais apds
nove dias (cada gato expulsa mais de 500 milhdes de oocistos em cada
defecacgao).

Ja no exterior, o oocisto sofre divisao meiotica (esporulagdo) novamente
ap6s alguns dias, formando-se dois esporocistos cada um com quatro
esporozoitos, uma forma altamente resistente que pode durar cinco anos em
condi¢cdes umidas. Estes s&o ativados em taquizoitos se forem ingeridos por
outro animal, chamado hospedeiro intermediario, por exemplo, um rato ou
coelho que coma erva em que algum animal tenha defecado ou uma crianga ou
adulto que mexa com os dedos em material contaminado e depois leve a boca.
Os taquizoitos multiplicam-se nas células do hospedeiro intermediaio, onde
algumas formas formam cistos nos tecidos. Estes cistos irdo conter no seu
interior formas de multiplicagdo lenta denominadas bradizoitos. As formas
ativas, os taquizoitos, sdo destruidas pelo sistema imune, mas os cistos

contendo bradizoitos permanecem. Se o animal for cagado e devorado por um

CURSO TECNICO EM ANALISES CLINICAS ETAPA 3

<
T,
o
|
O
=
n
<
<
o




gato, os cistos libertam os parasitas dentro do seu intestino, infectando o novo
hospedeiro.

Assim, se 0 homem inalar ou ingerir os oocistos eliminados nas fezes do
gato ou se contaminar com sangue ou urina contendo outras formas infectantes
denominadas taquizoitos podera desenvolver a fase assexuada da doenca.

Acredita-se que é em fungao da resposta imunolédgica que os taquizoitos
assumem a forma de bradizoitos encistados nos tecidos para se proteger. A
ocorréncia das duas formas auxilia na distingdo das fases aguda e cronica da
doenca.

A fase aguda caracteriza-se pela presencga de taquizoitos principalmente
na corrente sanguinea e a fase cronica, pela presenga dos cistos contendo os

bradizoitos nos tecidos.

Toxoplasma gondii
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Patogenia

O taquizoito é a forma ativa no homem e nos hospedeiros
intermediarios. Invade as células humanas e la se reproduz por mitose,
principalmente nos macrofagos, células musculares e cerebrais. Apos ruptura
da célula, os parasitas descendentes saem para o exterior e invadem novas
células. Na maioria dos casos o sistema imune entra em acéo e destréi todos
os parasitas livres, contudo nao detecta aqueles poucos que encistaram na
forma de bradizoitos. Os individuos com sistema imune saudavel sao
geralmente assintomaticos. Em individuos com AIDS, a infeccdo é grave, com
toxoplasmose nao controlada e cerebral. Se a infecgdo se der durante a
gravidez, os parasitas podem atravessar a placenta e infectar o feto, o que
pode levar a abortos e a malformagdes em um tergco dos casos. As principais
malformagdes sao hidrocefalia, neuropatias diversas como retardo mental e
oftalmopatias na crianga, muitas vezes podendo levar a cegueira. Porém, se a
infecgao tiver sido antes do inicio da gravidez nao ha qualquer perigo, mesmo
que existam cistos. A menos que ocorra uma reagudizagdo da infeccado com
liberagcdo de parasitas pelos cistos. Dai a importancia de exames pré-natais
que possam avaliar a ocorréncia de uma possivel reagudizagdo da doenca.

Os cistos sdo aqueles parasitas que aleatoriamente assumiram a forma
de bradizoito, e em vez de se reproduzir rapidamente, formaram antes
estruturas derivadas da célula que infectou forte e resistente, cheia de liquido e
onde o parasita se reproduz lentamente. Os cistos crescem e podem afetar
negativamente as estruturas em que se situam mais freqlentemente os
musculos, o cérebro, o coragdo ou a retina, podendo levar a alteragbes
neuroldgicas, problemas cardiacos ou cegueira, mas geralmente sem efeitos
nefastos. Os cistos permanecem viaveis por muitos anos, mas néo se
disseminam devido a imunidade eficaz do paciente portador. Se o individuo
desenvolver imunodeficiéncia, como apds transplantes de 6rgéos, doencgas
autoimunes ou na AIDS, as formas ativas (taquizoitos) podem ser reativadas a
partir dos cistos, dando origem a problemas sérios, com sintomas como
exantemas, pneumonia, meningoencefalite com danos no cérebro e miocardite,

com mortalidade alta.
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A apresentacao clinica da Toxoplasmose, portanto, depende do tipo de
infeccdo e das condi¢gdes imunologicas do hospedeiro. A infecgdo pelo T.
gondii & sintomatica em apenas 10% dos individuos imunocompetentes, nos
quais a manifestacdo mais frequente € uma linfadenopatia generalizada, com
ganglios aumentados, bem-definidos, indolores e ndo supurativos. No entanto,
os pacientes podem desenvolver também febre de curso insidioso, sintomas
gerais, hepatoesplenomegalia e rash cutdneo eventual, com duragdo de até
dois meses. A linfadenopatia por Toxoplasma é autolimitada, tornando-se
latente e assintomatica com o tempo.

O risco de infecgdo congénita pelo protozoario € praticamente restrito a
primoinfec¢do materna durante a gravidez e aumenta com a idade gestacional.
No entanto, a gravidade da infecgéo é tanto maior quanto mais cedo a mae for
infectada. A transmissao do parasito é feita por via placentaria. Quando no
primeiro trimestre, a infecgdo do feto normalmente leva ao aborto ou deixa
sequelas severas nos que sobrevivem. Quando a infeccao se da no terceiro
trimestre, a crianga normalmente nasce assintomatica. Algumas criangas, no
entanto, podem nascer apresentando o quadro clinico completo que inclui
hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, febre, manifestagdes cuténeas e
alteragbes severas do sistema nervoso central (como coriorretinite,
calcificagcdes cerebrais difusas, surdez). Microcefalia e retardo mental também

podem ocorrer.
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Toxoplasmose
aguda na gestacao

Transmissao da
Infecgdo para o feto

Al
Toxoplasmose
congénita

A toxoplasmose congénita ocorre quando uma gestante entra em contato pela
primeira vez com o Toxoplasma gondii e adquire a infec¢do. O parasito se
multiplica na placenta e pode infectar o feto causando comprometimento de
intensidade variavel, com predominio de lesdes no sistema nervoso central e
naretina.

Fonte: nupad.com

A toxoplasmose em pacientes imunodeprimidos ocorre por reativagao da
infeccao latente, principalmente em pacientes com AIDS. Sinais meningeos,
disturbios cognitivos, disturbios da fala, defeitos no campo visual, transtornos
sensoriais, sinais cerebelares, convulsdes e disturbios do movimento ocorrem

dependendo da area cerebral acometida.

Epidemiologia

A toxoplasmose existe em todo o mundo. Mais da metade da populagao,
mesmo em paises desenvolvidos, tem anticorpos especificos contra o parasita,
0 que significa que esta ou ja esteve infectada. O que néo significa que tenha
tido a doenca, pode ter tido infecgcao assintomatica.

A grande prevaléncia de toxoplasmose pode ser explicada por fatores
tais como a multiplicidade de hospedeiros, as diferentes formas de
contaminagcdo, a presenga de gatos infectados convivendo nos ambientes

humanos e a resisténcia dos oocistos no meio ambiente.
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Profilaxia

As mulheres gravidas devem evitar o contato com animais e carnes
cruas e mal cozidas durante a gravidez. No caso dos gatos, lavar as caixas
com agua a ferver freqientemente, e nunca tocadas por maos sem luvas.

Alimentar os gatos com comida enlatada e n&o lhes permitir cacar animais

também reduz o risco.

atores de risco para infeccdo
pelo Toxoplasma gondii

‘_r "'A:
: A 2O\ // Parasitas eliminados pelas fezes
Ingestdo de agua, vegetais,
frutas contaminadas com o parasita. da felinos infectados;

TOXOPLASMOSE AGUDA
NA GESTACAO

Ingestio de carne crua ou mal cozida
TOXOPLASMOSE CONGENITA de animais infectados pelo parasita

0 ser humano pode adquirir a toxoplasmose pela ingestao de cistos (carnes cruas ou
mal cozidas) ou oocistos eliminados nas fezes dos gatos domésticos ou selvagens,
que contaminam agua, solo e alimentos ingeridos crus. A gestante com infec¢do aguda
pode transmitir a infec¢do ao seu filho através da placenta.

DESIGN/TI/NUPAD

Fonte: nupad.com

Os cuidados para evitar a toxoplasmose reforgam os habitos de boa higiene e a

ingestdo de agua tratada:

e Comer carne bem cozida;

e Comes frutas e verduras bem lavadas;

e Beber agua tratada ou fervida;

e Beber leite fervido ou pasteurizado;

e lavar as maos apos mexer com terra, areia ou carne crua
(preferencialmente utilize luvas para essas atividades);

e Proteger os alimentos de moscas e baratas;

e Evitar limpar fezes de gatos sem as luvas.
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Diagnéstico

O diagnédstico € pela sorologia, ou seja, detecgdo dos anticorpos
especificos contra o parasita (incluindo tipos de anticorpos, como IgM, que s6
existem nas fases agudas).

A confirmacgao do diagndstico, apds historia e suspeita clinica, baseia-se
em estudos imunoldgicos. A técnica mais usada atualmente € a Reacgado de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) ou Enzimaimunoensaio (ELISA, MEIA) para
pesquisa de anticorpos IgG e IgM. Em pacientes imunocompetentes, as
infeccbes agudas ou recentes mostram niveis de IgM elevados, ou elevagao
dos titulos em amostras seriadas. Ja nas infecgdes antigas, o nivel de IgG é
positivo e a IgM é negativa (ou esta em titulos extremamente baixos),
caracterizando a chamada "cicatriz imunolégica".

Na infeccdo congénita inicialmente as gestantes devem realizar o teste
de triagem para toxoplasmose o mais precocemente possivel apds o inicio da
gestacao. Esse teste deve ser repetido durante o pré- natal, caso a gestante
seja suscetivel, isto é, apresente testes sorologicos (IgG e IgM) nao reagentes
para a parasitose. Os resultados da pesquisa dos anticorpos IgM e IgG anti
Toxoplasma gondii podem ser interpretados de acordo com quatro

possibilidades:

e Gestante com infecgao pregressa: (IgM nao-reagente e IgG reagente);

o Gestante suscetivel: (IgM nao-reagente e IgG nao-reagente);

o Gestante com possivel infecgao aguda ou falso positivo para IgM: (IgM
reagente e IgG nao-reagente);

o Gestante com provavel toxoplasmose aguda adquirida na gestagao:

(IgM reagente e 1gG reagente);

O sangue do cordao umbilical ndo € uma amostra biolégica importante
para averiguar infecgdo do feto, pois o IgM identificado pode ter origem
materna.

Sendo comuns as lesbes no SNC, exames de imagem como

ressonancia magnética e tomografia computadorizada devem se somar aos
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testes sorolégicos para estabelecer o] diagnostico correto.

Tratamento

Na maioria dos casos ndo € necessario tratamento ja que o sistema
imune geralmente resolve o problema. Na gravidez os esquemas mais

utilizados sao:
o Espiramicina

Esta indicado no 1° trimestre de gestacao e quando o feto ndo esta infectado;
¢ Sulfadiazina, Pirimetamina e Acido Folinico.

Esta indicado no 1° trimestre de gestacao e quando o feto ndo esta infectado.

Referéncias Bibliograficas
e NEVES, David Pereira. Parasitologia humana. 11. ed. Sao Paulo:

Atheneu, 2005.494 p.

e www.nupad.medicina.ufmg.br
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Enterobactérias

Enterobactérias correspondem aos bastonetes gram negativos que constituem,
em sua maioria, a microbiota da regido intestinal. Elas sdo capazes de
fermentar glicose e sdo oxidases negativas. Sdo redutoras de nitrato a

nitrito e sdo microrganismos anaeroébios facultativos.

A familia Enterobacteriaceae compreende cerca de 30 géneros
bacterianos distintos, com mais de uma centena de espécies. Muitos deles sao
grandes responsaveis por uma série de quadros infecciosos, estando eles
relacionados a um elevado percentual das infecgdes nosocomiais
(hospitalares), sendo hoje conhecidas cepas multirresistentes.

S&o exemplos de géneros bacterianos causadores de infecgdes:
e [Escherichia sp
o Klebsiella sp
e Salmonella sp
o Shigella sp
e Yersinia sp
e Proteus sp
e Hafnia sp
o Citrobacter sp
e Morganella sp
o Edwarsiella sp
e Providencia sp
e Serratia sp
e Cedecea sp

e Entre outras...

Dentre esses géneros, podemos citar a Escherichia sp como predominante,

em especial a Escherichia coli, que € o BGN mais prevalente na flora intestinal.
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Escherichia coli

A espécie compreende cepas capazes de gerar gastroenterites e varias
outras causadoras de infecgdes urinarias (em especial, em mulheres),
meningites, pneumonias, septicemia, entre outras.

Pelo fato de ser a enterobactéria mais prevalente, sua presenga em
alimentos ou agua pode predizer o grau de contaminagao com material fecal.
Logo, a pesquisa dos coliformes fecais (bactérias em forma de E. coli) pode
traduzir o qudo um ambiente ou alimentos esta colonizado por bactérias que
habitam as fezes.

A E. coli é também importantissima na produgcdo de medicamentos,
como a insulina humana recombinante. E possivel alterar a estrutura genética
dessa bactéria, visando inserir genes para codificagdo da producao de insulina.
Como a proliferagdo desse microrganismo € intensa, um cultivo de cepas
modificadas geneticamente pode gerar produgdo de elevadas moléculas de

insulina.

Em relagéo aos aspectos bioquimicos, podemos citar:
e Lactase positiva
o Motilidade positiva (na maioria das vezes)
¢ Malonato negativo
¢ |ndol positivo
o Citrato negativo
e Produgao negativa para H,S
e Urease negativa
e Gas de glicose positivo

e Lisina positivo (na maioria das cepas)
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Diagndstico laboratorial das infeccdes por enterobactérias

A infecgdo por enterobactérias é caracterizada propiciando o isolamento
do microrganismo em meio de cultura, observando os seguintes parametros:
odor de crescimento, morfologia e pigmentagéo das colbnias e, em especial, 0
resultado das provas bioquimicas.

Métodos alternativos compreendem reagdes soroloégicas, como reagao
de soroaglutinagéo para verificagdo de cepas de E. coli produtoras de toxinas,
e técnicas de biologia molecular, para caracterizagdo do DNA bacteriano sob
suspeita clinica.

Em alguns casos, principalmente em situagdes de emergéncias clinicas,
como suspeitas de ITU (infeccbes do trato urinario) e meningites bacterianas, o
achado morfo-tinturial ao Gram pode ser de suma importancia, nao para definir
a especie do agente etiolégico, mas para auxiliar na conduta terapéutica
emergencial, predizendo se o material biolégico apresenta uma bactéria
(inclusive dizendo se é gram positivo ou negativo) ou um fungo. Logo, até a
definicao etiologica, o paciente pode ser medicado conforme a natureza do
agente presuntivo observado ao Gram.

Vale sempre lembrar que a impressdo clinica do médico é de

fundamental importancia para definicdo do quadro patolégico.

Urocultura

Trata-se do plantio do material bioldgico (urina), em meio de cultura
apropriada, visando obter o possivel agente etiolégico do processo infeccioso.
A urocultura tem valor nos seguintes casos:

e Suspeita de ITU (infecgdo do trato urinario)

e Controle da eficacia do tratamento com antimicrobianos

e Pacientes assintomaticos ou com sintomas subclinicos com elevado
risco de desenvolvimento de ITU, como pacientes sedados (com sonda

uretral) e imunssuprimidos.
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e Exames de pré-natal (buscando, principalmente, buscar na microbiota
normal o estreptococo -hemolitico do grupo B - Streptococcus

agalactiae — agente importante causador de infecgdes neonatais).

Dentre os agentes infecciosos mais prevalentes na ITU, certamente
enterobactérias merecem destaque, em especial a Escherichia coli, que é a
enterobactéria mais prevalente. Em segundo lugar de destaque citamos o
Staphylococcus saprophyticus.

As ITU s&o caracterizadas por presenca de grande quantidade de
leucdcitos na urina (piuria), caracterizando o processo inflamatério. Vale aqui
ressaltar que piuria € apenas sugestivo de processo infeccioso, pois outros
quadros patoldgicos, como desidratacdo, neoplasias, lesdes renais, entre

outros, podem apresentar semelhante quadro.

Material Biolégico

A coleta da urina deve ser feita, preferencialmente, na primeira urina
matinal, desprezando-se o primeiro jato e colhendo-se o jato médio, com uma
antissepsia anterior, com agua e sabdo. Essa medida reduz o risco de
contaminacgao da urina com bactérias presentes na microbiota genital.

Deve-se usar frasco coletor com tampa de rosca e estéril.

Basicamente, tém-se 5 tipos de amostra de urina:

1. Urina de jato médio — é, certamente, a amostra mais empregada para
urocultura, em que €& feita uma higienizagdo prévia, desprezando-se o
primeiro jato, com coleta do jato posterior. Vale lembrar que, para
urocultura, 2mL de urina ja sao suficientes, diferente do exame de urina
rotina, em que o volume deve ser de aproximadamente 10 mL.

2. Amostra de qualquer jato — € a amostra obtida na coleta infantil, quando
se usa o coletor urinario. Importante frisar que deve ser feita
higienizagdo prévia com agua e sabdo e sugere-se trocar, a cada 30
minutos, o coletor, visando minimizar contaminagcdo com microbiota

normal.
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3. Urina de paciente com sonda vesical (sonda urinaria) - Deve-se tomar
cuidado com a canula da sonda, que deve ser desinfetada com solugao
alcodlica 70% no momento da coleta.

4. Urina coletada por pung¢ao supra pubica — realizada na impossibilidade
de coleta usual, devendo ser procedida por médico capacitado. E mais
utilizada em criangas com idade inferior a 2 anos.

5. Urina de 1° jato — € um material importante na pesquisa de DST'’s,
principalmente em mulheres com suspeita de gonorreia, pois sao
assintomaticas. Apos prévia higienizagdo com agua e sab&o, coletar

cerca de 10mL do primeiro jato.

ApOs a coleta, a urina deve ser processada em até 2 horas, caso esteja
em temperatura ambiente. Caso seja refrigerada (2-8° C), pode ser processada
em até 24 horas.

Em alguns casos pode-se usar conservantes, como o borato de sodio, que

mantém a amostra viavel por até 24 horas.

Procedimento

E importante realizar a coloracdo pelo método de Gram na amostra para
verificar a presenga de um aspecto morfo-tinturial predominante, o que prediz
uma possivel ITU e nos auxilia na escolha dos meios de cultura adequados
para o plantio. Vale frisar que é possivel evidenciar alteracdo no numero de
leucdcitos (presenga ou auséncia de piuria). Em suspeita de tuberculose renal
faz-se a coloragao de Ziehl-Neelsen, para verificagdo de BAAR.

Para realizar a cultura, temos métodos diferentes de plantio:

1. Técnica pour-plate, em que o0 meio é preparado e, antes de solidificar,
coloca-se a urina do paciente. Apds isso, a placa é incubada e verifica-
se o crescimento ou nao da bactéria.

2. Lamino-cultivo — mergulha-se a lamina dentro do frasco de urina,
colocando-a sobre a superficie do meio e incubar.

3. Semeadura semi-quantitativa em placa — certamente é a técnica mais

empregada, em que homogeiniza-se a urina e, com auxilio de algas
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calibradas (0,01 ou 0,001 mL), realiza-se o esgotamento do material em
uma linha centra, fazendo estrias com auxilio da prépria alga. Incubar e

analisar o isolamento.

Meios de Cultura

Em urocultura, pelos achados epidemioldgicos, em que 70% das ITU
sdo ocasionadas por enterobactérias, € preconizado usar meios seletivos para
0s gram negativos. Logo, uma opgdo € o agar McConkey, seletivo para
bactérias gram negativas. No entanto, ndo podemos descartar outros
microrganismos, logo € interessante usar meios n&o seletivos, como agar
sangue e agar CLED.

E preconizado utilizar o agar CLED no plantio de urina, pois além de ndo
seletivo, € um meio pobre em eletrdlitos, o que impede a formacéo do “véu de
Proteus”, achado que prejudica o diagndstico laboratorial. Além disso, o CLED
possui em sua constituicdo lactose. Logo, é possivel evidenciar se a bactéria
isolada & produtora da enzima lactase, ocorrendo mudanca de cor do meio
(originalmente, tem cor verde, e se a bactéria for produtora de lactase, 0 meio
fica amarelo). Isso é importante, principalmente para diferenciar E. coli de
Proteus sp (a 12 é lactase positiva e o Proteus sp lactase negativo).

Quando a suspeita envolve microrganismos fastidiosos, devem-se
utilizar meios enriquecidos, como agar sangue ou agar chocolate, realizando a
incubacao a 37° C e em atmosfera de microaerofilia, especialmente com a jarra
de extingdo.

E importante ressaltar também que o resultado negativo da cultura, apés
24 horas, com achados sedmentoscoépicos de piuria e flora aumentada é
discrepante. Assim, recomenda-se incubar por mais 24 horas, e entao liberar o

resultado.
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Interpretacao do crescimento

E importante que o crescimento demonstre isolamento bacteriano,
evidenciando-se apenas um tipo morfolégico de colbénia. As ITU ndo ocorrem
por associagao de patégenos, usualmente. Logo, aparecimento de 2 ou 3 tipos
distintos de colbnias sugere contaminacdo da amostra. Assim, nao
conseguimos isolar o patdgeno, o que ira demandar nova coleta, com maiores
critérios de antissepsia.

Ao se utilizar algcas calibradas no plantio, podemos fazer uma projegao
quantitativa:

e Algade 0,001mL (1uL) — 1 colénia= 1000 UFC/mL de urina

e Algade 0,01mL (10 uL) — 1 coldénia= 100 UFC/mL de urina

UFC= Unidades formadoras de colonias

Com o crescimento e isolamento bacteriano podemos observar outros
aspectos, como forma e consisténcia da colbnia, odor pds-crescimento,
coloragao da colbnia, alteragdo de cor do meio, hemdlise, entre outros. Todos
esses fatores contribuem para um pressuposto diagnéstico da espécie. O
diagndstico final é viavel apds realizagao das provas bioquimicas. Nos casos
de enterobactérias, sugere-se, apos isolamento em meio de cultura, usar o
meio Rugai modificado, que contém substratos para visualizagdo de 9 provas
bioquimicas distintas. Uma grande vantagem é o baixo custo dessa prova. Ja
uma limitagdo é a grande dificuldade de leitura das 9 provas, 0 que demanda
intenso treinamento do técnico de patologia clinica. As 9 provas sao: indol,
sacarose, fenilalanina (LTD), fermentacdo de glicose, H,S, ureia, gas de

glicose, lisina e motilidade.

Em relacao ao aspecto quantitativo, a presenca de 100.000 UFC/mL de
urina, somado a pidria, é sugestivo de ITU. Quando temos uma quantidade
inferior, deve-se ter cuidado ao interpretar o caso, pois se pode tratar de um
caso de bacteriuria, com elevagédo da microbiota na urina.

Logo, os dados da cultura quantitativa, do exame de urina rotina e os

dados clinicos devem ser correlacionados, para chegar a um diagnéstico.
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Uma prova bioquimica que merece destaque, em termos praticos, é a
prova do Citrato de Simmons, que serve de parametro para diferenciagao de
Escherichia sp para Klebsiella sp. A diferenciagcao é de extrema importancia ao
médico que ira conduzir a terapéutica, pois se sabe que a Klebsiella sp tem
capacidade de desenvolver resisténcia antimicrobiana via produgdo de B-
lactamase, 0 que demanda medicamentos mais especificos, como
carbapenémicos e inibidores de B-lactamase. Para averiguar essa situagao,
realiza-se o antibiograma, usando-se de artificios para verificar se a cepa

produz ou nao a -lactamase.

Coprocultura

Os quadros diarreicos podem ter distintas etiologias. As disenterias
podem ser causadas por microrganismos, como bactérias, fungo e virus, por
protozoarios (amebiase, giardiase,...), por helmintos (ascaridiase,
estrongiloidiase,...), por uso de medicamentos, ingestdo de alimentos
gordurosos, quadros de ansiedade, carcinomas intestinais, entre outros.

Logo, compete ao médico realizar o diagnéstico diferencial, para
conduzir a melhor terapéutica.

O laboratoério de analises clinicas mostra-se importante para elucidagao,
principalmente se o quadro for infeccioso.

Dentre os varios fatores que predispdem gastroenterites, as bactérias
sao importantes agentes desencadeadores.

A coprocultura consiste no plantio de material biolégico (fezes) em meios
apropriados, visando isolamento bacteriano e identificagao do agente.

Dentre os principais agentes bacterianos causadores de gastroenterites,
alguns merecem destaque:

o Alguns sorotipos de Escherichia coli, como ETEC, EPEC, EIEC, EHEC e

EAEC.

e Salmonella sp
o Shigella sp
o Campylobacter jejuni

e Yersinia enterocolytica
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e Vibrio cholerae

e Entre outros.

Cada uma das bactérias citadas possui um mecanismo de
patogenicidade, geralmente via producao de toxina, capacidade de invasao do
tecido de revestimento intestinal e aderéncia a mucosa, com comprometimento

da reabsorgéo de nutrientes na luz intestina.

De acordo com os sinais e sintomas clinicos, o médico pode levantar
suas suspeitas. Alguns parametros sao analisados, como: consisténcia das
fezes (aquosas ou pastosas), numero de evacuagoes, émese, febre, grau
de desidratacdo, tempo de inicio dos sintomas (apés ingerir um alimento
suspeito e os sintomas surgirem apds poucas horas, ha suspeita de
bactéria produtora de toxinas, pois na invasédo tecidual os sintomas surgem
apos 48 horas), leucocitose (ou presenga de grande numero de leucécitos
apos coloragao das fezes pelo Gram) e aspecto muco-sanguinolento das

fezes.

Material Biolégico

E importante que o material fecal seja coletado antes do uso da
antibioticoterapia, no intuito de se evitar liberagdo de resultados falso-
negativos. Assim, é importante perguntar ao paciente se usou algum remédio
antes de procurar o atendimento.

A amostra deve ser acondicionada, preferencialmente, em frasco com
tampa rosqueada, sendo esse material entregue ao laboratério em até 2 horas.
Importante frisar para ndo acondicionar o material em geladeira, sendo o
mesmo mantido em temperatura ambiente.

Algumas bactérias, como a Shigella sp, sdo extremamente termo
sensiveis e nao resistem se as fezes forem coletadas sem conservantes (meios

de transporte).
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Quando as fezes sado acondicionadas em frascos com meio de
transporte, elas podem ser acondicionadas em geladeira (2 a 8° C) por 24
horas. Os meios sao:

e Glicerina tamponada

e Meio Carry-Blair

Amostras sem conservante, colhidas por tempo superior a 2 horas, fezes
coletadas em fralda ou misturadas a urina devem ser descartadas, sendo

necessaria nova coleta.

Meios de Cultura

Na coprocultura, os agentes de interesse clinico sdo, em sua maioria,
BGN. Logo, é importante uso de meios seletivos para o isolamento desses. Os
de escolha séo:
e Agar McConkey — seletivo para BGN e possui como substrato a lactose,
0 que permite evidenciar se a colénia isolada é produtora de lactase.
e Agar Salmonella — Shigella (Agar S-S) — permite o isolamento e
crescimento apenas de Shigella sp e Salmonella sp, impedindo o
crescimento de outras enterobactérias da microbiota normal. Contém

indicador para avaliar producao bacteriana de H.S.

Existem outros meios de uso laboratorial. Porém, para estudo, serao
descritos apenas os meios acima relatados, que sdo os mais utilizados na
pratica clinica. A seguir, citamos outros meios:

e Meio EMB — Eosine Methylene Blue
e Meio HE — agar Hektoen-Enteric
o Meio VB — agar verde-brilhante

e Agar Campy
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Procedimento técnico para realizacdo da coprocultura

E comum, para os outros espécimes bioldgicos, a coloracdo prévia do
material pelo método de Gram para determinagdo do aspecto morfo-tinturial
presente. Como estamos falando de fezes, o gram normalmente apresentara
tipos morfo-tinturiais, pois as fezes sdo normalmente dotadas de microbiota
normal. Ent&o, pergunta-se: ha valor diagndstico no Gram de fezes? A resposta
é sim. O Gram pode demonstrar prevaléncia de certos tipos morfo-tinturiais,
além de poder evidenciar presenca de leveduras e aumento dos leucdcitos,
caracterizando o processo inflamatorio.

Faz-se o plantio do material biologico em Agar McConkey e Agar S-S,
deixando-se incubar a 37° C por 24 horas.

Também, em paralelo, preconiza-se o plantio do material em meios
liquidos denominados meios de enriquecimento. Isso permite a viabilidade das
bactérias presentes nas fezes (principalmente Shigella sp e Salmonella sp),
garantindo o crescimento bacteriano quando realizada a semeadura em meios
solidos (Agar S-S). Os meios de enriquecimento usados sao:

e (Caldo Selenito
e Caldo Tetrationato

O meio de enriquecimento é colocado de 12 a 24 horas a 37° C, e logo

apos realiza-se plantio em meios sdlidos. Incuba-se por 24 horas, a 37° C.

Plantio em Caldo Plantio em Agar
Selenito / Caldo McConkey e
Tetrationato Agar S-S

Incubacdo 18 a 24 Incubacgdo 18 a 24
horas, 372 C

|
Plantio em
Agar S-S
|

Incubagdo 18 a 24
horas, a372 C

Provas Bioquimicas
(RUGAI) +

Soroaglutinagio Fonte (Carmen Oplustil et al)

horas, 372 C

Provas Bioquimicas
(RUGAI) +
Soroaglutinacdo
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Caso ocorra isolamento, as colénias devem ser submetidas a uma
bateria de provas bioquimicas, que podem ser isoladas ou conjuntas, como no
meio RUGAI modificado.

Como auxilio diagnéstico complementar sao realizadas as provas de
soro aglutinagdo, que caracterizam toxinas e antigenos liberados pelo micro

organismo.

Interpretagcao de Crescimento e Isolamento

Agar McConkey

O Agar McConkey propicia isolamento de BGN (contém antimicrobianos
que inibem os CGP), verificando a capacidade de fermentagdo ou ndo da
lactose pela enzima lactase bacteriana.

As colénias de coloracdo rosea sao as fermentadoras de lactose,
propriedade de enterobactérias, como Escherichia coli. Sabe-se que E. coli
pertence a microbiota normal; porém, em se tratando de sorotipos de E.
coli, temos cepas capazes de gerar gastroenterites. Para saber ao certo se
estamos falando desses sorotipos, temos de recorrer as provas de soro
aglutinacao. Os sorotipos de E. coli estao abaixo listados:

o EPEC (enteropatogénica)
o EIEC (enteroinvasora)

o EHEC (entero-hemorragica)
e EAEC (enteroaderente)

e ETEC (enterotoxicogénica)

Ja as colbnias transparentes correspondem as bactérias nao fermentadoras
de lactose (ou seja, lactase negativa). Esse achado permite concluir que, caso
a enterocolite seja de etiologia bacteriana, ela ndo é causada por sorotipos de
E. coli, devendo ser pesquisado isolamento em agar S-S (tanto a Salmonella sp

quanto a Shigella sp sao lactase negativos).

“Fundacao de Educacao para

o Trabalho de Minas Gerais”



Agar S-S

E usado como meio seletivo e diferencial para Salmonella sp e Shigella
sp. Na pratica laboratorial, mesmo sendo altamente seletivo, pode-se constatar
crescimento de enterobactérias, como Escherichia coli e Klebsiella sp.

Esse meio possui substratos que permitem evidenciar se a col6nia
isolada tem a propriedade de sintetizar H,S (sulfito de hidrogénio).

Sua cor original tende a vermelho-alaranjada.

Quando se propicia o isolamento de colbnias transparentes, temos a
suspeita de Shigella sp (0 que deve ser confirmado com outras provas
bioquimicas e soro aglutinagao). Isso porque Shigella sp ndao produz H,S.

Ja o isolamento de colbnias de aspecto negro € sugestivo de Salmonella
sp (produtora de H,S). Da mesma forma, a confirmagéo é baseada em outras
provas bioquimicas e em testes de soro aglutinagao.

Colbnias pequenas rosadas sao sugestivas de enterobactérias, como

Escherichia coli, Klebsiella sp e Proteus sp.

A seguir esta esquematizada uma tabela contendo os principais resultados de

provas bioquimicas relativas a bactérias causadoras de gastroenterites.

Espécie Indol | H,S Lisina Motilidade | Lactase
E. coli + - + +/- +
(sorotipo)

Salmonellasp | - + + + -
Shigella sp - - - - -

OBS: Ja foram relatadas em literatura cientifica cepas de Salmonella sp

capazes de sintetizar lactase. Porém, como regra geral, é tida como LAC -.
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Reportando os resultados

Dentre as bactérias de maior prevaléncia como agentes de
gastroenterites destacamos os sorotipos de E. coli, a Salmonella sp e a
Shigella sp. Logo, diante de um resultado negativo de coprocultura, devemos
dizer que para esses agentes, a pesquisa foi negativa.

Em caso de isolamento, basta citar o micro-organismo.

E possivel, em casos mais especificos, a pesquisa de agentes como
Yersinia sp, Campylobacter sp e Vibrio cholerae. Estes s&o pesquisados
quando o médico relata no pedido a suspeita clinica, demandando outros

meios de cultura, além do Agar McConkey e Agar S-S.

Tratamento

A maioria das gastroenterites de etiologia bacteriana sao autolimitadas.
Isso significa que a cura pode ser espontanea, dependendo da acido do
sistema imunolégico. Para evitar incbmodo ao paciente, preconiza-se um
tratamento suporte, baseado em terapia de reidratagcdo oral (uso de soro
caseiro). Isso permite manter o paciente hidratado e evita a deplegdo de
eletrolitos, como o sodio, o que poderia causar crises hipotensivas,
agravamento diarreico e fraqueza muscular.

Além disso, ha medicagbes auxiliares ao suporte de reidratagao:
probioticos, que contém micro-organismos vivos usados para reposigdo da
microbiota normal, como Lactobacillus e Saccharomyces boulardii. Isso porque
na diarreia perdemos grande parte de nossa microbiota (flora) intestinal, o que
dificulta o equilibrio intestinal e a formagao fecal.

A propria Disenteria Bacilar Classica, quadro sintomatico com diarreia

muco-sanguinolenta, causada por Shigella sp, é tido como autolimitada.

Ha situagbes que demandam uso de antimicrobianos, como pacientes
debilitados imunologicamente, criangas, idosos e em caso de infecgdo por
Salmonella tiphi (febre tifoide), em que a bactéria deixa o trato intestinal e

ganha a circulagao sanguinea, causando bacteremia, o que pode ser perigoso.
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Nesses casos, a terapéutica tem de ser bem empregada, pois devem ser
usados antimicrobianos de menor espectro de acdo, visando menor
comprometimento da microbiota normal e menor possibilidade de selecdo de
cepas resistentes.

Atualmente, a Salmonella sp é tida como resistente a tratamentos
convencionais como ampicilina e sulfametoxazol-trimetropim, demandando uso
de farmacos como cefalosporinas de 32 geragdo (ceftriaxona) e quinolonas,

como o ciprofloxacino e ofloxacino.

Antibiograma (Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos — TSA)

A principal missdo do laboratério de microbiologia clinica é propiciar a
identificacdo da bactéria causadora do processo infeccioso. Essa identificacdo
visa, na pratica, orientar o médico a aplicar tratamento antimicrobiano
especifico para aquele agente etioldgico.

Nas ultimas décadas, com o advento de novos antimicrobianos, a
terapéutica tornou-se mais facil, pois muitos dos farmacos sao de espectro
ampliado, sendo empregados tanto para bactérias aerébias gram negativas e
positivas, quanto para os anaerobios.

Assim, o tratamento empirico ficou mais efetivo, pois os farmacos
empregados conseguiam eliminar o agente infeccioso, independente de
conhecé-lo.

Esses acontecimentos contribuem, atualmente, para agravar um
problema extremamente delicado: a selecdo natural de cepas bacterianas
resistentes.

Podemos citar, como exemplo, cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (ndo respondem ao tratamento convencional com
oxacilina, demandando uso de vancomicina), cepas de Klebsiella pneumoniae
produtoras de B-lactamase (refratarias ao tratamento com penicilinas sintéticas,
como a amoxicilina), entre outras.

A resisténcia bacteriana sempre foi algo previsivel. Porém, o uso
indiscriminado e, as vezes, irresponsavel de antimicrobianos, em especial os

de amplo espectro, possibilita a emergéncia das cepas multiresistentes, que
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causam preocupagao: Staphylococcus aureus meticilina resistentes (MRSA)
refratarios a vancomicina, cepas de Klebsiella pneumoniae multiresistentes,
sensiveis apenas a carbapenémicos, como imipenem e meropenem,
Pseudomonas aeruginosa resistente a amino glicosideos (algumas,
susceptiveis apenas a polimixina), Escherichia coli resistente as cefalosporinas
de 3?2 e 42 geracgao, entre outras.

Estima-se que, se a emergéncia de cepas resistentes continuarem
nessa escala, logo o arsenal terapéutico podera nao resolver as infecgdes.

Os hospitais possuem em seu staff uma comissao multidisciplinar para
orientar e educar continuamente os médicos prescritores, visando minimizar a
resisténcia bacteriana. Tratam-se das CCIH's (Comissado para Controle das
Infeccbes Hospitalares).

Assim, cabe ao laboratério de microbiologia clinica uma importante
missdo nesse processo: permitir ndo sé a identificagdo do agente etioldgico,
mas também pesquisar o perfil de resisténcia e susceptibilidade dessas
bactérias frente a uma série de antimicrobianos.

Por isso, realiza-se o antibiograma ou teste de sensibilidade a

antimicrobianos (TSA).

Antibiograma (TSA)

Em primeiro lugar, o TSA deve ser realizado apenas em casos de
isolamento de uma bactéria apds o plantio do material bioldgico em meio de
cultura. Nao ocorrendo o isolamento, ndo é possivel identificar qual o agente
infeccioso em questao.

Sendo assim, podemos listar alguns fatores que determinam a realizagéo

do antibiograma:

e Quando se isola um micro-organismo de um local no qual ele ja faz parte
da microbiota, ndo se faz o TSA. Exemplo é Staphylococcus coagulase
negativo isolado na mucosa nasal.

o Nos casos em que a bactéria isolada n&o tem a capacidade genética de

desenvolver resisténcia a certos farmacos. Exemplo disso é o
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estreptococo B-hemolitico do grupo A (Streptococcus pyogenes),

sensivel a penicilina G e aos betalactamicos.

Como ocorre a selecdo dos antimicrobianos a serem testados?

Todas as orientagdes sobre os antimicrobianos mais adequados para
cada grupo de micro-organismos infecciosos (aerébios, anaerébios facultativos
e bactérias fastidiosas) sdo publicadas e atualizadas anualmente pela CLSI
(Clinical Laboratory Standards Institute), que é um o6rgdo internacional
responsavel pela padronizag&o dos antibiogramas.

Compete ao laboratério de microbiologia clinica seguir os padrbes
preconizados pela CLSI, testar e reportar os antimicrobianos mais apropriados
para o micro-organismo isolado em cultura.

A padronizagao se da via controle da qualidade laboratorial, em que a
monitoracdo da precisdo e exatiddo dos procedimentos s&o monitorados
usando cepas padrdes ATCC (American Type Culture Collection).

Essas cepas bacterianas sdo compradas pelo laboratério, sendo a CLSI
o fornecedor das cepas. Ja os discos contendo antimicrobianos sdo comprados
de fornecedores internos.

O laboratério de microbiologia clinica utiliza essas cepas padrao para
verificar se o disco que utiliza estda em boas condig¢des, possibilitando obtengao
de resultados confiaveis e reprodutiveis.

No quadro abaixo temos o exemplo de algumas cepas ATCC, usadas no

controle de qualidade.

Bactéria Caracteristica

Escherichia coli ATCC 25922 Cepa betalactamase negativa para controle dos
discos usados para perfil de enterobactérias

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Cepa utilizada para controle dos discos usados
na detecgdo de ESBL

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Cepa betalactamase negativa para controle dos
discos usados para avaliar os CGP

Escherichia coli ATCC 35218 Cepa betalactamase positiva para controle dos
discos betalactdmicos com inibidores da 8-
lactamase

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 Controle de discos para pneumococo
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Em relagdo aos discos de antimicrobianos, os mesmos sao feitos de
papel filtro impregnado com um dado antimicrobiano. Sdo armazenados em
frasco fechado com silica, em ambiente refrigerado (2 a 8° C).

Abaixo temos uma tabela com alguns farmacos analisados.

Classe do Antimicrobiano Principais Farmacos

Penicilinas Penicilina G, Amoxicilina, Ampicilina, meticilina,
oxacilina.

Cefalosporina 12 geragdo Cefalotina, Cefalexina, Cefazolina, Cefadroxil.

Cefalosporina 32 geragdo Ceftazidima, Ceftriaxona

Fluorquinolonas Ciprofloxacino, Norfloxacino, Levofloxacino,
Gatifloxacino.

Glicopeptidios Vancomicina, Teicoplanina

Inibidores do acido félico Sulfametoxazol-trimetropima

Macrolideos Eritromicina, Azitromicina

Carbapenémicos Imipenem, Meropenem

Métodos para realizagdo do TSA

Temos, basicamente, 3 métodos para realizagao do TSA:
e Meétodo da Difusao do Disco (Método Kirby-Bauer)
o Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM ou MIC)

e E-test®

Os dois ultimos métodos séo tidos como quantitativos, podendo determinar
nao apenas a questdo de susceptibilidade da bactéria ao farmaco, mas
também quantifica a menor concentragdo necessaria para eliminar a bactéria.
No entanto, sdo métodos trabalhosos e muito caros.

Assim, preconiza-se, no geral, o uso de um método qualitativo,
tecnicamente simples e barato. O método de difusdo do disco torna-se o

método de escolha para realizagdo do TSA no laboratério clinico.

Método de Difusao em Disco (Método de Kirby-Bauer)

E um método qualitativo, em que o micro-organismo isolado sera

classificado como sensivel intermediario ou resistente a um grupo de farmacos,
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previamente selecionados de acordo com a espécie isolada e a padronizagao
da CLSI.
O baixo custo e a facilidade operacional tornam esse método como de

escolha para realizagdo do TSA.

Meio de Cultura utilizado

O meio de escolha € o Agar Mueller-Hinton. Abaixo, seguem os motivos da
escolha desse meio.

o Reprodutibilidade aceitavel

e Crescimento satisfatorio da maioria dos patégenos nao fastidiosos

o Vasta experiéncia pratica e cientifica acumulada

Quando se isola uma bactéria fastidiosa, algumas alteragbes devem ser
processadas no Agar Mueller-Hinton. As modificagdes tém de ser feitas de
acordo com o micro-organismo:

e Streptococcus pneumoniae — Usar o Agar Mueller-Hinton suplementado

com sangue de carneiro desfibrinado a 5%. A incubacgao deve ser a 37°
C em ambiente com saturagao de gas carbdnico a 10% (jarra de
microaerofilia)

o Haemophilus sp — Usar meio Haemophilus test médium (HTM), incubado

18 horas em estufa 37° C com ambiente com saturagdo 10% de gas
carbdnico.

e Neisseria sp — usar Agar Thayer-Martin, em ambiente microaerofilia

(10% de gas carbdnico), a 37° C por 24 horas.

Preparo do Inoculo

Um dos principais eventos no preparo do TSA é a padronizagdo do

inoculo, ou seja, a definicho macroscopica da quantidade de bactérias que

serao plantadas no agar Mueller-Hinton.
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Para o preparo do inoculo, seleciona-se de 3 a 5 colénias bem isoladas
e com mesmo aspecto morfolégico. Transferi-las, com auxilio de uma alga
bacteriologica, para um tubo de ensaio contendo 4 a 5mL de caldo nutriente
(caldo tripticase soja) ou salina estéril.

Caso use o caldo tripticase soja, incuba-lo a 37° C por aproximadamente
2 horas até obter suspensdo que atinja a escala de 0,5 Mcfarland, usando
cartdo de Wickerham (essa escala de 0,5 corresponde ao grau de turbidez que
dificulta a visualizagdo dos riscos negros do cartdo).

Caso a opgao seja a salina estéril, ir pescando uma série de colbnias até
obtengao da escala 0,5 McFarland no tubo de ensaio.

Para ambos os casos, caso extrapole a escala 0,5 McFarland, basta
diluir a suspensao com salina estéril, até turbidez almejada.

O inoculo trata-se, portanto, de uma suspensao de colbnias isoladas
para plantio em Agar Mueller-Hinton, com turbidez proxima a escala de 0,5
McFarland.

Inoculagao das Placas

Apds 15 minutos da obtencéo do inoculo, um swab de algodao estéril &
umedecido na suspensdo. Roda-se o swab algumas vezes, pressionando-o
contra a parede do tubo acima do nivel do liquido, visando remover o excesso
da suspenséo.

Inocula-se a superficie seca da placa de Mueller-Hinton por estriamento
(3 vezes, rodando a placa 60° a cada vez) para assegurar a distribuigdo
uniforme do inoculo. Ao final deve-se inocular a borda do agar.

E importante que a placa permaneca destampada (semiaberta) por 3 a 5
minutos para permitir que o excesso de umidade da superficie seja absorvida
antes da aplicacao dos discos.

Vale lembrar que deve ser evitado o inoculo muito denso. Deve-se evitar

in6culos nao diluidos provenientes de crescimento overnight ou indculos nao

padronizados.
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Aplicacao dos discos nas placas inoculadas

Deve-se aplicar a bateria de discos contendo antimicrobianos sobre a
superficie da placa inoculada. Cada disco deve ser pressionado contra a
superficie para assegurar contato completo. Esses discos devem ser
distribuidos uniformemente pela placa, de modo que ndo haja menos de 24 mm
de centro a centro. Geralmente, ndo se coloca mais de 12 discos em uma placa
de Petri de 150 mm e nao mais de 5 discos em uma placa de 90 mm.

Como os farmacos se difundem imediatamente, um disco ndo deve ser
recolocado uma vez que tenha tido contato com a superficie.

As placas, depois de colocados os discos, serdo invertidas, aguarda-se
15 minutos e realiza-se a incubagao a 37° C por 24 horas. Com excecgao dos
micro-organismos fastidiosos, as placas ndo devem ser incubadas em
atmosfera rica em gas carbdnico, pois os halos de interpretacao foram
desenvolvidos em ar atmosférico, sendo que a alta concentragdo de gas

carbénico altera significativamente os halos de alguns farmacos.

Leitura das placas

Apbs 18 a 24 horas de incubacdo, examinar a placa. Nas placas
corretamente estriadas com o inoculo ha um crescimento confluente com halos
de inibicao uniformemente circulares. Caso haja col6nias individuais aparentes,
temos um inoculo diluido demais, devendo ser refeito.

Os diametros das zonas de inibicdo completa (vistas a olho nu) sdo medidas
com auxilio de régua ou paquimetro.

A medida dos halos de inibicdo deve ser feita em mm, sempre se
avaliando a medida com a placa invertida. As placas devem ser observadas
sobre um fundo preto opaco iluminado com luz refletida.

No caso de testagem de Staphylococcus sp ou Enterococcus sp,
aguardar 24 horas de incubagdo para realizar a leitura de vancomicina e
oxacilina (averiguagédo de possibilidade de MRSA e MRSA resistente a

vancomicina). Os outros agentes podem ser lidos entre 16 e 18 horas.
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Atencgao: qualquer crescimento dentro do halo de inibicdo € indicativo de

resisténcia (porém, pode ser contaminagao da placa).

Os tamanhos dos halos de inibicdo sao interpretados de acordo com as

tabelas dos documentos da CLSI, sendo os micro-organismos relatados como

sensiveis (S), intermediarios (I) ou resistentes (R) aos agentes farmacoldgicos

testados.

Interpretagao dos Resultados

O didmetro do halo de inibicdo, em milimetros, determina a categoria em

que o farmaco se insere e deve ser comparado ao fornecido pelas tabelas da

CLSI antes de reportar no resultado final.

Sensivel: a infeccdo devida a uma cepa pode ser apropriadamente
tratada com a dosagem do agente antimicrobiano recomendada para
aquele tipo de infeccdo e espécie infectante, a menos que haja alguma
contraindicagdo, como reacgéo de hipersensibilidade (anafilaxia) e efeito
adverso do farmaco, o que prejudicaria o paciente.

Intermediario: inclui isolados com MIC que se aproximam dos niveis
sanguineos e tissulares usuais de agentes antimicrobianos e para os
quais as taxas de resposta podem ser inferiores aos dos isolados
sensiveis. Além disso, implica em eficacia clinica nos sitios corporais
onde as drogas sdo concentradas fisiologicamente ou quando doses
maiores que a habitual podem ser usadas (exemplo é a norfloxacina e
ampicilina, que por terem excregao renal, concentram-se mais na urina,
sendo mais eficazes em ITU).

Resistentes: as cepas resistentes sio inibidas pela concentragdo
sistémica normalmente alcangavel pelo agente quando se usa
esquemas terapéuticos habituais ou quando seus halos caem dentro da

area em que mecanismos de resisténcia sdo rovaveis.

E importante salientar que algumas bactérias possuem mecanismos

especificos de resisténcia que as caracterizam, sendo inclusive auxiliares na
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sua identificagdo. A esse mecanismo de resisténcia denominamos resisténcia

intrinseca.

A tabela a seguir denota essa resisténcia intrinseca.

Espécie bacteriana

Resisténcia intrinseca a:

Citrobacter amalonaticus

Ampicilina

Citrobacter freundii Ampicilina, cefalosporinas de 12 geragéo.

Edwarsiella tarda Colistina

Enterobacter sp Ampicilina, cefalosporinas de 12 geracéo e
betalactdmicos+inibidores da 3-lactamase.

Hafnia alvei Ampicilina, cefalotina

Klebsiella pneumoniae Ampicilina

Proteus vulgaris Polimixina, ampicilina, nitrofurantoina, tetraciclina.

Morganella morganii Polimixina, cefalotina, ampicilina.

Providencia rettgeri Polimixina, ampicilina, cefalotina, tetraciclina,

nitrofurantoina.

Serratia marcescens Polimixina, ampicilina, cefalotina, tetraciclina,

nitrofurantoina.

FONTE: OPLUSTIL et al, 2004

Alguns resultados devem ser criteriosamente avaliados antes de serem
liberados devido a ineficiéncia in vivo do agente antimicrobiano. Ou seja,
clinicamente esse farmaco é ineficaz, embora o perfil de sensibilidade in vitro
denote sensivel. Esses resultados devem ser reportados ao médico como

resistente, no intuito de ndo comprometer o tratamento clinico.

Bactéria Reportar como Resistente a:

Salmonella / Shigella Aminoglicosideos e cefalosporinas de 12 e 22
geracdes

Staphylococcus sp resistente a oxacilina Beta-lactdmicos e carbapenens (imipenem,
meropenem).

Enterococcus sp Cefalosporinas e aminoglicosideos

Listeria sp Cefalosporinas

FONTE: OPLUSTIL et al, 2004

A seguinte tabela relata os casos em que devera, obrigatoriamente, ser
feita a revisdo do antibiograma, pois sdo achados incomuns e podem traduzir

cepas de resisténcia extremamente perigosa e preocupante.

Cepa Resisténcia a:
Staphylococcus sp Clindamicina e Vancomicina
Enterococcus sp Vancomicina

Streptococcus pneumoniae Vancomicina
Enterobactérias Imipenem

Klebsiella sp e Escherichia coli Cefoxitina

Pseudomonas aeruginosa Amicacina

Neisseria gonorrhoeae Ceftriaxona e ciprofloxacino
Neisseria meningitidis PenicilinaG

FONTE: OPLUSTIL et al, 2004
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Determinagao de B-lactamase de espectro ampliado (ESBL)

As [-lactamases sao enzimas produzidas por algumas cepas
bacterianas que inativam as penicilinas, o0s monobactdmicos e as
cefalosporinas. Os carbapenémicos (meropenem e imipenem) ndo sao
inativados por essa enzima. A CLS| ja tem padronizados métodos
confirmatérios para as B-lactamases de Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
oxytoca e Escherichia coli.

Um dos métodos de deteccdo de ESBL é o método de triagem. Os
antimicrobianos padronizados pelo CLSI s&o:

e Cefpodoxima
e Cefotaxima
o Ceftriaxona
o Ceftazidima

e Aztreonam

Os pontos de corte para o método de difusdo de disco ou MIC sao
definidos pela CLSI.

Outro método, muito empregado, é o método do Disco Aproximagao.
No centro da placa de Agar Mueller-Hinton coloca-se um disco de
amoxicilina+acido clavulanico e, ao redor desse, os antimicrobianos
marcadores (aztreonam, ceftriaxona, ceftazidima e cefotaxima) na distancia de
30mm de centro a centro em relagao ao disco central.

A formagdo de uma zona fantasma entre qualquer antimicrobiano
marcador e o disco do acido clavulanico é positiva para ESBL.

Os testes positivos de BGN produtores de ESBL deve ser reportado
mostrando resisténcia da cepa a penicilinas, monobactamicos e cefalosporinas
de 1?2 a 4@ geragdo. Carbapenémicos, como 0 meropenem e imipenem nao sao

afetados.
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Micologia Clinica

A micologia compreende um vasto campo de atuagdo, envolvendo o
estudo dos fungos em relacdo a alimentagdo (producdo de queijos, iogurtes,
paes,...), producado de medicamentos (penicilinas), situagdes clinicas (micoses),
entre outros.

Em relagdo a area médica, em meados dos anos 50 surge um novo
campo de pesquisa: as infec¢gdes micoticas ocasionais, causadas por fungos
oportunistas. Alguns fatores contribuem para esse fato:

e Progresso da terapéutica com o advento de novos antimicrobianos,
glicocorticoides e imunomoduladores.
e Surgimento, no final da década de 80, da AIDS.

e Uso de novas técnicas diagnésticas, de carater invasivo, e cirurgicas.

Logo, os fungos, até entdo associados a problemas meramente
superficiais e estéticos, passam a ser encarados como vilées clinicos.

O que sao esses fungos?

Sao0 micro-organismos eucariotas, aerobios estritos (raramente
anaeroébios), ndo produtores de pigmento clorofila (nao realizam fotossintese),
heterotroficos pertencentes ao reino Fungi. Armazenam glicogénio como
material de reserva energética e apresentam parede celular formada por
ergosterol e quitina.

Em relacdo a morfologia podem ser unicelulares (leveduras) ou
pluricelulares (fungos filamentosos ou micelianos). Essa ultima forma é
constituida por um conjunto de estruturas tubulares (hifas), que em conjunto,
formam micélios.

Além dos fungos unicelulares e pluricelulares, temos os fungos
dimorficos, que sao ora leveduriformes, ora filamentosos. A mudanga estrutural
ocorre em fungdo da variacdo da temperatura do ambiente, em que a
temperatura ambiente (25 a 28° C) encontram-se na forma miceliana e a
temperatura corporal (36 a 37° C), na forma leveduriforme.

A micologia médica ou clinica envolve o estudo dos fungos patogénicos

e de seus produtos metabdlicos. Logo, é de interesse o estudo de:
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Micoses — superficiais, dermatofitoses, subcutaneas e profundas
(sistémicas).

Agentes de hipersensibilidade — alergias e micides

Micetismo — ingestao de fungos venenosos

Micotoxicoses — toxinas produzidas por alguns fungos, que causam
problemas severos, como o hepatocarcinoma oriundo da afla toxina
(Aspergillus flavus) e tetanias produzidas pela ergotamina, gerada pelo

fungo Claviceps purptrea.

Coleta do Material Bioldgico

Uma das fases do diagnéstico laboratorial mais relevante é a coleta do

espécime clinico, que deve ser criterioso e representativo.

Na coleta, alguns itens devem ser abordados:

Identificacdo do nome, sexo e idade.

Origem de residéncia (area rural ou urbana)

Profissao

Tempo de evolugao da doenca

Localizagao e aspecto da leséo

Contato com animais ou plantas

Uso de medicamentos, como antifungicos, corticosteroides,
citostaticos,...

Uso prévio de algum produto quimico no local, como agua sanitaria,

creolina, alcool, gasolina,...

Esses questionamentos sdo relevantes, pois muitas doengas sao

ocupacionais, o fator geografico auxilia na determinagdo do agente e o0 uso

prévio de medicamentos ou produtos quimicos pode mascarar a identificacéo

fungica, gerando resultados falsos- negativos.

A seguir citamos algumas formas de coleta para diversos materiais

biolégicos:
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Escamas de pele (raspado cutdneo)

Solicitar ao paciente que evite tomar banho no dia da coleta e evite
passar cremes, perfumes ou talco no local a ser analisado. A coleta deve
iniciar-se na borda da lesdo, usando lAmina cega de bisturi. Raspar o local e
colocar as escamas em uma placa de Petri estéril.

Em locais de pouca escamacgao, pode usar uma fita adesiva sobre o
local, colocando-a posteriormente sobre uma I|amina, para avaliagao

microscopica.

Pélos

Solicitar ao paciente nao lavar o local no dia da coleta. Com uma pinga
estéril retirar o pélo com o bulbo capilar, colocando-o em uma placa de Petri
estéril.

Unhas
Para coleta na regido subungueal, realizar a retirada do material da
regiao mais distal (com auxilio de alicate) e coletar o material por raspagem
com bisturi cego estéril na confluéncia entre o tecido lesado e o tecido sadio.
Para a coleta supra ungueal fazer raspado da mesma maneira na
mesma regido de confluéncia. Em casos de paroniquia, o material urulento

deve ser coletado com swab estéril.

Mucosas

O material biolégico deve ser coletado com swab estéril.

Sangue e Urina

Coletar seguindo os procedimentos operacionais padroes (POP’s) para

hemocultura e urocultura.

Exame Micoldgico Direto (EMD)
O EMD é a primeira etapa do diagndstico laboratorial. E a montagem do
espécime clinico acrescido de solugdo de potassa (hidroxido de potassio —

KOH) de 10 a 40% p/v, na s superficie de uma lamina de microscopia e cobre-
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se o0 preparado com laminula. Eventualmente, pode-se colocar uma gota de
lactofenol antes de inserir a laminula.

Apods 20 minutos, levar lamina ao microscopio otico, em objetiva de 40x,
e descrever o observado.

O KOH mostra-se importante, pois digere todo material queratinizado da
amostra biologica, clarificando o campo de observacgao.

O lactofenol € um corante que facilita a visualizagdo das hifas,
determinando se as mesmas séo septadas ou cenociticas (ndo septadas), além
de evidenciar os corpos de frutificagdo e possiveis esporos (estruturas
relacionadas a forma de resisténcia fungica a um meio ambiente nao propicio a

sua sobrevivéncia).

Para o liquor, realiza-se o exame direto com tinta da China (tinta
nanquim), para observagdo de leveduras capsuladas (Cryptococcus

neoformans).

Cultura

Os meios usados para o isolamento primario sao:
e Agar Sabouraud

e Agar Sabouraud + cloranfenicol

e Agar Mycosel

e Agar BHI

Agar Sabouraud

Usado para plantio de diversos materiais biolégicos, com excecao de

fezes e urina.

Agar Sabouraud + cloranfenicol

Usado para o plantio de fezes e urina. O cloranfenicol ¢ um
antimicrobiano de largo espectro de acdo, usado para retirar interferentes

bacterianos da microbiota normal.
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Agar Mycosel
Usado para plantio de escamas de pele, unhas e pélos. E constituido

pela associagdo de Agar Sabouraud + Cloranfenicol + Ciclo-heximida (um

antifungico que inibe o crescimento de fungos saprofitos e anemdofilos).

Agar BHI
Usado para plantio de bidpsias, sangue, liquidos nobres, aspirados

brénquio-traqueais e liquor.

Temperatura e tempo de incubagao

A temperatura para todos os materiais € de 25 a 28° C, com excecao de
bidpsias, liquidos nobres, aspirados e liquor, que é de 37° C.

O tempo de incubagao para fungos leveduriformes é de 48 a 72 horas,
enquanto que os fungos filamentosos e dimérfico demandam tempo maior,

variando de 7 a 30 dias.

Micoses Superficiais

Séao quadros infecciosos de etiologia fungica, caracterizados por lesées
geralmente hipocrémicas, sendo algumas hipercrOmicas, com pigmentacao
especifica. Os fungos causadores de tais quadros tém como caracteristica uma
propriedade queratolitica (usam a queratina, uma proteina cutanea, como fonte
nutricional), gerando a descamacao.

As principais micoses superficiais sao:
e Ptiriase versicolor
e Piedra branca

e Piedra negra

Ptiriase versicolor

Trata-se de uma micose superficial, benigna e crénica causada pelo

fungo leveduriforme Malassezia furfur. As lesdes mostram-se como maculas
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finamente descamativas (agdo queratolitica), com bordas bem definidas de
tamanho e forma variados.

E uma levedura presente na microbiota corporal.

Ao EMD ¢é possivel observar leveduras esferoidais ou ovaladas, isoladas
ou em cachos.

O exame cultural torna-se complicado, pois € um fungo nutricionalmente
exigente, necessitando o meio estar enriquecido com elementos lipidicos.

A simples visualizagdo das estruturas fungicas (leveduras), associadas

aos achados clinicos, é fator diagnoéstico para ptiriase versicolor.

Dermatofitoses

S&0 micoses causadas por fungos queratoliticos, causadores de infecgoes
conhecidas como Tinhas, que acometem varios sitios anatémicos,
caracterizando as tinhas como: Tinea capitis (cabega), Tinea ungueum (unhas),
Tinea pedis (pés), Tinea corporis (corpo), entre outras. Os fungos sao
filamentosos, e estdo a seguir listados:

e Microsporum cannis, Microsporum gypseum.

e Trichophyton mentagrophytes variedade mentagrophytes, Trichophyton

mentagrophytes variedade digitalis, Trichophyton rubrum

o Epidermophyton floccosum
Esses fungos sao, também, classificados como geofilicos (albergam solo e
plantas), zoofilicos (albergam animais) e antropofilicos (albergam estruturas

corporais).

Diagnéstico Laboratorial

EMD

Verificar a presenga de hifas septadas e artroconideos (estruturas de

reprodugao fungica)
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Cultura

Os dermatdfitos sao identificados pelas caracteristicas macroscopicas e
microscoépicas da coldénia em meio de cultura, que é preferencialmente o Agar
Sabouraud ou Mycosel.

O Agar Sabouraud, meio de cultura padrao para esses fungos, possui
pH acido (ph 5) e alto teor de glicose (4%). Esses dois fatores dificultam o
crescimento bacteriano, que entra como contaminante da amostra biolégica.

Existe a possibilidade de plantio em Agar Mycosel, dotado de elementos
que inviabilizam crescimento de bactérias (uso do cloranfenicol) e de fungos
saprofitas.

O meio DTM (Dermatophytes Test médium) é também usado, sendo o
Agar Mycosel acrescido do indicador vermelho de fenol. Ao crescer, o
dermatofito alcaliniza o meio virando o indicador para vermelho. Vale lembrar
que a leitura do DTM deve ser feita até 1 semana pds-crescimento, pois muitos
fungos nao-dermatdfitos podem eventualmente crescer e produzir pigmentos
de cor vermelha.

Ao se examinar uma placa de cultua para fungos filamentosos devem
ser procuradas col6nias, descrevendo-se seu aspecto macroscopico. Feito
isso, procede-se 0 micro cultivo para identificagao fungica. A técnica do micro
cultivo baseia-se na anadlise microscépica das colbnias, para evidenciar o
aspecto miceliano (hifas septadas ou cenociticas), corpos de frutificacdo e
€sporos.

O micro cultivo consiste em transferir parte das coldénias para um pedaco
de Agar Fuba, colocado sobre uma lamina de microscopia. A lamina é
acondicionada em uima camara Umida, sendo o Agar Fuba coberto com
laminula. A camara é incubada de 7 a 14 dias, podendo estender até 30 dias,
sendo posteriormente visualizada ao microscépio 6tico em aumento de 400x.

Pode-se, para identificacdo de dermatoéfitos, usar provas bioquimicas,
baseadas na capacidade fungica de fermentar agucares (zimograma) ou
assimilar alguns carboidratos (auxanograma).

No entanto, a maioria das espécies de dermatéfitos ndo necessita serem
submetidas a tais provas, sendo o aspecto macroscépico cultural, o aspecto

microscopico do micro cultivo e o EMD suficientes para o diagndstico.
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Caracteristica das principais espécies de dermatofitos

Trichophyton rubrum
Colbnias
e Textura algodonosa
e Formam pequenas saliéncias no centro
e Reverso avermelhado
Microscopia
e Raros macroconideos cilindricos
e Microconideos piriformes regulares

o Urease negativos

Trichophyton mentagrophytes
Colbnias
e Pulverulentas
o Coloracgao branca a creme
e Reverso pigmentado de amarelo a marrom
Microscopia
o Numerosos microconideos agrupados, de forma redonda.
¢ Macroconideos em aspecto de charuto

o Hifas espiraladas

Uréase positiva

Microsporum canis
Colbnia

e Textura cotonosa

e Reverso amarelo limao
Microscopia

e Macroconideos fusiformes, com numerosos septos.
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Microsporum gypseum
Colbnias

e Pulverulenta

e Reverso amarelo, tendendo a castanho.
Microscopia

¢ Macroconideos fusiformes, de aspecto pontiagudo.

Epidermophyton floccosum
Colbnias

e Textura algodonosa

e Reverso amarelo-esverdeado
Microscopia

e Macroconideos clavados, agrupados em cachos.

Candidoses

As leveduras do género Candidas sao pertencentes a microbiota normal,
albergando o trato gastrointestinal, pele, mucosa oral, trato genital, couro
cabeludo, unhas, entre outros.

Sao importantes agentes causadores de processos infecciosos, tanto
superficiais quanto sistémicos, com elevada periculosidade.

Séo fungos extremamente oportunistas, relacionando-se a infecgdes
pos-processos invasivos, como cirurgias, cateteres venosos centrais (CVC) e
cateterismo, e caracteristicas de pacientes imunossuprimidos ou em uso
prolongado de antimicrobianos de largo espectro, glicocorticoides sistémicos,
citostaticos e imunomoduladores.

Sao conhecidos, aproximadamente, 200 espécies, dentre as quais
apenas 17 tém importancia médica. Dentre essas, algumas merecem destaque
epidemiolégico e clinico: C. albicans, C. parapsilosis, C. kruseii, C. glabrata e

C. tropicalis.

CURSO TECNICO EM ANALISES CLINICAS ETAPA 3

<
T,
S
-
=
(2]
o
o
=
=




Manifestacoes clinicas

Onicomicose, candidose oral (sapinho), vulvovaginite (leucorréia),

balanopostite (inflamagao da glande e/ou prepucio), candidose sistémica, etc.

Diagnéstico Laboratorial

e Exame micoldgico direto (EMD)

e Coloragao do material bioldgico pelo Gram

e Cultura (Agar Sabouraud, CHROMAGAR).

e Prova do tubo germinativo

e Hemocultura

e Zimograma / auxanogram (provas bioquimicas)

e Método Luminex (citometria de fluxo)

Prova do tubo germinativo

E uma prova para identificacdo de Céndida albicans, baseada na
visualizacdo microscoépica de pseudohifas.

Para realiza-la, usa-se uma algada do micro-organismo em cultura e
adiciona-se a um tubo de ensaio contendo 0,5mL de soro humano estéril.
Coloca-se em estufa a 37° C por 2 horas. Coloca-se uma gota em lamina e
visualiza a estrutura leveduriforme: em caso da presenga de pseudohifas
(brotamentos alongados que ndo se desprendem da levedura) temos C.
albicans. A nao visualizagdo das pseudohifas indica Candida nao albicans.

Esse achado tem papel fundamental clinico, pois define o agente
etioldgico e orienta o tratamento farmacolégico, pois C. albicans responde ao
tratamento tradicional com fluconazol; ja outras espécies, como C. kruseii, nao
responde ao fluconazol, demandando uso de farmacos distintos aos
imidazolicos.

E uma prova de simples execugdo e financeiramente viavel, de grande

importancia diagndstica.
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Zimograma (fermentagao de agucares)

Alguns fungos sado capazes de fermentar carboidratos diversos, como
fonte de obtengao de carbono. Para essa prova, distribui-se cerca de 2mL de
meia base em tubos de ensaio de 13mm de diametro e faz-se a autoclavagao
(120° C por 15 minutos). Apds isso, adiciona-se 1mL de solucdo de um dado
carboidrato a 6%. Os carboidratos sdo diversos, como: glicose, lactose,
maltose, rafnose, trealose, sacarose,...

Inocula-se 0,1mL de suspensao de leveduras preparadas em agua
destilada, com padrdo de concentracdo correspondente a +2 Mcfarland, no
tubo de Wickerham. Adiciona-se o tubo e Durham, para verificagdo de
formacdo de gas, o que indica a fermentagdo. Ha tabela auxiliar para

comparagao dos resultados obtidos.

Auxanograma (assimilagao de carboidratos)

Avalia a capacidade das amostras em assimilar alguns compostos como
fonte de carbono. As amostras de levedura sdo distribuidas no fundo de uma
placa de Petri, usando-se, aproximadamente, 2mL de suspensao fungica (+2
McFarland) por placa.

Sobre a suspensao, coloca-se 0 meio C (meio de assimilagao de fonte
de carbono) fundido a, aproximadamente, 40° C. Por fim, colocam-se sobre o
Agar pequenas por¢cdes dos agucares, sendo as placas incubadas a
temperatura ambiente, com leitura posterior a 24 ou 48 horas.

O crescimento ao redor do agucar garante a assimilagao aquele agucar,
sendo o teste positivo.

Usa-se uma tabela para comparagao dos resultados, o que permite

definir a espécie infecciosa.

Micoses Sub-Cutaneas

Trata-se de micoses que se localizam na pele e no tecido subcutaneo,

préximo ao ponto de inoculagdo. Os agentes vivem em estado saprofitico no

solo e vegetais (geofilicos), além de animais de vida livre.
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A infecgdo ocorre por traumatismo da pele. E muito comum associar

Y

essas micoses a questdo ocupacional, pois os quadros sao frequentes em

lavradores e floristas. As micoses subcutaneas sao: esporotricose, feo-

hifomicose, cromo micose, rinosporidose, lobomicose e micetomas.

Esporotricose

Agente etioldgico: Sporothrix schenckki

Fungo dimérfico

Contaminagdo: traumatismo cuténeo, principalmente por aculeos e
ramos de plantas.

Comum em floristas e jardineiros

Diagndstico laboratorial: EMD, cultura, exame histopatoldgico.

Cromo micose

Causada por 5 diferentes fungos saprofitas dematiaceos: Fonsecaea
pedrosi, Fonsecaea compacta, Phialophora verrugosa, Cladosporium
carrionii, Rhinocladiella aquaspersa.

Diagnéstico diferencial com feohifomicose

Lesbes mais comuns em membros inferiores

Diagndstico laboratorial: EMD, com achado de corpos muriformes;
exames histopatoldgicos.

Cultura: usar Agar Mycosel, pois esses fungos nao sao inibidos pela

cicloheximida, diferente dos fungos causadores da feo-hifomicose.

Feohifomicose

S&o varios os fungos causadores

Os fungos sao produtores de pigmentos castanhos (melanina)
Diagnéstico laboratorial: hifas com aspecto torulide e escuras, ao EMD.
Cultura com Agar Sabouraud

Microcultivo
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Doencga de Jorge Lobo
o Agentes etiolégicos: Glenosporella loboi, Laboa loboi, Paracoccidioides
loboi.
e Formacgao de nddulos queloidiaos, com formacdes fibrosas — massas
nodulares.
e Diagnéstico laboratorial: EMD, com visualizagdo de hifas fusariformes;

exame histopatoldgico.

Micetoma

Etiologicamente, o termo significa “tumor causado por fungo”. Na
realidade, o micetoma pode ser causado por fungos e bactérias. Quando o
agente é um fungo, geralmente fungos dematiaceos, temos um eumicetoma
(micetoma verdadeiro). Ja quando o agente etiolégico € uma bactéria,
geralmente actinomicetos (Nocardia sp, Streptomyces sp e Actinomadura sp),
temos um actinomicetoma.

O diagndstico laboratorial é realizado pelo EMD, com pesquisa de hifas
com aspecto de graos, que podem ter cor branca, vermelha, marrom e preta.

A cultura mostra-se importante para identificacdo etioldgica, sendo os
meios de escolha: Agar Sabouraud, Agar BHI e Agar Mycosel.

A definicao do agente é fundamental para orientagdo ao médico da

conduta terapéutica.

Micoses Profundas

Dentre as infecgbes fungicas de carater sistémico, 3 merecem destaque:
Paracoccidioidomicose (PMC), Histoplasmose e Criptococose.
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Paracoccidioidomicose (PMC)

E uma infecgdo causada ela inalagdo do fungo dimorfico
Paracoccidioides brasiliensis, sendo a micose sistémica mais comum, sendo
endémica em certas regides da América Latina, em especial nas zonas rurais.

A PMC é uma infeccdo de carater masculino, sendo as mulheres em
idade fértil protegidas pela acdo dos hormdnios estrogénicos e
progestogénicos.

E uma infeccdo predominantemente rural, sendo a transmissdo via
inalagao do fungo presente no solo e em plantas (fungo geofilico), em sua
forma miceliana, pois se encontra a temperatura ambiental.

Quando nos pulmdes, adota a forma leveduriforme, que é a forma
infectante, causadora de problemas pulmonares e granulomas. Importante
frisar a importancia do diagndstico diferencial para pneumonias bacterianas e
tuberculose pulmonar.

Dada forma de transmissao, falamos que € uma doenca prevalente em
lavradores e trabalhadores bragais que cultivam o solo. Dai a importancia, na

anamnese médica, o questionamento sobre a tarefa ocupacional do paciente.

Quanto ao diagndstico laboratorial, o exame de escolha é o EMD, que
evidenciamos.

a estrutura leveduriforme em aspecto de “roda de leme” ou “mickey-mouse”.

Histoplasmose

E uma infeccdo causada pelo fungo dimérfico Histoplasma capsulatum,
com forma leveduriforme tecidual e forma miceliana (com micro e
macroconideos) a temperatura ambiente, constituindo a forma infectante.

Apesar do nome, esse fungo n&do possui capsula.

Acomete a fungdo cardio-respiratéria, sendo o contagio muito comum
em praticantes de espeleologia (exploragdo e turismo em cavernas), pois o
fungo esta presente nas fezes de morcegos, sendo esses inalados quando os

aventureiros pisam no excremento.
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Em relagéo ao diagnostico laboratorial, a detecgéo do H. capsulatum néo
€ viavel por EMD, usando o escarro ou lavado brénquio-alveolar. Para o EMD
ser representativo e confirmatério de histoplasmose, a pungao lombar com
pesquisa direta do fungo é preconizada, seguida de mielocultura para
confirmagao.

Para a histoplasmose, ja se preconizam as técnicas sorolégicas como
diagnoéstico complementar, como a técnica de Western-blot.

Cabe aqui um alerta para diagnéstico sorolégico das infecgdes fungicas.
Ha uma limitacdo dessa metodologia, devido ao grande numero de reagodes
cruzadas, o que torna o método de grande sensibilidade e de baixa

especificidade.

Criptococose

O Cryptococcus neoformans é o unico fungo encapsulado capaz de
gerar infeccdo. A capsula tem grande importancia no escape fungico ao
reconhecimento pelas células do sistema imune celular. E interessante
observar também que a infecgao progride com baixa dos linfocitos, em especial
os linfécitos T, quadro caracteristico de pacientes portadores do HIV.

O C. neoformans é um fungo leveduriforme de foco primitivo geralmente
pulmonar que pode disseminar para varias partes do corpo, em especial o
sistema nervoso central, rompendo as meninges, causando quadro de
meningite criptocécica.

Em relacdo ao diagndstico laboratorial, o preconizado é a coleta de
liquor, com analise celular e bioquimica, e coloracdo do material com tinta
nanquim (tinta da China), visualizando o “céu estrelado” (a imagem negativa

equivale a capsula).
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CAPITULO |

ANEMIAS

1- Conceito

Anemia é definida como a diminuigdo da concentragcdo de hemoglobina
sanguinea que costuma ser acompanhada, mas nao necessariamente, de
diminuicdo do numero de hemacias. O termo anemia refere-se a uma redugéo
na capacidade do sangue de transportar oxigénio, provocada pela
concentracdo reduzida da hemoglobina. Independentemente da causa ou tipo
de anemia, os individuos afetados manifestam sinais e sintomas resultantes da
hipoxia tecidual. Pode-se verificar ocorréncia de fadiga, dispneia de esforgo,
palpitacdes, cefaleia, vertigem, astenia, anorexia e irregularidades menstruais.
O exame fisico pode revelar palidez da pele, mucosas e conjuntivas e

frequéncia e profundidade da respiracéo.

2- Classificagao

As anemias mais comuns s&o assim classificadas:
e Anemias Hemoliticas: caracterizadas pela ocorréncia de hemdlise
dentro da corrente sanguinea. Podem ocorrer devido a:
» Hemoglobinopatias — Anemia falciforme e Talassemias.
» Por defeito de membrana — Ovalocitose e Esferocitose
hereditaria.
= Auto-imunes — DHRN, Lupus Eritematoso Sistémico,

Artrite reumatoide.

o Anemias Caréncias: decorrentes de deficiéncia de algum nutriente ou
matéria-prima importante na formagao da hemoglobina ou na maturagao
dos eritrocitos. Podem ocorrer devido a:

» Por deficiéncia de Ferro — Anemia ferropriva.
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= Por deficiéncia de Vitamina B12 e acido félico — Anemia
megaloblastica.

= Por deficiéncia de fator intrinseco — Anemia perniciosa.

3- Anemia Ferropriva

E uma anemia que ocorre quando as reservas de ferro do corpo tornam-
se inadequadas para formagdo de hemoglobina. O ferro juntamente com a
protoporfirina forma o grupo heme da molécula de hemoglobina. E exatamente

a porgao heme a responsavel pelo transporte de oxigénio.

e Diagnéstico:

- Redugao da hemoglobina proporcionalmente maior que a redugao de
heméacias e Hematocrito reduzido;

- VCM e HCM reduzidos refletindo microcitose e hipocromia,
respectivamente;

- Anisocitose;

- RDW aumentado;

- Ferro sérico diminuido;

- CTLF aumentada.

e Tratamento:
O tratamento é feito com Sulfato Ferroso oral e a elevagdo da
hemoglobina comega no 5°. dia. Com o tratamento o nimero de reticuldcitos do
paciente aumenta, mostrando que a medula esta respondendo, produzindo

mais hemoglobina e hemacias jovens sao liberadas no sangue circulante.

4- Anemia Megaloblastica

Para que a sintese de DNA das células seja normal, € necessaria a

presenca de acido folico e vitamina B12. A deplecdo dos mesmos afeta os
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tecidos que produzem novas células, principalmente a medula 6ssea. A sintese
defeituosa de DNA, entdo, ocasiona o aparecimento de células maiores que o
normal, devido a um menor numero de divisdes celulares durante a maturagao.

A vitamina B12 é sintetizada pela flora intestinal, a partir dos alimentos
ingeridos. Para que a vitamina B12 seja absorvida é necessaria a presenga do
Fator Intrinseco (FI) que € uma glicoproteina sintetizada pelas células do
estdbmago.

As principais causas de vitamina B12 podem ser alimentar, ma
absorgao, alcoolismo, gravidez (porque ha grande utilizacdo de acido folico

para formacéao do tubo neural do feto) e deficiéncia de fator intrinseco.

e Diagnéstico:

- VCM aumentado refletindo macrocitose;

- Leucopenia moderada;

- Neutrdfilos hipersegmentados (desvio a direita);
- Plaquetopenia;

- Dosagem de vitamina B12 e Acida Fdlica reduzida.

e Tratamento:
O tratamento é feito com acido félico ou vitamina B12 e através de dieta

rica em folatos: espinafre, banana, melao, etc.

5- Anemia Perniciosa

E uma anemia decorrente da deficiéncia de fator intrinseco. Sua
deficiéncia leva, primariamente a anemia perniciosa seguida da anemia
megaloblastica. As principais causas de deficiéncia de fator intrinseco séo a
producdo de anticorpos anti-fator intrinseco, gastrite prolongada, ulcera e

gastrectomia.

Diagnostico:

VCM aumentado refletindo macrocitose;

Neutrdéfilos hipersegmentados (desvio a direita);

Leucopenia moderada;
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- Trombocitopenia (plaquetopenia);

- Sorologia para anticorpos anti-Fl positiva.

e Tratamento:
O tratamento ¢é feito a partir de vitamina B12 injetavel e deve perdurar

por toda a vida.

6- Anemia Aplastica

E uma anemia de lesdo das células primitivas da hematopoiese, as
quais se tornam insuficientes para a proépria replicacédo, ou seja, ha uma lesao
na medula éssea. Pode consequentemente haver progressiva ocupacao da
medula éssea por tecido gorduroso.

As principais causas s&o: o uso de certos medicamentos (cloranfenicol,
sulfas), toxicos industriais como o benzeno, radiagdo e raramente viroses como
a hepatite.

A mortalidade da anemia aplastica severa €& consideravel e se os
pacientes tiverem doador compativel devem ser imediatamente encaminhados

para transplante de medula éssea.

e Diagnéstico:
O diagnéstico é principalmente feito através de bidpsia de medula dssea

e exame anatopatologico. O hemograma e o mielograma revelam pancitopenia

(redugao de hemacias, plaquetas e leucécitos).

7- Anemia Falciforme

E uma anemia originada por uma variagdo genética na cadeia da
hemoglobina, levando a formacdo de uma hemoglobina anormal, a
hemoglobina S. A variacdo genética é a substituicdo do acido glutédmico pela
valina na posi¢ao 6 da cadeia polipeptidica. A hemoglobina S em homozigose é

uma grave anemia hemolitica, com acentuado quadro de ictericia.

“Fundacao de Educacao para

o Trabalho de Minas Gerais”



Assim:
- Individuo normal — AA.
- Individuo com anemia falciforme — SS.
- Individuo com trago falciforme — AS.

Os individuos com anemia falciforme apresentam crises hemoliticas
descompensadas, o que justifica o quadro de ictericia. Podem ocorrer
infecgbes, pois o sistema imune fica debilitado. Esses pacientes, devido as
frequentes transfusdes de sangue, tém alto risco de contrair doengas infecto-
contagiosas como a Aids. Mas as piores consequéncias da anemia falciforme
sd0 as crises vaso oclusivas que ocorrem devido ao afoigamento in vivo das
hemacias, formando os drepanécitos. Estes chegam a microcirculagao
formando émbolos que podem levar a micro infartos, dos quais decorrem fortes
dores. O paciente também pode vir a 6bito por acidente vascular cerebral.

e Diagnéstico:

- Hemoglobina diminuida (entre 6 e 9g/dl);

- Hemacias normociticas;

- Leucocitose (12.000 a 15.000/mm3) devido a hiperplasia da medula em
resposta a hemolise;

- Plaquetas em quantidade aumentada;

- Reticulocitose (8 a 12%);

- Presenca de drepandcitos;

- Teste da falcizacao positivo

- Eletroforese de hemoglobina: 75 a 100% de hemoglobina S;

- Aumento de bilirrubina;

- Aumento da atividade da LDH.

8- Talassemias

E uma doenca genética provocada por um defeito quantitativo na cadeia
da hemoglobina, na qual ha delegdo de uma parte da cadeia polipeptidica.
Se a delegcado ocorre na cadeia alfa, temos a alfa-talassemia. Se a delecao

ocorre na cadeia beta, temos a beta-talassemia.
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¢ Diagnéstico da Alfa-talassemia:

- Anisocitose;

- Microcitose e hipocromia;

- Hemacias em alvo;

- Corpos de Hemoglobina H (com aspecto de “bola de golfe”);
- Reticuldcitos aumentados;

- Eletroforese de hemoglobina: presenga de hemoglobina H;

- Aumento de bilirrubina e LDH.

e Diagnéstico da Beta-talassemia:
- Anisocitose;

- Microcitose e hipocromia;

- Heméacias em alvo;

- Aumento de bilirrubina e LDH;

- Eletroforese de hemoglobina: aumento da hemoglobina A,.

9- Esferocitose Hereditaria

E uma anemia provocada por um defeito genético na membrana das
hemacias, fazendo com que a membrana fique mais espessa e a hemacia
tome a forma de uma esfera hipercorada, o esferécito. A sobrevida dos
esferécitos € bastante reduzida, pois eles sdo destruidos precocemente pelo
baco. Assim, embora ndo tenha tratamento medicamentoso, a anemia
provocada pela esferocitose pode ser curada com a esplenectomia, entretanto
os esferdcitos persistem no sangue circulante.

A evidenciacdo dos esferdcitos ao microscépio, que confirma o
diagnostico, lamentavelmente é dificil. H4 um conjunto de causas: distengdes
mal feitas ou mal coradas uso de objetivas a seco e desconhecimento da
doenca.

A rotina a seguir é indispensavel para que a esferocitose seja notada no
laboratorio:

- Sempre que o CHCM for maior que 35% atentar para esta possibilidade;
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- Corar reticulécitos em todas as amostras com anemia nao esclarecida;

- Examinar o soro e o plasma em busca de ictericia.

- Em casos duvidosos, fazer um teste simplificado de resisténcia das
hemacias em solugdo hipotdnica de NaCl 0,5%. Os esferdcitos

hemolisam e as hemacias normais nio.

e Diagnéstico:

- Presenca de esferécitos no esfregaco;

- Ndmero de reticulécitos aumentado (podendo chegar a 25%);
- CHCM maior que 35%;

- Aumento da fragilidade osmética das hemacias;

- Bilirrubina aumentada.

10- Ovalocitose Hereditaria

E uma doenca hemolitica genética, geralmente assintomatica. O
encurtamento da sobrevida das hemacias decorrente da ovalocitose n&o é téo
grave quanto na esferocitose. A hemodlise causada pela ovalocitose é
compensada e raros s&o os pacientes anémicos. O defeito estd na membrana

das hemacias.
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Ha raros casos de pacientes que se mostram anémicos ja nas primeiras
semanas de vida, com ovaldcitos. A anemia, inicialmente grave, melhora com a

idade e até torna-se toleravel, embora persistente aos 4 ou 5 anos.

¢ Diagnéstico:

- Presenca de ovalécitos (mais de 25% das hemacias do esfregaco séo
ovaldcitos);

- Anemia (hemoglobina, hemécias e hematdcrito diminuidos);

- Reticuldcitos aumentados;

- Bilirrubina aumentada;

- Fragilidade osmética aumentada.
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CAPITULO I

VELOCIDADE DE HEMOSSEDIMENTACAO

1- Introdugéao

O VHS é um dos métodos de investigagao laboratorial mais empregado
na atualidade, contribuindo para o diagndstico dos processos infecciosos.

O exame consiste em medir a velocidade de separacdo entre as
hemacias e o plasma, no sangue com anticoagulante. Quando se coloca o
sangue com anticoagulante em uma pipeta apropriada, posta em posicao
vertical, as hemacias tendem a se depositar, enquanto o plasma se desloca
para cima. Normalmente este fendmeno, conhecido como
hemossedimentagdo, ocorre lentamente, com velocidade constante. As
hemacias se depositam em virtude de serem mais pesadas que o plasma. Essa
sedimentagio das hemacias ocorre em fungao da concentragéo de fibrinogénio
e globulinas, tamanho e forma das hemacias.

Nos estados patolégicos em que ha aumento de fibrinogénio e
globulinas, as hemacias depositam-se mais depressa do que o normal. Enfim,
é o fibrinogénio o principal fator responsavel pela alteragdo na
hemossedimentacdo. E sabe-se que nos processos infecciosos e de lesbes
teciduais, ha um aumento de fibrinogénio no sangue, pois o figado produz

maior quantidade desse constituinte.

2- Procedimento

Para realizar o exame de VHS o material biolégico utilizado é o sangue
total colhido em EDTA. Os materiais utilizados sdo: suporte e pipeta de
westergren, reldgio e algodao.

O exame é feito seguindo-se o0s seguintes passos:

- Ap6s homogeneizar o sangue do paciente, aspira-lo com a pipeta de VHS até

exatamente a marca zero;
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- Com um chumaco de algodao, limpar a parte externa da pipeta;

- Colocar a pipeta no suporte de modo a permanecer na posi¢ao vertical;

- Marcar o tempo;

- Fazer a leitura em milimetros (mm) apds 1 e 2 horas ao nivel de separagao do

plasma e hemacias.

3- Valores de Referéncia

Apos 1 hora: - Homem: 3 a 5mm.
- Mulher e crianga: 4 a 7mm.
Apods 2 horas: - Homem: 7 a 15mm.
- Mulher e crianca: 12 a 17mm.
Normalmente as mulheres tém um VHS maior que os homens devido a
uma maior concentragao de fibrinogénio plasmatico. Assim também, o VHS
pode estar fisiologicamente acelerado durante o periodo menstrual, na gravidez

€ em pessoas que vivem nos climas quentes.

4- Interpretacgao

O VHS pode estar acelerado em todos os estados patolégicos
acompanhados de inflamacdo ou de destruigdo de tecidos. E o que ocorre nos
processos infecciosos agudos e crbnicos, nos ferimentos, fraturas, apos
cirurgias, nos tumores malignos, no infarto do miocérdio, tuberculose e febre
reumatica.

O VHS é, portanto, um teste sensivel, porém, pouco especifico. Pode
ser util no controle de evolucio das doencgas. Assim, o retorno ao normal de um
VHS acelerado ¢é sinal de processo inflamatoério em regressao.

O VHS retardado tem pouco valor pratico, mas pode ocorrer nas

afecgbes hepaticas extensas e na caquexia grave.
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5- Fatores Interferentes

Os principais interferentes no exame de VHS séo:
- A heparina pode acelerar o VHS. Neste caso, da-se preferéncia ao citrato de
sodio e ao EDTA.
- O jejum é importante, uma vez que os lipides podem acelerar o VHS;
- O prolongamento da estase venosa acelera o VHS;
- Sangue mal homogeneizado, ou seja, quando se coloca o sangue na pipeta
sem agita-lo previamente pode ocorrer aceleragao ou retardamento;
- O tempo entre a coleta e o inicio do exame é importante fator, pois quanto
maior esse tempo, maior € o retardamento no VHS;
- Em altas temperaturas o VHS é acelerado e em baixas temperaturas é

retardado.
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CAPITULO Il

RETICULOCITOS

1- Introducéao

Os reticuldcitos sao os precursores das hemacias e, como tal, sdo
células ainda imaturas produzidas pela medula éssea. Para as primeiras 24
horas apdés a entrada das células vermelhas na circulagdo, elas ainda sao
imaturas e podem ser identificadas pela presenga de RNA (acido ribonucléico)
no citoplasma da célula. Quando uma célula vermelha imatura é exposta a
certos corantes, o RNA forma um agregado granular ou filamentos chamados
de reticulo. Por essa razdo, as hemacias imaturas sdo chamadas de

reticuldcitos.

2- Principio da Contagem de Reticuldcitos

O material reticular presente nos reticuldcitos ndo se cora pelos corantes
comuns, sendo sua demonstracao feita pela coloragéo supra vital. A técnica de
coloragao é chamada de supra vital porque as células sdo coradas enquanto
vivas. Dois corantes sdo comumente usados para este fim: o novo azul de
metileno e o azul de cresil brilhante. Os reticuldcitos aprecem como hemacias
azuladas, com granulos ou filamentos azul-escuros a violeta. As células

maduras aparecem simplesmente azuladas.

3- Valores de Referéncia

A contagem normal de reticuldcitos varia de acordo com a idade.
Recém-nascidos tém altas contagens de reticuldcitos, com decréscimo a niveis
de adultos em duas semanas de vida. Em um adulto sadio, aproximadamente

1% de suas hemacias se coram como reticuldcitos, quando é aplicado um dos
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corantes supra vitais ao sangue. Uma contagem acima de 3% em adulto indica
que as hemacias estdo sendo produzidas a uma velocidade aumentada. Esse
aumento de reticulécitos € denominado reticulocitose e pode ser devido a
perda aguda de sangue por hemorragia, a perda crbnica por ulcera ou em
resposta ao tratamento de anemia. Na gravidez pode ocorrer também aumento
de reticuldcitos.

Os valores de reticuldcitos abaixo de 0,5% indicam que a producgéo de
hemacias esta diminuida e é denominado reticulopenia. A reticulopenia pode

ocorrer nas anemias ferropriva, megaloblastica, perniciosa e aplastica.

Idade Normal Valores de referéncia Limite Superior
Adulto 0,5a1,5% 3%
Recém-nascido 25a6,5% 10%

4- Procedimento

Uma contagem de reticuldcitos deve ser feita usando sangue total. 100yl
de sangue s&o misturados com volume igual de azul de cresil brilhante ou novo
azul de metileno em um pequeno tubo de ensaio. Apdés homogeneizar, a
mistura é deixada em banho-maria (37°C) por quinze minutos. Este sangue é
entdo usado para preparar um esfregago sanguineo.

Apods o esfregaco ter secado ao ar, € examinado no microscopio usando
a lente de imersao em 6leo. Um total de 1000 hemacias € contado e o numero
de reticuldcitos vistos nestas 1000 hemacias é registrado. O reticulocito €
também contado como hemacia. A porcentagem de reticulocitos é entdo
calculada.

Uma contagem de reticuldcitos é informada como porcentagem de
hemacias que sao reticuldcitos. Esta contagem é somente uma estimativa. A

porcentagem de reticulécitos € calculada usando a féormula:
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% de reticuldcitos = N° de reticulécitos contados x 100

N° de heméacias contadas

e Exempilo:

Foram contados 12 reticuldcitos no esfregaco de um paciente:

Assim:

% reticulécitos = 12 x 100 = 1,2%
1000
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CAPITULO IV

DREPANOCITOS

1- Introdugéao

A drepanocitose ou anemia falciforme € uma anemia resultante de uma
alteragdo da hemoglobina. Esta anemia ataca quase que exclusivamente os
negros e mesticos. E hereditaria e se caracteriza pela presenca de hemacias
em forma de foice ou meia lua, os drepandcitos. Esta deformacado da hemacia
se deve a uma hemoglobina anormal, a hemoglobina S, que provoca a retragéo
da célula ao liberar o seu oxigénio. A hemoglobina S ocorre em 8% da
populagdo negra brasileira, tornando a sua pesquisa um exame bastante
solicitado em nosso meio. A demonstragao desta hemoglobina anormal é feita
por trés tipos de exames: a eletroforese de hemoglobina que é o método mais
eficaz, porém, trabalhoso e caro para ser usado rotineiramente; pelo teste de
solubilidade para a hemoglobina S, e pela pesquisa de drepandcitos.

As hemacias contendo hemoglobina S sofrem falcizagdo em presenga
de baixa tensdo de oxigénio produzida pelo metabissulfito de sédio. A
hemoglobina S reduzida (sem oxigénio) apresenta baixa viscosidade e
solubilidade, formando um gel semissdlido responsavel pela falcizagao,
favorecida também pela estase venosa com acumulo de gas carbbnico e
abaixamento de pH. A eletroforese completa o estudo da hemoglobina
anormal.

O fendbmeno da falcizagao trata-se de uma reorganizacado das moléculas
de hemoglobina em estado reduzido, formando longas cadeias denominadas
tactdides, isto é, massas cristalinas. In vitro, o fendbmeno é demonstrado pelo
uso de agentes redutores como o metabissulfito de sédio. In vivo a falcizagao
ocorre pela baixa tensao de Oxigénio nos capilares, levando ao aparecimento
de hemacias falciformes circulantes, o que ocasiona a anemia hemolitica.

A drepanocitose manifesta-se na crianga por volta dos 8 anos de idade e
os sintomas sao: anemia, dores abdominais fortes, ulceragdo dos membros

inferiores, dilatagdo do bago e do figado.
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As principais complicacbes sao: trombose, infarto do miocardio e isquemia
cerebral. Estas complicagdes ocorrem porque as hemacias falcizadas se
tornam suficientemente soélidas para ocluir os vasos. A anemia é
surpreendentemente intensa, sendo comuns numeros de hemacias abaixo de
2,5 milhdes. E como o paciente com anemia falciforme recebe muitas
transfusbes de sangue, ha um alto risco de adquirir doengas infecto
contagiosas como a Aids e a Hepatite.

Trata-se de uma anemia hemolitica cronica hereditaria devida a heranca,
de cada um dos progenitores, de um gene para a Hemoglobina S. Quando se
herda apenas de um dos progenitores o gene para a HbS, tem-se o traco

falciforme, condigdo na qual o paciente vive normalmente.

2AS ' AS

AA AS AS SS

Assim, os genodtipos AA representam um individuo normal, AS um
individuo com trago falciforme e SS um individuo com anemia falciforme. No
traco falciforme, a propor¢cado de HbS no sangue varia de 20 a 45%, enquanto
na anemia falciforme varia de 76 a 100%.

As hemacias contendo HbS sofrem falcizacdo em presenca de baixos
teores de O,. O processo da falcizagédo trata-se de uma reorganizacdo das
moléculas de hemoglobina quando sem oxigénio, formando longas cadeias
denominadas tactdides. Isso explica o motivo pelo qual as hemacias se tornam
falcizadas (em forma de foice) quando sao aprisionadas no interior dos
pequenos vasos, ou quando o sangue sofre estase e desoxigenacao. /n vitro, o
fendmeno da falcizagdo € demonstrado pelo uso de agentes redutores como o
metabissulfito de sédio.

Alguns testes laboratoriais procuram evidenciar a presenca de
hemoglobina S. Dentre eles destacam-se a pesquisa de drepandcitos, o teste

de solubilidade e a eletroforese de hemoglobina.
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2- Pesquisa de Drepandcitos

A pesquisa de Drepandcitos consiste em colocar sobre uma lamina 1
gota de sangue. Adicionar ao sangue 2 gotas de metabissulfito de sddio.
Misturar e cobrir com laminula. Deixar em repouso por 30 minutos. Observar ao
microscopio no aumento de 40x.

Resultado:

E dado como positivo ou negativo, conforme presenca ou auséncia de
células falciformes. Antes de fornecer um resultado negativo, reexaminar a

I&mina apds 6 e 24 horas.

3- Teste de solubilidade para HbS

A hemoglobina S pode promover a falcizagao das hemacias no estado
desoxigenado (reduzido), ficando insoluveis quando colocadas em tampéao de
sulfato de amodnio/fosfato de alta molaridade e formam polimeros de cristais
(tactoides) que se precipitam apés centrifugagao.

Material: 0,5ml de sangue colhido em EDTA, ditionito de sddio, saponina
p.a., di-potassio hidrogeno fosfato.

Em trés tubos de kahn identificados como controle positivo, controle
negativo e teste, pipetar 2ml da solugdo tampao sulfato de amoénio/fosfato;
Acrescentar uma pequena aliquota de ditionito de sodio e saponina;
Homogeneizar; Pipetar 0,1ml de amostra, cada uma em seu respectivo tubo
(controle positivo, controle negativo e teste); Homogeneizar e aguardar 5
minutos; Centrifugar por 10 minutos a 2500 rpm.

Resultado:

e Precipitado vinho no fundo com sobrenadante rosa claro = positivo (AS).
¢ Precipitado vinho no fundo com sobrenadante claro = positivo (SS).
e Precipitado branco no fundo com sobrenadante vinho escuro = negativo

(AA)
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CAPITULO V

COAGULOGRAMA

1- O Mecanismo de Hemostasia

Sabemos que a fungao basica da circulagéo € nutrir os tecidos. Entéo,
para que os nutrientes, gases, hormdnios, catabdlitos e anticorpos sejam
distribuidos ou removidos dos tecidos é necessario que o sangue possa fluir
dentro de um vaso sanguineo qualquer. Assim, a fluidez sanguinea deve ser
mantida e garantida, de modo que se evite o extravasamento de sangue e
também a deposigdo intravascular de células e substancias formando um
coagulo chamado trombo. O extravasamento de sangue é o0 que origina as
hemorragias e a formagao de trombos pode ocluir um vaso. Com isso, o tecido
que se encontra depois do local ocluido vai sofrer falta de oxigénio, ocorrendo
necrose que nada mais € do que um enfarto.

Assim, deve haver um equilibrio que evite o extravasamento ou perda de
sangue e a formagédo de trombos. A esse equilibrio chamamos Hemostasia.
Esse processo envolve quatro sistemas relacionados: os vasos sanguineos, as

plaquetas, os fatores da coagulagao e a fibrindlise.

2- O Papel dos Vasos Sanguineos na Hemostasia

Os vasos sanguineos sao recobertos internamente por uma camada
celular chamada endotélio, e logo abaixo deste endotélio temos uma camada
rica em colageno. A integridade desse endotélio pode garantir o perfeito
funcionamento do mecanismo de hemostasia. Porém, quando um vaso
sanguineo € lesado, para que seja contido o extravasamento de sangue, inicia-
se uma série de reacdes. Uma dessas reagbes € a vasoconstri¢ao, ou seja, o
estreitamento do didmetro do vaso para reduzir a quantidade de sangue que
chega naquele ponto lesado. Se o vaso € pequeno, como os capilares, pode

selar-se, se as pontas cortadas se tocarem.
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Mas se o vaso €& de maior calibre a lesdo nao é contida apenas com a
vasoconstricdo. Neste caso, o colageno exposto com a lesdo vai estimular a

acao das plaquetas sobre o local lesado.

3- O Papel das Plaquetas na Hemostasia

As plaquetas tém o formato de um disco redondo enquanto circulam na
corrente sanguinea. Todavia, as plaquetas sofrem uma mudanga no formato
quando entram em contato com o colageno exposto na parede do vaso
sanguineo lesado. Este contato com o colageno inicia a adesao plaquetaria, o
ato em que as plaquetas individualmente aderem a ponta lesada do vaso. Para
essa adesao plaquetaria ocorrer de forma efetiva, € necessaria uma proteina
do plasma denominada fator de Von Willebrand.

Assim que as plaquetas aderem a superficie do vaso, tornam-se
ativadas. Estas plaquetas ativadas perdem sua forma normal de disco e
intumescem, tornando-se mais esféricas. Ao mesmo tempo, formam
numerosas projecdes espiculares, tornam-se pegajosas e comegam a se unir
uma as outras. Este processo € chamado de agregacdo plaquetaria. Por
causa do grande numero de plaquetas presentes no sangue circulante, um
tampao de plaquetas forma-se em poucos segundos para estancar o
sangramento, em casos de pequenas lesdes. O tampao plaquetario, embora
seja um agregado frouxo de plaquetas, pode interromper o sangramento, se o
orificio do vaso lesado for pequeno. Nas lesdes maiores, porém, o tampao
plaquetario que se formou, apesar de aumentar e se organizar, é ainda instavel
e pode ser arrastado pela corrente sanguinea e diluir-se. Torna-se necessaria,

portanto, a formagéo de um coagulo sanguineo para completar a hemostasia.

4- A Formagao do Coagulo
A modificacdo de um conjunto de proteinas do plasma constitui o

mecanismo final da hemostasia, que forma um coagulo no local da lesdo do

vaso. Estas proteinas sdo denominadas Fatores da Coagulag¢ao. O coagulo,
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entdo, é o resultado de alteracbes complexas nos fatores da coagulagao, cuja
etapa final é a transformacgao do fibrinogénio em fibrina.

O fibrinogénio ¢ um importante fator da coagulagdo produzido pelo
figado e a fibrina € a matriz proteica do coagulo. Esta forma um emaranhado
semelhante a uma rede, na qual ficam retidas as plaquetas e as hemacias que
participam da composi¢cado do coagulo. Apoés qualquer lesdao vascular, um
coagulo comega a ser formado em 15 a 20 segundos. Em cerca de 3 a 6

minutos, a lesdo do vaso € completamente ocluida pelo coagulo.

5- Os Fatores da Coagulagao

Os fatores da coagulagao sao proteinas do plasma que circulam no
sangue sob a forma inativa, exceto o fator IV que € o mineral Calcio. Quando
um vaso € lesado, uma série de reagdes complexas leva a ativagao dos fatores
da coagulagéao, resultando na formagao de um coagulo de fibrina. Os fatores da
coagulagao sao numerados de | a XllI, na ordem pela qual foram descobertos e
nao em sua ordem de agdo. Assim, a forma inativa circulante do fator de
coagulagédo € designada pelo seu numero e a forma ativa, pelo seu numero
seguido da letra a. Por exemplo, o fator Xl ativado é o fator Xlla. Os fatores da

coagulacgao estao listados na tabela abaixo.

Numero do Fator Nome

Fator | ....oooviiies Fibrinogénio

Fator 1. Protrombina

Fator Il ... Tromboplastina/ Fator tissular
Fator IV ..o Calcio

FatorV ..o Ativador da Protrombina

Fator VIl ..o Proconvertina

Fator VIl ..o Fator anti-hemofilico

Fator IX ....oooviiiiiiieee Fator Christmas

Fator X ..o Fator Stuart Prower

Fator Xl ....oooviiiiiiieee Precursor da tromboplastina do plasma
Fator Xl ...ccooveiiiiiiiiiiee Fator Hageman/ Fator do contato
Fator XII ...coooveeiiiiiiiee Fator estabilizador da fibrina.
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A interacdo dos fatores da coagulagdo envolve reagbes muito
complexas. Todavia, a reacdo inteira pode ser resumida nas duas equagdes

seguintes:

I- Protrombina Tromboquinase + Calcio Trombina.

B

Il- Fibrinogénio ——— Fibrina.

O resultado final € um coagulo de fibrina estavel para estancar a sangria

e apos a dissolugao do coagulo quando ndo € mais necessario.

6- As Vias Metabdlicas da Coagulagao

O processo de coagulacdo que leva a formagédo do coagulo de fibrina
envolve trés importantes vias metabdlicas: a via intrinseca, a via extrinseca e a
via comum.

A Via Extrinseca é assim chamada porque um dos fatores da
coagulacdo que a compde ndo estd presente na circulagdo sanguinea. E o
fator Ill ou fator tissular (tromboplastina), que é liberado quando o vaso
sanguineo € lesado. A tromboplastina age ativando o fator VII. O calcio é
necessario para que ocorra esta ativagdo. O fator VIl ativado (fator Vlla)
participa da ativagao do fator X a fator Xa.

A Via Intrinseca é composta por fatores essencialmente circulantes, ou
seja, todos os seus fatores estdo presentes na circulagdo sanguinea. Esta via é
iniciada quando o fator XIl, o chamado fator de contato, entra em contato com
certas superficies que o ativam para formar o fator Xlla. A reacéo final da via
intrinseca é a ativacao do fator VIII a fator Vllla. Este ultimo, por sua vez, ativa,
juntamente com o fator Vlla (da via extrinseca), o fator X a fator Xa. A via
intrinseca pode ser ativada pelo contato do fator Xl com varias superficies
como, por exemplo, a agulha e a seringa ou o tubo de vidro usado durante a
coleta de sangue.

A Via Comum ¢é ativada quando, ou pela via intrinseca ou pela

extrinseca, o fator X é ativado a fator Xa. O restante da cadeia de ativagao de
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fatores segue uma via comum. Uma reagao complexa resultante da atuagao do
fator Xa, do calcio e do fator Va leva a ativagdo da protrombina a trombina. A
trombina, entdo, age como ativadora do fibrinogénio, levando a formagao da
fibrina. O coagulo de fibrina, porém, nao é estavel até que o fator XIlII ativado
(fator Xllla) a torne suficientemente estavel para conter uma hemorragia. O
fator Xllla é também muito importante no processo de cicatrizagdo. Tem sido

observado que pacientes com deficiéncia do fator Xlll demoram a cicatrizar.

7- A Fibrindlise

Apbés o coagulo de sangue ter servido na fungdo de estancar a
hemorragia, devera ser dissolvido. Este processo € chamado fibrindlise. Dois
importantes componentes atuam neste processo: o plasminogénio e a
plasmina. O plasminogénio encontra-se na circulagdo e deve ser ativado para

chegar a plasmina que vai acelerar o processo de destruigdo do coagulo.

8- Testes da Coagulagao

Os métodos laboratoriais para o diagnodstico das desordens
hematolégicas s&o considerados a seguir. Para este estudo, porém, torna-se
importante dividi-los em dois grupos. O primeiro grupo que corresponde aos
testes que avaliam o primeiro momento do sistema hemostatico, no qual atuam
0S vasos sanguineos e as plaquetas e o segundo grupo que corresponde aos
testes que avaliam o segundo momento no qual atuam os fatores da
coagulagéao.

Para avaliar o primeiro tempo de hemostasia, os principais exames sao
o tempo de sangria, a prova do lago, a contagem de plaquetas e a agregagao
plaquetaria. Para avaliar o segundo tempo de hemostasia, também chamado
de tempo plasmatico, os principais exames sao o teste de coagulagéo, o tempo
de protrombina (PT), o tempo de tromboplastina parcial (PTT) e a dosagem de

fibrinogénio.
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8.1- Tempo de Sangria

O teste do tempo de sangria mede o tempo necessario para ocorrer
estancamento da hemorragia provocada apos uma pequena incisdo na ponta
do dedo. O teste & simples, porém grosseiro e a menos que seja realizado com
muito cuidado, pode dar resultado falsamente normal. E um teste de triagem
para anormalidades quantitativas ou qualitativas nas plaquetas e também pode
avaliar a integridade vascular.

O tempo de sangria mostra-se prolongado quando ha dificuldade em se
formar o tampéo plaquetario como ocorre na purpura trombocitopénica, onde a
atividade das plaquetas é deficiente.

VR: 1 a 3 minutos.

Interpretacéo:

Menor que 1 minuto: erro técnico, devendo-se fazer com outro dedo;

De 3 a 5 minutos: Faixa suspeita, devendo-se questionar sobre o uso de
medicamentos como o AAS;

Acima de 5 minutos: Patologias relacionadas a defeito na integridade

dos vasos sanguineos ou na quantidade ou qualidade das plaquetas.

8.2- Contagem de plaquetas

As plaquetas sdo as células sanguineas responsaveis pela coagulagéo
do sangue. Quando ativadas vao fazer parte da composicdo do coagulo
sanguineo juntamente com outros constituintes. Essas células sao produzidas
na medula éssea juntamente com hemacias e leucdcitos. Assim sendo, avaliar
a quantidade de plaquetas pode auxiliar tanto no diagndstico de doencas
relacionadas a coagulagao sanguinea, quanto na avaliagdo do funcionamento
geral da medula 6ssea.

A contagem de plaquetas pode ser feita por diferentes metodologias,
sendo os métodos de fénio e o de Ress-Ecker os mais divulgados. O primeiro
utiliza um esfregago sanguineo e o segundo a camara de Neubauer. Porém em
qualquer das metodologias utilizadas sabe-se que a contagem de plaquetas
requer certo rigor na padronizag&o, pois € um exame muito passivel de erros.

Devido ao seu pequeno tamanho, as plaquetas tém uma tendéncia a

aderir a superficies estranhas ao endotélio vascular e a uma rapida
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desintegracao. Por isso, a contagem de plaquetas torna-se problematica por
qualquer método.

As plaquetas sao contadas por métodos diretos e indiretos. Nos métodos
diretos, elas sdo contadas na cadmara de Neubauer pelo método de Rees-
Ecker.

No método indireto de Fénio, plaquetas e hemacias s&do contadas
simultaneamente no mesmo esfregaco. Posteriormente faz-se o
relacionamento entre essa contagem e o nimero de hemacias por mm?® de
sangue obtido, a parte, pela camara. Estes métodos fornecem contagem um
pouco mais alta que os diretos.

Na pratica, o método mais divulgado para contar plaquetas € o de Ress-

Ecker, em que o sangue é devidamente diluido e colocado numa camara de
Neubauer para a contagem. A diluicdo e a regido para a contagem no reticulo
sdo 0s mesmos que os usados para as hemacias. Assim, o resultado obtido na
contagem deve ser multiplicado por 10.000.

Os valores normais de plaquetas variam entre 150.000 a 450.000
plaquetas por milimetros cubicos de sangue.

Valores acima de 450.000 plaquetassmm® s3o considerados
trombocitose e ocorrem como resposta medular a hemorragias, anemias
hemoliticas, leucemias, infec¢gdes agudas, etc. E os valores abaixo de 150.000
plaquetas/mm?® caracterizam um quadro de trombocitopenia e ocorrem em
infeccbes como pneumonia e malaria, radiagdes (raio X), medicamentos e
substancias quimicas (cloranfenicol e benzeno), anemia perniciosa, anemia
aplastica, lupus eritematoso sistémico, etc.

As principais causas de erros na contagem de plaquetas séo:

e Coleta mal feita;

e Vidraria suja;

e Solucao diluidora sem filtracéo prévia;

e Sangue parcialmente ou totalmente coagulado;

e Esfregagos impropriamente confeccionados, mostrando aglutinados
de plaquetas ndo oferecem exatidao necessaria ao método indireto;

e Coloracao deficiente;

e Nao realizar as contagens em sangue recentemente colhido;

CURSO TECNICO EM ANALISES CLINICAS ETAPA 3

<
(@)
o
—
S
<C
=
LLl
I




e Usar sangue hemolisado;
O erro permitido oscila entre 10 e 205. Para uma contagem normal em
torno de 350000/mm? pode haver diferenca de até 70000 plaquetas /mm?.
Os valores de referéncia para as plaquetas variam de 150.000 a
450.000/mm?.
Valores acima de 450.000 plaquetas por ml de sangue significam
trombocitose e podem ocorrer devido a:
e Hemorragias;
e Fraturas dsseas;
e Transfusdo de sangue;
e Hemolise;
¢ Infecgdes agudas como a febre reumatica e a mononucleose;
e Policitemia Vera;
e Leucemia mieldide;
e Caquexia;
e Esplenectomia;
Valores abaixo de 150.000 plaquetas por ml de sangue indicam
trombocitopenia e podem ocorrer devido a;
e Infecgdes agudas como a pneumonia e malaria;
e Carencial: escorbuto;

¢ Viroses como a dengue.

8.3- Tempo de coagulagao

O tempo de coagulacdo é uma medida da capacidade do sangue em
coagular depois de retirado do organismo. O teste é feito em tubos de ensaio
de calibre uniforme. O problema é a padronizacao, pois o teste deve ser feito
imediatamente apods a coleta, no “leito do paciente”.

VR: 5 a 11 minutos.

Interpretacéo:

Acima de 11 minutos, dizemos que o tempo de coagulagdo esta

prolongado.

O contato do sangue com a parede do tubo ativa o fator Xll da via

intrinseca. A via extrinseca ndo é ativada, pois depende do fator tissular
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(tromboplastina). Assim, podemos dizer que o Tempo de Coagulagido estara
prolongado nas deficiéncias dos fatores que compdem a via intrinseca (XII, XlI,
IX e VIl) e a via comum (X, V, protrombina e fibrinogénio), nas doencas

hepaticas e em pacientes que fazem uso de anticoagulantes como a heparina.

8.4- Tempo de Protrombina

O tempo de protrombina ou tempo de Quick é realizado adicionando-se
ao plasma descalcificado pelo citrato, um excesso de fator tecidual
(tromboplastina). Considerando que a protrombina é convertida em trombina
num tempo uniforme, a adigao de calcio com quantidade conhecida de cloreto
de calcio produz a coagulagéo do plasma. O tempo entre a adigdo do calcio e a
coagulagéo é chamado tempo de protrombina.

O resultado é expresso em segundos tanto para o tempo do plasma

normal quanto para o tempo do plasma teste.

Exemplo: Plasma normal...............cc...u.e. 13 segundos
Plasmateste .....cccccccvvvennnnnnn. 15 segundos
Relacdo PT/PN ...................... 1,15
% de atividade: Tempo do teste...................... X
Tempo normal ................... 100%

VR: Os valores normais estdo entre 11 e 15 segundos e atividade
normal esta entre 70 e 100% do padrao normal.

O tempo de protrombina € um teste para avaliar a via extrinseca e a via
comum, ou seja, os fatores VI, X, V, Il e o fibrinogénio. Assim, o tempo de
protrombina estara aumentado em casos de deficiéncia de fibrinogénio e de
qualquer um dos fatores mencionados anteriormente, em pacientes que fazem
uso de anticoagulantes, nas doengas hepaticas e deficiéncia de vitamina K,
pois os fatores I, VIl e X sdo dependentes desta vitamina.

O teste pode auxiliar no acompanhamento do uso de anticoagulantes e
na avaliagdo do risco cirlrgico. E considerado risco cirtrgico uma atividade
inferior a 50%. No tratamento com anticoagulante, a atividade deve ser mantida

entre 15 e 30% do normal.
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8.5- Tempo de Tromboplastina Parcial

E o tempo medido entre a adicdo de calcio, na presenca de uma cefalina
(fator de contato) e a coagulagcdo do plasma. A presengca de um fator de
contato (cefalina) ativa as reagbes da via intrinseca da coagulagdo. O tempo de
tromboplastina parcial corresponde ao tempo gasto para ocorrer a coagulagao
do plasma recalcificado em presenca de cefalina.

O resultado é expresso em segundos, de acordo com o exemplo abaixo:

Tempo do plasma normail.................... 32 segundos
Tempo do plasma teste....................... 32 segundos
Relacdo PT/PN.....coooovvvvivieeiiiiiieieeeeen, 1,0

VR: Os valores normais estao entre 30 e 45 segundos. A diferenga entre
o plasma normal e o teste ndo deve exceder 10 segundos.

O PTTa estara aumentado quando o paciente tiver deficiéncia de fatores
da via intrinseca (XII, XI, IX e VII) e de fatores da via comum (X, V, Il e
fibrinogénio). E o caso de pacientes com hemofilias A e B, doencgas hepaticas,
uso de anticoagulantes e deficiéncia de vitamina K, uma vez que os fatores Il,

IX e X dependem desta vitamina.

9- Desordens na Coagulagéao

9.1- Hemofilias

As hemofilias sdo doencas hereditarias em que ha uma deficiéncia em
um ou mais fatores da coagulacédo. A hemdfilia classica, chamada hemofilia A
€ causada por uma deficiéncia do fator VIII. A hemofilia B, por sua vez,
também chamada de doenca de Christmas é causada por deficiéncia do fator
IX.

As hemofilias A e B séo hereditarias e vinculadas aos genes sexuais
recessivos carregados pelo cromossomo X. Os homens carregam um
cromossomo X e outro Y, tendo as manifestagdes clinicas da doenga. As
mulheres, com dois cromossomos X, mesmo portadoras do gene da hemofilia,
nao mostram sintomas da doenca.

Os sintomas da doenga sdo sangramentos anormais nas juntas, boca,

musculos, trato renal, apds extragdes dentarias e intestino.
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9.2- Desordens Plaquetarias Hereditarias

Existem varias desordens plaquetarias que causam prolongadas
hemorragias nos pacientes.

A Sindrome de Bernard-Soulier € uma doenga em que as plaquetas
sdo grandes e a sua contagem ¢ baixa. O defeito esta na adeséao plaquetaria.

A doenga de Von Willebrand ocorre devido a deficiéncia do fator de
Von Willebrand que é um segmento do fator VIII. Este defeito altera a

capacidade de agregacgao entre as plaquetas.

9.3- Coagulagao Intravascular Disseminada
A coagulagdo intravascular disseminada (CID) é uma séria
condigcdo na qual a coagulacéo indesejada ocorre e, mais tarde, hemorragias. A
CID pode se desencadeada por lesdes por esmagamentos, infecgbes virais e
algumas bacterianas e algumas drogas.

A CID ocorre quando a coagulacao intravascular é disparada, causando
depdsitos de fibrina nos vasos sanguineos. Formam-se trombos em 6rgaos
vitais como os rins, pulmdes, coragéo e cérebro. O sistema fibrinolitico é entéao
ativado, e o processo de eliminagdo do coagulo pode produzir realmente um

problema de sangramento.

9.4- Purpura Trombocitopénica
A purpura trombocitopénica ocorre quando o sistema imune produz
anticorpos contra as plaquetas do préprio paciente. As consequéncias sao

trombocitopenia e aumento do bago.

9.5- Deficiéncia de Vitamina K

A deficiéncia severa de vitamina K causa producdo diminuida dos
fatores de coagulacdo dependentes da vitamina K. Os fatores dependentes da
vitamina K sdo o |l e 0 X (da via comum), o VII (da via extrinseca) e o IX (da via

intrinseca).
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9.6- Medicamentos

A ingestdo de aspirina afeta a agregacao plaquetaria por mais de oito

dias por causa do efeito sobre a reacao de liberagao das plaquetas.

Condicao Resultados de Exames

T. de sangria PT PTTa Plaquetas
Hemofilia A Normal Normal |Anormal |Normal
Hemofilia B Normal Normal |Anormal |Normal
Doenga de Von Willebrand | Anormal Anormal |Anormal |Normal
Sindrome de Bernard- Anormal Normal |Normal |Diminuidas
Soulier
Purpura trombocitopénica | Anormal Normal |Normal |Diminuidas
Uso de anticoagulantes Normal Anormal |Anormal |Normal
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CAPITULO |

Reag¢oes de aglutinagao pelo latex:

O diagnéstico de varias doengas é feito através da deteccdo de
anticorpos ou antigenos no soro do paciente. Os anticorpos se encaixam
especificamente nos antigenos, em um esquema chave/fechadura, e esse
principio foi utilizado para criagdo dos testes de aglutinagdo pelo latex. As
particulas de latex sensibilizadas “ancoram” os antigenos ou anticorpos e se
aglutinam ao formarem pontes com a molécula especifica detectada no soro,
permitindo a visualizagdo através da aglutinagdo com formagao de grumos.

Exemplos de testes de aglutinacao pelo latex:

Pesquisa do fator reumatoéide

Pesquisa de proteina C reativa
Pesquisa da anti-estreptolisina O (AEO)
Pesquisa de B-HCG

Os testes podem ser qualitativos, quando se determina a deteccdo de
um analito em uma amostra, ou seja, quando se define se uma amostra é
positiva ou negativa. Sempre que um resultado é positivo, € necessario que se
defina a concentragcdo deste analito na amostra, esta analise quantitativa
permite uma comparagdo entre o valor encontrado, a partir de um valor de
referéncia, que ira definir o significado clinico do valor detectado, além disso,

estes valores comparativos permitem o acompanhamento clinico do paciente.

Efeito pré-zona:

Juntamente ao teste da amostra integral, os testes de aglutinacao
devem ser feitos usando uma amostra previamente diluida para evitar o efeito
pré-zona. O efeito pré-zona pode causar um resultado falso negativo e pode
ocorrer quando ha a grande quantidade de antigenos ou anticorpos na amostra
testada que podem saturar e bloquear o latex do reagente, impedindo a

formagéo de pontes, ndo sendo visualizada a aglutinagao.
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CAPITULO II

Pesquisa do fator reumatoide:

A artrite reumatoide € uma doenca autoimune, sistémica, crénica,
caracterizada pela inflamagao nas articulagdes que causa edema, dor e pode
levar até a deformacgodes definitivas nas pequenas e grandes articulagdes.

A artrite reumatoide é causada por anticorpos autoimunes que se
acumulam nas articulagdes causando a inflamagdo e consequentemente a
destruicao ossea. O fator desencadeante desta resposta € desconhecido, mas
esta associado a uma predisposi¢cao genética do paciente e mais de 60% dos
casos acometem o sexo feminino.

O diagnéstico da artrite reumatoide é feito principalmente pela detecgao
do fator reumatoide no soro do paciente.

O fator reumatoide € um anticorpo produzido pelos linfécitos B contra
as células das articulagdes. E encontrado principalmente como o isétopo IgM

que tem a forma pentamérica.
Principio do teste para pesquisa do fator reumatoide:

Uma das caracteristicas do fator reumatoide é sua capacidade em se
ligar a regido Fc da IgG, em funcdo disso, o diagndstico € realizado usando
particulas de latex recobertas com IgG, que serdo aglutinadas se houver a
presenca do fator reumatoide no soro testado.

Procedimento técnico:

Amostra: Soro

Reagente: Latex recoberto com IgG
- Em uma lamina escura adicionar 50 ul de soro

- Colocar uma gota do latex previamente homogeneizado ao lado da amostra

- Misturar com auxilio de bastoes
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- Inclinar a lamina em movimentos circulares por dois minutos e observar se

houve aglutinagéo
Resultados:

- Negativo: Suspensdo homogénea
- Positivo: Aglutinagdo com formacdo de grumos. Realizar a titulagdo da

amostra com diluicao seriada.

A diluicdo seriada deve ser feita adicionando 100 ul de solugéo salina
em 6 tubos de Khan numerados.

Coloca-se 100 ul da amostra no primeiro tubo que tera a diluicao de 1:2,
homogeneiza a solugdo com a prépria pipeta, passa-se 100 ul para o tubo
seguinte, e assim sucessivamente até o sexto tubo que tera diluicdo de 1:64.
De cada tubo retira-se 50 ul de solugao, que € colocada em lamina escura e
repete-se o procedimento adicionando a cada diluicdo uma gota do latex. O
resultado é dado observando a maior diluigio em que houve aglutinagao, e

multiplicando o valor da dilui¢do pela sensibilidade do reagente.

FYryIy

1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64

Exemplo: Foi observada aglutinagao até a diluigao de 1: 16.
Sensibilidade do reagente: 8 Ul/ml.

Positivo para fator reumatoide até a concentragao de 128 Ul/ml.
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CAPITULO Il

Proteina C reativa:

A proteina C reativa € uma glicoproteina produzida pelo figado durante as
inflamagdes. Sua elevagao na corrente sanguinea pode ser detectada 4 a 6
horas apds o inicio do processo inflamatério, antecedendo até mesmo
outros marcadores como leucocitose ou febre alta. Portanto, a sua
deteccéo é um indicador importante e sensivel de inflamagao, e o aumento
ou diminuigcdo de sua concentragdo no soro segue de perto processos

inflamatoérios de natureza infecciosa e nao infecciosa.

Significado clinico da proteina C reativa:

A detecgao da proteina C reativa indica processo inflamatorio, e associada a
quantificagdo e ao exame clinico do paciente, auxilia no diagnéstico.

- Diagnéstico de infecgdes virais e bacterianas:

Quando uma inflamagdo é decorrente de um processo infeccioso, a
quantificagdo da proteina C reativa pode indicar a natureza do agente. Niveis
de proteina C reativa superiores a 48 mg/l indicam inflamagéo decorrente de
infeccao bacteriana.

- Diagnédstico de infecgao transplacentaria:

Em recém nascidos com suspeita de infecgdo transplacentaria € comumente
realizado o teste para pesquisa da proteina C reativa. Sua detecgéo confirma a
suspeita de infecgdo, e quando nao é encontrada se descarta completamente
essa possibilidade.

- Acompanhamento de pacientes com risco cardiaco:

A deteccdo de proteina C reativa também pode ser feita em pacientes
cardiacos com niveis elevados de colesterol. A deposicdo de gordura nas
artérias gera um processo inflamatério, € o monitoramento dos niveis de
proteina C reativa pode indicar a evolugdo da obstrugéo arterial ou a regressao
deste processo. Nos casos mais graves sua concentragao pode chegar a 300

mg/l.
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Principio do teste para pesquisa da proteina C reativa:

Para pesquisa da proteina C reativa é utilizado o latex recoberto por anticorpos

anti-proteina C reativa, que se aglutina na sua presenca.

Procedimento técnico:

Amostra: Soro

Reagente: Latex recoberto com anti-proteina C reativa

- Em uma lamina escura adicionar 50 ul de soro

- Colocar uma gota do latex previamente homogeneizado ao lado da amostra

- Misturar com auxilio de bastdes

- Inclinar a lamina em movimentos circulares por dois minutos e observar se

houve aglutinagéo

Resultados:

- Negativo: Suspensdo homogénea

- Positivo: Aglutinagdo com formagdo de grumos. Realizar a titulagdo da
amostra com diluicdo seriada. O resultado é dado observando a maior diluigao
em que houve aglutinagao, e multiplicando o valor da diluigdo por 6 (fator de

conversao) em mg/l.
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CAPITULO IV

Antiestreptolisina O (AEO):

A febre reumatica € uma doenga decorrente da infecgdo da regiédo
orofaringea pela bactéria Strepfococcus pyogenes, um coco gram positivo. A
doencga tem maior incidéncia em criangas de 5 a 15 anos, apds amigdalites
recorrentes e pode causar eritemas disseminados na pele (escarlatina),
inflamagdes nas articulagbes (artrite), lesdes cardiacas (endocardite e
pericardite) e glomerulares (glomerulonefrite pds-estreptocdcica).

A bactéria produz a estreptolisina O, uma enzima que causa a lise das
hemacias por ser altamente toxica. Contra a estreptolisina O sdo secretados
anticorpos antiestreptolisina O (AEO) no sangue, e a sua detecgao nos testes
sorolégicos é importante no diagnostico da febre reumatica, associado a
exames clinicos do paciente e histdrico de amigdalites recorrentes.

Principio do teste para pesquisa da antiestreptolisina O:

Nesse teste as particulas de latex sao recobertas (sensibilizadas) com
estreptolisina O purificada. Se existirem anticorpos antiestreptolisina O no soro
testado eles se ligardo as moléculas do latex formando grumos.

Procedimento técnico:

Amostra: Soro

Reagente: Latex recoberto com estreptolisina O

- Em uma Iamina escura adicionar 50 pl de soro

- Colocar uma gota do latex previamente homogeneizado ao lado da amostra

- Misturar com auxilio de bastdes

- Inclinar a lamina em movimentos circulares por dois minutos e observar se

houve aglutinagao
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Resultados:

- Negativo: Suspensdo homogénea

- Positivo: Aglutinagdo com formagdo de grumos. Realizar a titulagdo da
amostra com diluicao seriada. O resultado é dado observando a maior diluigdo
em que houve aglutinacdo, e multiplicando o valor da diluicdo pela

sensibilidade do reagente em Ul/ml.

Exemplo: Foi observada aglutinacao até a diluigcao de 1: 32.
Sensibilidade do reagente: 200 Ul/ml.

Positivo para A.E.O.na concentragao de 6400 Ul/ml.
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CAPITULO V

Sifilis:

A sifilis € uma doencga sexualmente transmissivel, que pode evoluir até a
forma crbénica se nao tratada e alterna periodos de laténcia e periodos de
agudizacao. A partir de uma lesao genital a sifilis pode comprometer multiplos
orgaos como olhos, pele, mucosas, 0ssos, articulagdes, sistema cardiovascular
e sistema nervoso. O agente causador da sifilis € uma bactéria do tipo
espiroqueta, o Treponema pallidum e sua principal forma de contagio é através
de relagbes sexuais sem uso de preservativos, pela transfusdo de sangue
contaminado e transmissao transplacentaria. De acordo com a evolugdo da
doenca, a sifilis pode ser classificada em primaria, secundaria, terciaria e
congénita. Como a sifilis pode ser transmitida da méae para o feto, durante o
pré-natal é feito o VDRL, pois a sifilis pode levar ao aborto ou a mas formacées
congénitas como cegueira, surdez, mas formagdes dentais e dsseas, e retardo
mental. Caso o resultado seja positivo, se inicia imediatamente o tratamento

evitando que a doencga acometa o feto.

o Etapas da sifilis:
A sifilis € uma doenca que, se nao tratada, evolui continuamente,

apresentando manifestagdes clinicas bem diversas.

- Sifilis primaria ou cancro duro: lesdao ulcerada, geralmente Unica, com
borda endurecida e pouca secregdo, localizada principalmente na regido
genital. Normalmente surge 10 dias apds o contato infectante, mas esse tempo
pode se estender até 90 dias apos.

- Sifilis secundaria: geralmente caracteriza-se pela presengca de manchas
cutdneo mucosas, 6 a 8 semanas apos o surgimento da sifilis primaria. Essas
manchas sdo acastanhadas e escamosas, sdo denominadas sifilides

papulosas e se localizam na palma das maos e plantas dos pés.
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- Sifilis terciaria: as manifestagcbes podem surgir 3 a 12 anos apos o contato
infectante. Sdo0 comuns lesbes cutaneo mucosas em platdé denominadas
tubérculos ou gomas, lesbes articulares que causam deformacgobes, lesdes
cardiovasculares irreversiveis e lesbes neuroldgicas que levam o paciente a

deméncia.

Pesquisa de anticorpos na sifilis:

A sifilis € uma doenga sexualmente transmissivel, que pode evoluir até a
forma crbénica se nao tratada e alterna periodos de laténcia e periodos de
agudizacgao. A partir de uma lesao genital a sifilis pode comprometer multiplos
orgaos como olhos, pele, mucosas, 0ssos, articulagdes, sistema cardiovascular
e sistema nervoso. O agente causador da sifilis € uma bactéria do tipo
espiroqueta, o Treponema pallidum e sua principal forma de contagio é através
de relagbes sexuais sem uso de preservativos, pela transfusdo de sangue
contaminado e transmissao transplacentaria. De acordo com a evolugédo da
doenca, a sifilis pode ser classificada em primaria, secundaria, terciaria e
congénita. Como a sifilis pode ser transmitida da mae para o feto, durante o
pré-natal é feito o VDRL, pois a sifilis pode levar ao aborto ou a mas formagoes
congénitas como cegueira, surdez, mas formagdes dentais e 0sseas, e retardo
mental. Caso o resultado seja positivo, se inicia imediatamente o tratamento

evitando que a doenga acometa o feto.

Resposta imunolégica na sifilis:

Alguns antigenos s&o fracos estimuladores da resposta imune,
principalmente em fungédo de suas dimensdes reduzidas. Estes antigenos sao
denominados haptenos, e como exemplo de haptenos estdo os antigenos do
Treponema pallidum.

Embora a resposta imunolégica como a produgdo de anticorpos seja
menor, ela sera produzida. Os anticorpos produzidos contra o hapteno do
Treponema pallidum sao classificados em anticorpos treponémicos e sao

pesquisados no FTA-abs.
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Como recurso para tornar o hapteno do Treponema pallidum mais
visivel, os tecidos lesados do hospedeiro liberam uma fracdo lipidica, uma
molécula carreadora que se combina com o hapteno, estimulando a produgao
de anticorpos nos pacientes. Esses anticorpos séo, portanto, produzidos contra
a molécula final formada pela associacdo do hapteno + molécula carreadora, e
sdo denominados anticorpos nao treponémicos. Os anticorpos nao

treponémicos também chamados reaginas sao pesquisados no VDRL.

Diagnéstico da sifilis:

FTA-abs (Fluorescent treponema antigen absorvent):

Principio do teste:

Através da imunofluorescéncia indireta, o FTA-abs detecta a presenca
de anticorpos treponémicos no soro do paciente, sensibilizando da lamina
com antigenos do T. pallidum e usando um anti- anticorpo marcado com
fluoresceina como conjugado, o que permite a visualizagdo da reagao positiva

pela fluorescéncia formada.

Procedimento técnico:

- A ldmina é sensibilizada com antigenos do T. pallidum

- E adicionado o soro teste

- A lamina ¢é incubada, se houver anticorpos treponémicos no soro estes se
ligardo aos antigenos

- Depois de incubada a lamina é lavada para a retirada dos anticorpos nao
especificos

- O conjugado é adicionado, formado por um anti-anticorpo marcado com
molécula fluorescente, o conjugado se liga a regido Fc do anticorpo
treponémico.

- A lamina é novamente incubada para que essa ligagao possa ocorrer
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- Lavagem da lamina para a retirada dos conjugados excedentes ou nao
ligantes

- Leitura da ldmina em microscopio de fluorescéncia que emite luz ultra-violeta
e permite visualizar a fluorescéncia

da lamina nos casos de positividade
Resultados:
Negativo: L&mina sem fluorescéncia
Positivo: Observada fluorescéncia da Iamina, a amostra deve ser quantificada.
V.D.R.L. ( Venereal disease research laboratory):
Principio do teste:
O V.D.R.L. é um teste de floculagdo que pesquisa a presenga de
anticorpos nao treponémicos, as reaginas, no soro do paciente. E

constituido por uma mistura balanceada de cardiolipina, lecitina e colesterol. A

cardiolipina tem a fungao antigénica, pois sua forma mimetiza a molécula final
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formada no paciente pela associacdo do hapteno do T. pallidum + molécula
carreadora. Quando ha a presenca dos anticorpos nao treponémicos no soro
testado, estes se ligam a cardiolipina que precipita com a lecitina e colesterol

formando grumos grosseiros.

Procedimento técnico:

Amostra: Soro ou liquido cefalorraquidiano. Se o reagente ndo for
composto por cloreto de colina, a amostra deve ser inativada previamente em
banho-maria a 56 °C por 30 minutos.

Reagente: Suspenséo de V.D.R.L.
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- Em uma lamina escavada adicionar 50 pl de soro

- Colocar 20 pl da suspensédo de V.D.R.L. previamente homogeneizado e em
temperatura ambiente

- Inclinar a lamina em movimentos circulares por cinco minutos e observar em

microscopio, na objetiva de 10X
Resultados:

Negativo ou nao reagente: Nao ha floculagéo, a suspensao tem aspecto
homogéneo.

Positivo ou reagente: Presenca de floculagdo com a formagédo de

grumos. Quantificar a amostra através de dilui¢des seriadas.
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CAPITULO VI

Diagnéstico da gravidez pela detec¢cao de B-HCG na urina através da

aglutinagao pelo latex:

Hormonios femininos:

Horménios gonadotrépicos hipofisarios:

Horménio foliculo estimulante (FSH):

O hormoénio foliculo estimulante é produzido na hipéfise e atua
estimulando o crescimento dos foliculos ovarianos todo més na mulher. Os
foliculos sao formados pelo ovdcito em desenvolvimento e células foliculares
que circundam o ovécito e sdo responsaveis pela nutricdo do ovécito. Quando
os foliculos atingem metade de seu tamanho, as células foliculares iniciam sua
atividade secretora, produzindo estrégeno.

Portanto o FSH tem como fungdo promover o crescimento dos foliculos

ovarianos, e estimular as células foliculares a secretar estrégeno.

Horménio luteinizante (LH):

Quando os niveis de estrégeno atingem seu maximo, a hipéfise passa a
secretar outro horménio, o horménio luteinizante. O LH faz com o évulo maduro
seja liberado e depois da ovulagao ha a formagao do corpo luteo, quando as
células foliculares passam por mudangas morfolégicas e bioquimicas,
aumentam de tamanho, adquirem aparéncia amarelada e passam a secretar

além de estrégeno, grandes quantidades de progesterona.
Horménios ovarianos:
Estrogeno:

O estrégeno é um esteroide que comega a ser produzido na puberdade

e ¢é responsavel pelos caracteres sexuais femininos que surgem na
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adolescéncia, como crescimento de mamas, deposig¢ao de gordura nos quadris,
surgimento de pélos axilares e pubianos. Além disso, o estrégeno atua

regulando o ciclo feminino.

Progesterona:

Além de também regular o ciclo feminino, a progesterona € o hormdnio
responsavel pelo preparo do corpo feminino para a gravidez, aumenta a
producao do endométrio que se torna altamente vascularizado, intensifica o
crescimento das glandulas mamarias, além de impedir as contragdes uterinas
quando a mulher esta gravida, impedindo que o évulo fecundado seja expulso.
Quando nao ocorre a fertilizagdo do évulo, ha a regresséo do corpo luteo que
para de produzir progesterona e ocorre a descamagéo do endométrio que é a
menstruacao.

0; aro Trompa ‘de Falépio

! J‘L adam.com

Fonte: cienciahoje.uol.com.br
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Gravidez

Quando o ovulo fertilizado se implanta no utero, as células que dardo
origem a placenta, chamadas trofoblastos comegam a secretar o horménio
gonadotrofina coribnica humana (HCG).

A fungéo da gonadotrofina coridnica (HCG) é a de prolongar a atividade
funcional do corpo luteo no ovario, permitindo a continuidade de produgao de
progesterona e estrogeno, mantendo-os em nivel que sustente a gestagao até
que a placenta desenvolva sua atividade estrogénica.

A gonadotrofina coriénica (HCG) € uma glicoproteina secretada pela
placenta.O aparecimento de HCG, tanto na urina quanto no soro, apos a
concepgao, assim como a sua rapida elevacao sao excelentes marcadores de
confirmagao de gravidez. Além da elevagcdo normal de HCG durante a
gravidez, altas concentragcdes do horménio podem ser detectadas pacientes
com neoplasias de origem trofoblastica como mola hidatiforme, cancer de
prostata, cancer de pancreas, estdmago, de intestino delgado e colo retal,
cancer de pulméao, hepatoma, melanoma maligno, teratoma e cancer de mama.

O HCG ¢é um heterodimero composto de duas subunidades

heterogéneas, a e B, de ligagdo nao covalente. A subunidade a é similar a
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subunidade o de outros horménios como TSH, LH e FSH, enquanto a
subunidade 8 é especifica da molécula de HCG, por isso foram produzidos
anticorpos monoclonais que reagem somente com a subunidade 3, para se

testar a presenca de HCG na urina.

Testes de aglutinagao pelo latex para pesquisa de 3-HCG na urina:

Principio do teste de aglutinagdo ativa ou direta:

Neste teste o latex é recoberto por anticorpos monoclonais anti-HCG, se
ha a presenca de HCG na urina testada, ela se liga aos anticorpos aglutinando

o latex, e serd visualizada a formacao de grumos.

Procedimento técnico:

Amostra: Urina. Usar preferencialmente a primeira amostra da manha.
Essa contém maior concentragdgo de HCG, igualando-se aos niveis
sanguineos. Os recipientes utilizados na coleta deverdo estar limpos e secos,
isentos de detergentes que podem interferir no teste e falsear o resultado.
Quando refrigerada (2-6 °C), a amostra se conserva por 72 horas. Se mantida a
20 °C negativos, conserva-se por trés meses. A amostra devera estar a
temperatura ambiente (20-30°C) antes da realizagao do teste. Urinas turvas
ou hemorragicas devem ser filtradas ou centrifugadas.

Reagente: Latex recoberto com anti-HCG

- Em uma lamina escura adicionar 50 ul de urina

- Colocar uma gota do latex previamente homogeneizado ao lado da amostra

- Misturar com auxilio de bastdes

- Inclinar a lamina em movimentos circulares por dois minutos e observar se

houve aglutinagao

“Fundacao de Educacao para
o Trabalho de Minas Gerais”



Resultados:

- Negativo: Suspensdo homogénea

- Positivo: Aglutinagao com formagao de grumos.

Principio do teste de aglutinagdo passiva ou indireta:

Essa reagao usa reagentes diferentes, e, portanto a leitura do resultado
também é distinta. Primeiramente, a urina testada é colocado o anti-HCG,
reagente composto por anticorpos monoclonais anti-HCG. Se ha HCG na urina
testada, esse HCG soluvel se liga aos anticorpos, bloqueando-os. Em seguida
€ adicionado o latex HCG. Se o anticorpo foi bloqueado pelo HCG soluvel na
urina, ele nao se liga ao HCG na superficie do latex, e ndo ha aglutinagéo no
resultado positivo. Quando ndo ha HCG na urina testada, ndo ha bloqueio dos
anticorpos anti-HCG, e estes se ligam ao HCG presente na superficie do latex

formando grumos. Nesse caso o resultado é negativo.

Procedimento técnico:

Amostra: Urina.

Reagentes: Anti-HCG soluvel e latex-HCG

- Em uma lamina escura adicionar 50 pl de urina

- Colocar uma gota de anti-HCG

- Misturar com auxilio de bastdes por 2 minutos

- Colocar uma gota do latex previamente homogeneizado

- Misturar com auxilio de bastdes

- Inclinar a lamina em movimentos circulares por dois minutos e observar se

houve aglutinagao

Resultados:

- Negativo: Aglutinagao com formagao de grumos.

- Positivo: Suspensao homogénea, sem grumos.
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CAPITULO VII

Técnicas de imunodiagnoéstico:

O imunodiagndstico permite que indiretamente seja concluida qual
patologia acomete um individuo através da resposta imunoldgica produzida por
esse paciente.

A resposta imunolégica é caracterizada principalmente pela producao de
anticorpos, proteinas especificas produzidas pelos linfécitos B contra um
antigeno. Presentes na corrente sanguinea, os anticorpos ndo s&o iguais na
sua forma. Cada um se encaixa especificamente a um antigeno, portanto, sua
deteccao nos testes soroldgicos permite diagnosticar a patologia que acomete
o individuo.

No imunodiagndstico sdo usados os proprios antigenos como “isca” e
outros reagentes que permitem a visualizagdo da reagéo.

Os principais testes soroldgicos usados no imunodiagndstico sdo a
reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), e o ensaio imunoenzimatico
(ELISA). Esses testes também sdo usados no acompanhamento clinico do

paciente, através da quantificagdo dos anticorpos.

Pesquisa de isotipos de anticorpos:

Nem sempre a presenga de um anticorpo define um diagndstico. Na
maioria das vezes é necessario identificar a classe (isétipo) do anticorpo.

Os dois anticorpos mais pesquisados sao os do tipo IgM e IgG. A IgM
por ser a primeira classe de anticorpo produzida pelo linfécito B indica um
processo infeccioso recente, e a IgG indica memdria imunoldgica que pode
indicar uma infecgao crénica, dependendo da patologia pesquisada, ou uma
infecgdo passada e ainda imunizagao pela vacina.

Nas patologias do aparelho digestério pode ser pesquisada a IgA; e a

IgE é pesquisada no diagnéstico das alergias.
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Reacéao de imunofluorescéncia indireta (RIFI):

Principio do teste:

A RIFI é um teste soroldogico que detecta a presenga de anticorpos

através de uma reagao fluorescente.

Procedimento técnico:

- A lamina é sensibilizada com o antigeno

- O soro é adicionado

- A lamina é incubada, para que ocorra a ligacdo do anticorpo especifico ao
antigeno.

- A lamina é lavada para a retirada dos anticorpos nao especificos

- E adicionado o conjugado, formado por um anti-anticorpo marcado com
fluoresceina que se liga a regido Fc do anticorpo especifico.

- A lamina é novamente incubada para que ocorra essa ligagao

- A lamina é lavada para a retirada dos conjugados excedentes ou nao ligantes
- A lamina é lida em microscoépio de fluorescéncia que emite luz ultravioleta que
ao incidir sobre a molécula de fluoresceina permite visualizar a fluorescéncia

nos casos de positividade

ELISA (Enzyme linked immunosorbant assay):

Principio do teste:

O teste de ELISA ¢é hoje um dos principais testes sorologicos que detectam

a presenga de anticorpos no sangue do paciente, utilizando uma reacao

enzimatica que permite a formagao de cor.
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Procedimento técnico:

- Uma placa de poliestireno € sensibilizada com o antigeno que se liga
covalentemente a ela

- O soro teste é adicionado

- A placa é incubada para permitir a ligagdo dos anticorpos especificos ao
antigeno

- Lava-se a placa para se retirar os anticorpos nao especificos

- Para detectar a presenca dos anticorpos é utilizado o conjugado. No teste de
ELISA o conjugado é formado por um anti-anticorpo ligado a uma enzima.

- A placa é incubada para que ocorra a ligacao do anti-anticorpo a regido Fc do
anticorpo especifico

- A placa é lavada para a retirada do conjugado excedente ou ndo ligante

- Para que seja visualizada a reagao, é adicionado o substrato, um cromégeno
transparente que s6 se colore na presencga da enzima.

- A placa é lida em um espectrofotdbmetro que 1& o comprimento de onda da
coloragao decorrente da reagao enzimatica. A intensidade da cor é usada para
quantificar a amostra, quanto mais intensa é a cor, maior a quantidade de

anticorpos na amostra.

ELISA sandwich:

Principio do teste:

O ELISA sandwich é um teste sorolégico que pesquisa a presencga de
antigenos no soro. Para que isso ocorra a placa € sensibilizada com o
anticorpo especifico. O antigeno presente no soro se liga ao anticorpo
especifico, e o anticorpo do conjugado se liga ao antigeno formando um
“sanduiche”. O conjugado é basicamente o mesmo do ELISA comum, é
formado por um anticorpo marcado com uma enzima que age sobre um

substrato cromdgeno que se torna colorido na reagao positiva.
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CAPITULO VIII

Hepatites virais:

A hepatite € uma inflamagao do figado causada principalmente por virus.
Os principais tipos de hepatites sao: Hepatite A, Hepatite B, Hepatite C,
Hepatite D e Hepatite E. Apesar de ser causada por tipos diferentes de virus,
os sintomas da doenca sao semelhantes: mal estar, nauseas, vémitos, dores

abdominais, urina colurica, fezes esbranquicadas e ictericia.

Nomenclatura dos virus causadores das hepatites:
As hepatites sao classificadas usando a sigla relacionada ao tipo de virus:
Hepatite «H X V- Virus Lé-se: virus da hepatite X
l
Tipo de virus: A, B, C,Dou E.

Hepatite | Tipo de virus e | Vias de transmissao Risco de cronificagao
material
genético
HAV (RNA) Fecal-oral Inexistente
B HBV (DNA) Sexual, parenteral,sangue Casos neonatais 90%
contaminado e via vertical Adultos 10%
C HCV (RNA) Parenteral, sangue contaminado, Alto 85%
durante o parto
D HDV (virion Sexual, parenteral, sangue Alto 85%
RNA) contaminado
E HEV (RNA) Fecal-oral Inexistente

Sorologia das hepatites:

O diagnéstico das hepatites pode ser bioquimico ou sorolégico. No
diagnéstico bioquimico é pesquisada no sangue a presenga de dois compostos
que indicam lesdo hepatica: bilirrubina e transaminase. No diagnédstico

bioquimico nao é possivel especificar o tipo de hepatite.
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O diagndstico soroldgico das hepatites é feito principalmente pelo ensaio
imunoenzimatico (ELISA) pode-se detectar no sangue os antigenos do virus,
ou se pesquisa os anticorpos especificos. A presenga desses marcadores no
soro testado permite o desenho do quadro clinico do paciente.

O isdtipo do anticorpo também é fundamental, pois a IgM define a infecgao em
andamento ou infeccdo aguda, e a IgG que define memdria imunolégica pode
também indicar cronificagdo, dependendo do tipo de hepatite, ou infecgao ja

curada ou ainda imunizagao pela vacina.

Hepatite A:

Conhecida como hepatite infecciosa, € uma hepatite sem risco de cronificagao.
Os marcadores pesquisados no diagndstico sao:

- IgM anti-HAV: indica que o paciente esta com a doenca.

- IgG anti-HAV: indica memodria imunolégica, adquirida através de uma

infecgdo passada ou pela imunizagdo com a vacina.

Hepatite B:

A hepatite B é causada por um virus de DNA que recebe o nome de particula
Dane. E um dos tipos de hepatite que pode se cronificar, sendo uma das
principais causas de cancer hepatico.

O virus da hepatite B tem uma estrutura complexa, com duplo envoltério:

- O envoltério externo (envelope) contém proteinas antigénicas denominadas
“antigeno de superficie” ou antigeno Australia.

- O envoltdrio interno ou capsideo € denominado core e apresenta o “antigeno

c.

- Internamente ao core, ha uma proteina de replicagao, o “antigeno e”.
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HBsA

HBeA HBcAg

DNA

Marcadores da hepatite B:

Antigenos:

-HbsAg (antigeno Australia):
Esse antigeno pode ser detectado no soro antes das manifestagées dos
sintomas, e é, portanto, o mais precoce marcador de infeccdo aguda.
Desaparece quando os niveis de transaminase se normalizam, e se

persistir por mais de 6 meses significa hepatite B cronica.

-HbeAg:
Esse antigeno pode ser detectado na fase aguda, € uma proteina de replicagdo
do HBV e indica replicagao ativa do virus, e alto risco de transmissdo. Sua

deteccgao € indicada em criangas nascidas de maes infectadas.

Anticorpos:

- Anti-HBs:
Esses anticorpos sdo detectaveis apdés o desaparecimento do HbsAg e
persistem por muitos anos. A sua detecgado isolada indica imunizacdo pela

vacina.

- Anti-HBe:
Esses anticorpos sao detectaveis apds o desaparecimento do HbeAg e podem

indicar recuperacao do paciente.
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- IgM anti-HBc:
Produzidos contra o “core” do HBV, sua producao se eleva juntamente com os

niveis de transaminase. Sua detecgao indica infecgdo aguda.

- IlgG anti-HBc:
Anticorpo de memodria, sua deteccgao indica infecgao cronica, mas se detectado

isoladamente indica cura da hepatite B.

Hepatite C:

Na hepatite C o anticorpo pesquisado é o anti-HCV que s6 sera detectado apos
6 meses de infeccdo (janela imunoldgica). A positividade do teste de ELISA
para sua deteccao deve ser confirmada por exames mais especificos como a

pesquisa do RNA viral através do PCR (reagdo em cadeia da polimerase).

Hepatite D:

A hepatite D quase sempre evolui para a forma cronica, sendo extremamente
letal. O virus da hepatite D, também chamado virus delta, € um virion que
precisa do HBV para sua replicacao.

Os anticorpos que diagnosticam a hepatite D sao os anti-HDV e podem ser
detectados 5 a 7 semanas apods o inicio da infeccdo, sempre associados a

pesquisa do HbsAg e do anti-HBc total (IgM + 1gG).

Hepatite E:

A hepatite E é benigna sem risco de cronificagdo. Para seu diagnostico séao
pesquisados os anticorpos anti-HEV, que comecam a serem produzidos 30
dias apo6s a elevacio da transaminase e permanecem por muitos anos apds a

cura.
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Enfermagem Seguranca do Trabalho
Anadlises Clinicas Enfermagem

Recursos Humanos

Telecomunicacoes

Meio Ambiente

Especializagao em Instrumentacao Cirdrgica

[ S [ S
UTRAMIG UTRAMIG
UBERLANDIA SAO JOAO
—_— DEL REY
Avenida Vinicius de Moraes, n° 40 E——

Bairro Residencial Liberdade

CEP 38.401-274.

Horéario de funcionamento:
07:20 as 22:40

Telefone: (34) 3210-6546
faleconosco@utramig.mg.gov.br

Cursos Oferecidos:
Informatica

Seguranca do Trabalho
Recursos Humanos

utramig.mg.gov.br

Rua Doutor EL6i Reis, n® 04
Bairro Matozinhos

CEP 36.300-000

Horario de funcionamento:
07:20 as 22:40
faleconosco@utramig.mg.gov.br

Cursos Oferecidos:
Informatica

Seguranca do Trabalho
Recursos Humanos
Enfermagem




