Data de Submiss3o: 06/02/2020

Data de Aprovagdo: 22/11/2020 ARTIGO 0 RI G I NAL

Comparacao entre a dosagem laboratorial e capilar de bilirrubina

Comparison of laboratory and capillary bilirubin measurement

Maria das Gragas Cunha Leite’, Renata Silveira Arruda Moura'

Descritores: Resumo

Ictericia, Objetivos: Comparar a dosagem de bilirrubina total pelo método colorimétrico laboratorial através da tradicional coleta
Bilirrubina, de sangue venoso e a dosagem pela espectrofotometria direta de sangue capilar a fim de avaliar a concordancia entre
Dosagem, os dois métodos. Métodos: A dosagem laboratorial de bilirrubina nos neonatos ictéricos foi realizada no laboratério
Hiperbilirrubinemia pelo Cobas Integra 400 plus-Roche e a dosagem capilar foi realizada pelo bilirrubindmetro Toitu BL-200 através de
leitura espectrofotométrica do plasma obtido apds centrifugagdo do sangue. A dosagem capilar foi realizada na
propria unidade neonatal pelo médico assistente, sendo obtidas 82 dosagens pareadas coletadas concomitantemente.
Resultados: A média da bilirrubinemia sérica foi de 11,9mg/dl, enquanto que a média da dosagem capilar foi de
9,2mg/dl. A média da diferencga entre os dois métodos foi de -2,73mg/dl, sendo que todos os valores da dosagem
capilar foram menores que o valor da dosagem sérica. Como esta diferenga foi estatisticamente significante, foi feita
analise por regressdo linear onde R2 = 0,88, com equagdo y = 1,29 x - 0,012 (sendo “y” a dosagem laboratorial e
“x” a capilar). Conclusdo: Apesar de existir diferenca significante entre os dois métodos, por ser a dosagem capilar
tecnicamente mais facil e rapida, sugerimos que poderd ser usada na pratica clinica diaria, sendo multiplicado seu
valor por 1,3mg/dI, a fim de que possamos usé-la no manejo clinico dos neonatos ictéricos, reservando a dosagem
laboratorial para as situagGes onde a demora do resultado do exame ndo seja um inconveniente para o paciente.

Neonatal.

Headings: Abstract

Jaundice, Objectives: To compare the total bilirubin measurement by the laboratory colorimetric method through the traditional
Bilirubin, venous blood collection and the direct spectrophotometry of capillary blood in order to evaluate the agreement between
Dosage, the two methods. Methods: Bilirubin laboratory measurement in icteric newborns was performed in the laboratory
Hyperbilirubinemia, by Cobas Integra 400 plus-Roche and capillary measurement was performed by the Toitu BL-200 bilirubinometer by
Neonatal. spectrophotometric reading of the plasma obtained after centrifugation of blood. This capillary measurement was
performed in the neonatal unit itself by the attending physician, and 82 paired assays were collected concomitantly.
Results: Mean serum bilirubinemia was 11.9mg/dL while mean capillary measurement was 9.2mg/dL. The mean difference
between the two methods was -2.73mg/dl, with all capillary values being lower than the serum. As this difference was
statistically significant, linear regression analysis was performed in which R2 = 0.88 with the equation y = 1.29 and
x = 0.012 (where “y” was the laboratory measurement and “x” the capillary values). Conclusion: Although there is a
significant difference between the two bilirubinemia measurement methods, because the capillary is technically easier
and faster, we suggest that can be used in daily clinical practice and its value is multiplied by 1.3 mg/dl, so that we can
use itin the clinical management of icteric newborns, reserving the laboratory blood measurement for situations where
the delay of the test result is not inconvenient for the patient.
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O acompanhamento da ictericia neonatal através da
dosagem de bilirrubinas é de extrema importancia por ser uma
avaliacdo clinica muito subjetival. A adequada monitorizacdo
da bilirrubinemia é imprescindivel na prevencado da disfuncdo
neuroldgica causada pela impregnacdo cerebral de bilirrubina,
a chamada encefalopatia bilirrubinicaZ.

A hiperbilirrubinemia indireta, presente em cerca de
80% dos neonatos, é quase sempre benigna, porém uma série
de fatores agravantes podem se superajuntar com a elevacdo
transitéria dos niveis de bilirrubina apds o nascimento®. Frente
a um recém-nascido ictérico, faz necessaria a monitorizacdo
da bilirrubinemia para avaliar a necessidade de tratamento
fototerapico®.

A cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC) é o
padrdo-ouro da dosagem laboratorial e identifica 4 fracGes:
1) indireta ou fragdo a: aquela que ndo sofre conjugacdo
hepatica; 2) monoglicuronideo ou fragdo B: que sofreu con-
jugacdo apenas com uma molécula de acido glicurénico; 3)
diglicuronideo ou fragdo y: que ja foi conjugada com duas
moléculas deste acido; e 4) biliproteina ou fracdo & fracdo de
reacdo direta, mas ndo produzida por reagdo enzimatica, ligada
permanentemente a albumina. Este método laboratorial ndo
€ usado rotineiramente na pratica clinica devido a sua alta
complexidade e custo elevado®®.

A classica reacdo laboratorial do método diazo usa
um reagente para dosar primeiro a bilirrubina direta, depois
a bilirrubina total e, pela diferenca, encontra-se a bilirrubina
indireta. Este método tem a desvantagem de necessitar de
pipetagem e usar varios reagentes, além do grande tempo
despendido até a completa realizacdo do exame®’.

Um método ja bastante utilizado é a espectrofotome-
tria direta através da leitura pelo bilirrubin6metro. O sangue
é coletado através de pung¢do no calcanhar em tubos que
devem conter heparina em uma de suas extremidades para
evitar coagulacdo do sangue e permitir a separacao do soro das
hemadcias por centrifugacdo. Apds a centrifugacdo e separacao
do plasma, o tubo capilar é colocado no bilirrubinémetro e
analisado. Este método tem a grande vantagem de necessitar
apenas 20ul de sangue e ainda apresenta um coeficiente de
variabilidade dos resultados menor que 5%°. No periodo neo-
natal, a grande maioria da hiperbilirrubinemia é causada pela
fragdo ndo conjugada, sendo a utilizacdo do bilirrubindmetro
plenamente satisfatoria.

A dosagem de bilirrubina realizada em laboratérios tem
grande variabilidade de resultados, dependendo do método
escolhido e da sua padronizacdo de aferi¢cdo. O uso de padrdes
calibradores inadequados é citado como a principal causa da
variabilidade destes resultados®®.

O desenvolvimento de técnicas ndo-invasivas na do-
sagem de bilirrubina tornou ainda mais facil o acompanha-
mento diario dos niveis de bilirrubina, tendo como vantagem
a diminuicao de dor pela coleta de sangue, diminuindo assim
o risco de infecgdes. Atualmente é um método bem utilizado
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e motivo de diversos trabalhos que visam comparar sua con-
cordancia com a dosagem realizada em sangue periférica ou
capilar®. Os bilirrubin6metros transcutaneos, usam a técnica
da refletancia espectral. Funcionam devido a emissdo de um
feixe de luz branca através da pele do recém-nascido, medindo
a intensidade dos comprimentos de onda que retornam. A
absorcdo da luz pela bilirrubina é avaliada apds serem de-
vidamente deduzidas as absor¢des pelo colageno, melanina
e hemoglobina. A concentragdo de bilirrubina é obtida pela
diferenca da absor¢do dos mesmos?.

Atualmente, em nosso servigo é realizada rotineira-
mente a dosagem de bilirrubinas totais e fragGes pelo labo-
ratério, através do método colorimétrico pelo Cobas Integra
400 plus-Roche. Temos agora a disposi¢dao do servico, uma
microcentrifuga e um bilirrubindmetro Toitu modelo BL-200
para dosagem capilar. Ndo dispomos ainda do bilirrubindmetro
transcutaneo.

O objetivo do presente estudo é comparar as dosagens
sanguineas de bilirrubina realizadas pelo laboratério com as
dosagens de bilirrubina total plasmatica colhidas em capilar e
realizadas pelo bilirrubindmetro Toitu BL-200, em neonatos.

O estudo foi realizado no periodo de fevereiro a no-
vembro de 2018. Neste periodo, foram incluidos todos os
recém-nascidos em alojamento conjunto que apresentaram
ictericia com necessidade de coleta sanguinea. Trata-se de
um estudo prospectivo e comparativo para validacdo de tes-
te diagndstico. O objetivo foi avaliar a concordancia entre a
dosagem de bilirrubinas realizada pelo laboratério através do
método colorimétrico pelo Cobas Integra 400 plus-Roche e a
dosagem realizada pelo bilirrubinémetro Bilirubin meter Toitu
BL-200 através de leitura espectrofotométrica.

O numero de dosagens pareadas foi de 82, realizadas
em 71 neonatos ictéricos internados em regime de alojamento
conjunto. O célculo do tamanho amostral foi realizado consi-
derando o desenho do estudo (validagdo de teste diagndstico),
uma diferenca absoluta desejada entre as sensibilidades amos-
tral e populacional dos testes de 7% e erro tipo | a de 0,052,

Os recém-nascidos internados em alojamento con-
junto eram incluidos no estudo se apresentassem ictericia
clinica com indicagdo de dosagem de bilirrubina pelo médico
assistente. O sangue foi coletado através de puncdo periférica
sendo uma amostra imediatamente enviada ao laboratério e
outra amostra coletada em tubo capilar, que foi imediatamente
colocado na centrifuga de bancada microhemato Modelo 2410
— FANEM para separagdo do plasma (Figura 1). Posteriormen-
te o tubo capilar era colocado no bilirrubindmetro Bilirubin
meter Toitu BL-200 (Figura 2) para leitura da bilirrubinemia
total, sendo realizada pelo pesquisador na propria unidade
de alojamento conjunto.

As variaveis estudadas foram a dosagem capilar (de-
pendente) e a dosagem laboratorial (independente), sendo
que as variaveis descritivas consideradas foram: peso de



Figura 1. Centrifuga de bancada microhemato.

nascimento, idade gestacional, idade pds-natal no momento
da coleta, tipo de parto, e raga. Para analise estatistica foram
usados o teste T-pareado, grafico de Bland-Altman e a analise
de regressao linear.

O projeto de pesquisa referente a este trabalho foi pre-
viamente aprovado pelo comité de ética em pesquisa indicado
pela comissdo nacional de ética em pesquisa do Ministério

Figura 2. Bilirrubindometro.

da Saude. Com a inclusdo de cada paciente na pesquisa, era
assinado o termo de consentimento livre e esclarecido pela
mae ou responsdvel legal do paciente.

RESULTADOS

Na populagdo estudada (71 neonatos), 58% dos neo-
natos pertenciam ao sexo masculino e 42% ao sexo feminino.
Quanto a idade gestacional, 63% eram a termo, 36% pré-ter-
mos e 1 paciente pds-termo. Com relagdo a via de parto, 55%
nasceram de parto vaginal e 45% de parto cesareo. Quanto
a raga, 67% brancos, 22% pardos e 11% negros. A média do
peso de nascimento foi de 2.840 gramas e a média da idade
pds-natal quando foi realizada a coleta sanguinea foi de 88
horas de vida.

Foram realizadas 82 dosagens pareadas da bilirrubine-
mia total, onde a média da bilirrubinemia sérica laboratorial
foi de 11,9mg/dl (enquanto que a média da dosagem capilar
foi de 9,2mg/dl ( 2,59). O coeficiente de correlagdo linear foi
de 0,88. A média da diferenca entre os dois métodos de do-
sagem foi de -2,73 mg/dl (+ 1,44), com intervalo de confianca
em 95% variando de -3,04 a -2,41 (Figura 3 ). Todos os valores
da dosagem capilar foram menores que o valor da dosagem
sérica laboratorial. Como esta diferenca foi estatisticamente
significante, foi feita analise por regressao linear onde y =
1,2964 e x = 0,012, sendo “y” a dosagem laboratorial e “x” a
dosagem capilar (Figura 4).

DISCUSSAO

A determinagdo da bilirrubinemia é a mais irreal das
dosagens bioquimicas*®. Os primeiros métodos de dosagem de
bilirrubina exigiam grandes volumes sanguineos, necessitando
de coletas de até 10ml para se obter 4ml de plasma!*. Grandes
progressos foram feitos na modernizagdo dos métodos de
dosagem e no aumento da sua confiabilidade.

Figura 3. Grafico de Bland-Altman.
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Figura 4. Andlise de regressdo linear.

O uso de padrdes calibradores inadequados é citado
como a principal causa da variabilidade dos resultados da
bilirrubinemia®>. Um controle analitico adequado pode ser con-
seguido se forem seguidos rigorosamente os procedimentos
necessarios para o preparo dos padrdes calibradores®. Uma
vez preparado, o padrdo calibrador deve ser convenientemente
dividido em aliquotas e armazenado a -70 °CY, a fim de que
possa ser usado rotineiramente, por longo tempo, no controle
de qualidade das dosagens da bilirrubinemia. A auséncia do
uso do padrao calibrador também foi um dos problemas relata-
dos por um estudo realizado em 312 laboratérios americanos?®.

Durante o levantamento bibliografico de pesquisas
com o mesmo objetivo deste estudo, a grande dificuldade
encontrada foi a auséncia de citagdo do modelo de bilirrubin6-
metros usados, pois existem varios modelos no mercado que
poderiam explicar a variabilidade dos resultados. Em alguns
modelos a leitura é feita diretamente no capilar e em outros é
necessario transferir o plasma do capilar para cuvetas que sdo
entdo introduzidas no aparelho para leitura. O Toitu BL-200
faz a leitura diretamente no capilar. J4 no bilirrubindbmetro
Unistat/Leica, a leitura é feita apds o plasma ser transferido
para uma cuveta e, usando este aparelho foi encontrado alto
indice de correlagdo da dosagem capilar comparando-a com
a HPLC™. Este mesmo aparelho foi usado para comparagdo da
dosagem capilar com a transcutanea, realizada pelo “Bilicheck”,
sendo que os valores encontrados pela dosagem capilar foram
ligeiramente mais baixos que a transcutanea?®.

Em 2009, Chen et al.?° citaram o modelo de bilirrubi-
nometro usado (Wako Bilirubin Tester SE) comparando sua
dosagem capilar com a laboratorial pelo Hitachi 7170 em 46
neonatos tailandeses. Encontraram diferenca significante com
bilirrubinemias maiores que 15mg/dl, r* = 0,95 com média
das diferencas entre as dosagens de 1,65mg/dl e equagdo y =
0,798x + 1,1595 sendo também a dosagem capilar menor que
a dosagem laboratorial. Em outro estudo a dosagem capilar
também subestimou a dosagem venosa em menos de 1mg/dl
quando a bilirrubinemia era maior que 10mg/dI*.

Recentemente, um estudo em 428 neonatos iranianos
encontrou uma média de 0,91mg/dl menor na dosagem capilar
do que a laboratorial venosa, com r = 0,96, mas ndo citou o
modelo do aparelho usado?%.
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Quando comparada com a dosagem em sangue arterial,
a dosagem capilar de bilirrubinas em 35 amostras também
apresentou boa correlagdo sendo r = 0,9932 e r = 0,90 em
neonatos sadios de baixo de peso?*.

No nosso estudo, apesar de termos encontrado dife-
renga estatisticamente significante entre os dois métodos de
dosagem, por ser a dosagem capilar tecnicamente mais facil
e rapida, sugerimos que podera ser usada na pratica clinica
diaria se for multiplicado 1,3mg/dl do valor obtido, a fim de
que possamos usa-la no manejo clinico dos recém-nascidos
ictéricos semelhante a populagdo envolvida neste estudo,
ou seja, neonatos termo e pré-termos tardios. A dosagem
sanguinea rotineiramente realizada neste servigo, tém como
principais inconvenientes a dificuldade técnica da puncao
venosa, frequentemente realizadas em neonatos prematuros
e/ou de baixo peso que possuem menor calibre dos vasos e
maior fragilidade dos mesmos, além da demora na obtencdo
dos resultados destas dosagens, provavelmente devido ao
grande volume de trabalho do laboratdério do nosso servigo.

Neste estudo foi alcancado o objetivo proposto que
seria a comparacdo da bilirrubina sérica com a bilirrubina
capilar. Apesar de existir diferenca significante entre os dois
métodos de dosagem, por ser a dosagem capilar tecnicamente
mais facil e rapida, sugerimos que pode ser usada na pratica
clinica diaria, sendo multiplicado o valor de 1,3mg/d| do valor
obtido, a fim de que possamos usa-la no manejo clinico dos
recém-nascidos ictéricos internados em alojamento conjunto,
neonatos a termo e pré-termos tardios como a populagdo en-
volvida neste estudo, reservando a dosagem sanguinea para
as situacdes onde a demora do resultado do exame ndo seja
um inconveniente para o paciente.
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