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0 conhecimento é um bem que deve ser para todos

A Ciéncia representa saber partilhado: uma informacéo s6 é
ciéncia se for aceite, reconhecida e validada por uma
comunidade cientifica. Neste sentido, a comunicacio eficaz
de descobertas cientificas é essencial para o avanco do
conhecimento. Com o desenvolvimento de
ferramentas digitais, a qualidade e a eficacia da
comunicacdo cientifica enfrentam alguns desafios. A
Inteligéncia Artificial (IA) surge como uma ferramenta
inovadora com o potencial de revolucionar a maneira como
os textos cientificos sdo elaborados, revistos e comunicados.
Tendo por base algoritmos de processamento de linguagem
natural e andlise de texto, a IA oferece uma série de
capacidades que podem melhorar significativamente a
comunicacdo cientifica. Contudo, a utilizacdo desta
ferramenta no processo de escrita cientifica coloca-nos num
equilibrio delicado entre a inovaco e a integridade. Devem
ser ponderadas as implicacdes éticas e legais da aplicacdo
destas novas ferramentas no dominio cientifico. E
fundamental garantir a transparéncia, a equidade e a
responsabilidade na sua implementacdo, garantindo que
complementam e fortalecam a pratica cientifica e ndo a
substituem.

novas

E imprescindivel nio esquecer que hoje e sempre, sio os
recursos humanos o verdadeiro motor da ciéncia, aqueles
que possuem conhecimento e que sdo, simultaneamente
agentes de inovacfio. A partilha de conhecimento é essencial
para a ciéncia, sendo a tecnologia digital facilitadora deste
processo. Sinergicamente poderemos maximizar o potencial
da IA, como uma importante aliada na comunicacio
cientifica e impulsionar a inovacéo e o progresso em todas as
areas do conhecimento.

A Trends in Biomedical Laboratory Sciences, revista da
Associacgo Portuguesa de Ciéncias Biomédicas Laboratoriais
(BioMedLab) entra no seu terceiro ano de existéncia e é com
enorme satisfacdo que apresentamos o terceiro nimero da
Revista, que cresce e se desenvolve na partilha e divulgacdo
de conhecimento. Neste ndmero, além de artigos originais,
revisbes sistematicas e da literatura, incluimos um
suplemento onde constam as comunicacdes orais e posters
apresentados no III Congresso BioMedLab.

Fica a nossa intencdo, que com engenho e arte possamos em
conjunto divulgar a producdo cientifica na 4area da
Biomedicina Laboratorial, mantendo viva a chama da
Ciéncia e do Conhecimento nas Ciéncias Biomédicas
Laboratoriais!

Editora
Diana Martins
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Construir pontes para o futuro, rumo a uma profissao
unificada, forte, diferenciada e com especializagoes

Durante o ano de 2024 celebraram-se os 10 anos da criacdo
da licenciatura em Ciéncias Biomédicas Laboratoriais, em
Portugal. Este processo teve o seu inicio décadas antes
(1990), num relatério do Ministério da Satide elaborado por
Rui Guerra. Posteriormente durante a harmonizacio dos
ciclos de estudo com o processo de Bolonha, esta proposta
voltou a ser revisitada, nio tendo sido bem acolhida, apesar
de fundamentacdo clara e objetiva, sobre o panorama
Europeu e Internacional da existéncia desta formacio, bem
como de uma s6 profissao.

Finalmente em 2013, a Agéncia de Avaliacdo e Acreditacdo do
Ensino Superior criou um grupo de trabalho para elaborar
um relatdrio com o objetivo de apresentar uma proposta de
ciclo de estudos em Ciéncias Biomédicas Laboratoriais. Tal
veio a acontecer em 2014, ano em que os primeiros alunos
iniciaram a frequéncia neste ciclo de estudos. Em 2026,
teremos uma década de licenciados em Ciéncias Biomédicas
Laboratoriais.

Estamos no momento certo para assumir que esta foi uma
aposta ganhadora em Portugal,
licenciatura, para uma formacéo de cariz universitario a ser
ministrado no ensino superior politécnico. Claramente
potenciou conhecimentos, competéncias e
anteriormente separados em dois cursos de nivel superior,

que atualizou esta

aptidoes,

numa licenciatura que dota os seus licenciados de uma
capacidade de conceber, desenvolver e analisar criticamente
a sua profissio, sendo um ator fundamental no Sistema de
saude portugués.

Mas quem ¢é licenciado em Analises Clinica e Satide Publica e
em Anatomia Patoldgica, Citolégica e Tanatoldgica, faz
igualmente um percurso académico brilhante, pois
competéncias e
aptidoes para que estas profissdes, a uma velocidade
estonteante,

diariamente atualiza conhecimentos,
acompanhem o desenvolvimento do
conhecimento cientifico por forma a serem melhores
profissionais de saude.

Em Portugal, em 2025, s existe a licenciatura em Ciéncias
Biomédicas Laboratoriais, que atualmente da acesso a duas
profissdes reguladas (Técnico de Andlises Clinica e Saude
Publica e Técnico Anatomia Patoldgica, Citologica e
Tanatoldgica) e nfo apenas a uma profissio, que é a realidade
Europeia e Internacional.

Todos sem excecio temos orgulho nas nossas profissoes! Nas
nossas Associacdes Profissionais Sindicais e Ndo Sindicais.
Temos orgulho no nosso passado e presente, mas o futuro é ja
amanha!

A curto prazo teremos de encontrar uma solucdo que
congregue o passado e o futuro, esbata as diferencas, potencie
o comum, unifique, honre todos os nossos pioneiros e traga
para Portugal, uma s6 profissao, como ja é uma realidade na
Europa e fora da Europa.

Para tal julgo que o ideal é reconhecer que todos trabalhamos
na Biomedicina Laboratorial, seja em anatomia patoldgica,
patologia clinica, servicos de sangue, servicos de sangue e
medicina transfusional, saide publica, e.t.c.

Para unir a profissdo, e nfo dividir, ndo temos tempo, nem
economia, nem escala, para criar um terceiro grupo
profissional. Assim julgo que o ideal é criar uma profissdo que
respeite o passado e prepare o futuro. O Biomédico
Laboratorial!

Para quem é licenciado em Analises Clinica e Saude Publica e
em Anatomia Patoldgica, Citoldgica e Tanatoldgica, a proposta
seria ser um Biomédico Laboratorial com a sua 4area de
atuacio restrita (devidamente identificado na sua cédula
profissional) a cada uma das 4reas de formacdo. Nos
licenciados em Ciéncias Biomédicas Laboratoriais seria uma
cédula, biomédico laboratorial sem restrigéo.

Ser de Analises Clinicas e Saude Publica ou Anatomia
Patoldgica, Citoldgica e Tanatoldgica nfio é uma especializacio,
é uma area da profissio!
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A proposta de eliminar o termo Técnico das designacdes
atuais profissionais, e adquirir comparabilidade Europeia
(Biomedical Scientist) e Internacional (Biomedical
Laboratory  Scientist) ¢é fundamental! Facilita o
recrutamento, concursos e areas de atuacio, integrando-nos
todos num grupo profissional mais forte, mais unido,
robusto e com ambigdes superiores!

Para além do acima mencionado, h4 uma necessidade
emergente de comecar a especializar a profissdo, que
naturalmente devera ter reflexo nas acrescidas
responsabilidades e funcdes a exercer pelo Biomédico
laboratorial com especializacio.

Em virtude de ndo termos ordem profissional, algo que
ambicionamos a curto prazo, temos de coletivamente, entre
todos os atores (academia, associa¢des profissionais sindicais
e ndo sindicais, e os profissionais) nos organizar num
didlogo ativo, abrangente, construtivo e positivo, a pensar
futuro.

E premente uma reflexio sobre as areas de especializacio,
assim como que conhecimentos, competéncias e aptiddes sdo
necessarios, mas acima de tudo como podemos adicionar
valor ao sistema de satide com esta diferenciacio.

Em linha com o exposto, outros grupos profissionais, na
auséncia de uma Ordem Profissional, dotaram os seus
profissionais dessa especializagio, através da Academia. Apos
constituicio de Ordem Profissional, estas especializacoes
foram reconhecidas.

Outros grupos profissionais, na auséncia de uma ordem
profissional, dotaram os seus elementos, via academia com
esses conhecimentos, competéncias e aptiddes, mais tarde com
aprovacdo a Ordem Profissional, passaram a colaborar e a
reconhecer essas especializacdes.

Existem varios caminhos para o mesmo fim e tenho a certeza
que para nds chegou o tempo de unir, criar pontes e mudar o
presente, para ter um futuro garantidamente brilhante. Viva
as Ciéncias Biomédicas Laboratoriais!

Termino com o desejo profundo de que um dia tenhamos s6
uma profissdo, com especializacoes, em que todos estdo
incluidos, todos sem excecdo, naturalmente com reflexo na
carreira destes profissionais de saude.

Viva o Biomédico Laboratorial!

Presidente BioMedLab

Fernando Mendes
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Resumo: A utilizagdo de formaldeido na fixagdo de amostras bioldgicas apresenta riscos para a
salude humana e ambiente, devido a sua toxicidade e potencial carcinogénico, realcando a
necessidade de encontrar alternativas mais seguras e sustentdveis. O objetivo deste estudo é testar
o agave como fixador bioldgico, comparando os seus resultados com os da formalina neutra
tamponada a 10% (FNT a 10%) em termos de preservagdo das estruturas histomorfoldgicas, com
énfase na seguranca dos profissionais de saide e minimizagdo do impacto ambiental. Utilizaram-
se trés dorgdos de porco doméstico (Sus domesticus) — coragdo, figado e rim— dos quais foram
retirados 15 fragmentos de cada. Estes fragmentos foram submetidos a diferentes solugdes
fixadoras: FNT a 10%, agave a 10% e agave a 20% em 4gua. Apos inclusdo em parafina, foi realizado
um corte histoldgico a partir de cada bloco, totalizando 45, corados com hematoxilina-eosina. Os
cortes histoldgicos foram avaliados por dois avaliadores independentes que atribuiram valores a
quatro parametros (Membrana Celular, Detalhe Nuclear, Qualidade da Coloragdo e Morfologia
Tecidular). A FNT a 10% apresentou pontuagdes finais superiores, o que sugere melhor capacidade
fixativa geral. Em relagdo as solugBes de agave, a de 20% mostrou-se ligeiramente superior a de
10%. Dos trés érgaos analisados, o coragdo apresentou-se como o mais bem preservado, com as
médias mais altas e menores variagdes na maioria dos parametros, indicando uma melhor
capacidade de preservagdo de estruturas histomorfoldgicas. Estes resultados sugerem que as
solugBes de agave, especialmente a 20%, podem ser consideradas alternativas viaveis com
potencial para melhoria e otimizagao futura.

Palavras-chave: Agave, Formalina, Fixagdo, Substituto da Formalina, Anatomia Patoldgica,
Histologia.

1. Introdugdo

A fixagdo de tecidos bioldgicos constitui uma etapa fundamental na técnica
histoldgica, exigindo ser imediata apds a remoc¢ao dos tecidos, de modo a manté-los o
mais semelhante possivel ao estado in vivo. O principal objetivo é evitar a autdlise celular
pelas enzimas enddgenas e/ou flora microbiana, permitindo a estabilizagdo da estrutura
molecular e protecdo dos tecidos e células das agressdes do processamento histoldgico
e coloragGes (1). Este processo permite a realizacdo de analises histoldgicas e
diagndsticos clinicos exatos. No ambiente laboratorial, existe uma grande variedade de
fixadores disponiveis, cada um com diferentes vantagens e desvantagens (2,3).

O formaldeido, comumente usado sob a forma de formalina (solugdo aquosa de 37
a 40% de formaldeido), é o mais usado, por ter baixo custo e grande poder de penetragdo
nos tecidos, com artefactos de retra¢do reduzidos (4). O seu mecanismo de agao consiste
em criar ligagGes cruzadas entre as proteinas, estabilizando-as por pontes de metileno
(5-7).

Trends in Biomedical Laboratory Science 2025, Vol. 3, N.21 https://biomedlab.pt/revista-cientifica/
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Contudo, o uso de formaldeido levanta preocupacdes de seguranca, salde e
ambientais. E um composto carcinogénico e téxico por inalagdo, contacto cutaneo e
ingestdo, e pode ainda provocar danos severos na pele, olhos e reagGes alérgicas, de
acordo com a International Agency for Research on Cancer (IARC). Ainda de acordo com
a IARC, a exposig¢ao continua ao formaldeido é um fator de risco de cancro da nasofaringe
e leucemia, tendo sido classificado como cancerigeno para o Homem (grupo 1) em 2004
(8-11). Além disso, a sua producdo e eliminacdo inadequadas contribuem para a
contaminagdo ambiental, surgindo a necessidade de encontrar solugdes mais ecoldgicas
e seguras (4,10). Neste contexto, é crucial a procura de alternativas a formalina de
qualidade similar, mais ecologicamente sustentaveis, biodegradaveis, de menor impacto
ambiental e mais seguro para os profissionais de saude. Este projeto de investigacao
propds explorar o agave como uma opgao segura, sustentavel e eficaz a formalina
(12,13).

Uma das alternativas ja avaliadas foi o mel, que demonstrou ser uma alternativa
segura, agindo de forma similar a formalina. Este possui um possivel mecanismo de a¢do
em que a frutose diminui o pH e forma pontes aldeido com os grupos amina das
proteinas, de maneira semelhante a formalina (14-17).

O agave é uma planta originaria do sul dos Estados Unidos e América Latina, sendo
historicamente utilizada de diversas formas como planta medicinal, adogante, produtos
farmacéuticos, entre outros (18).

O género Agave inclui mais de 210 espécies, das quais 159 estdo presentes no
México (18).Esta planta tem um ciclo de vida de cinco a sete anos e a sua producdo é
realizada quando as plantas tém pelo menos seis anos de idade, que é a idade de
maturidade da planta (19). A variabilidade dos métodos de producdo, tipo de agave,
regido de cultivo e a parte da planta utilizada nos processos de producgdo (por exemplo,
folhas e seiva) produzem uma ampla variedade de produtos vendidos como agave. O
desenvolvimento do agave é influenciado por diferentes fatores, entre eles, nutrientes e
temperatura, uma vez que é pouco tolerante a baixas temperaturas (abaixo de 202C)
(18).

A seiva do agave, rica em frutose e pequenas quantidades de glicose, é obtida
através de processos de hidrélise de polimeros presentes na planta. Estes processos
podem ser enzimaticos, quimicos ou térmicos. A hidrdlise térmica é a mais usada
industrialmente (18,20).

Resumindo, o produto final, de origem vegetal, é notavelmente rico em hidratos de
carbono, principalmente frutose (260% de sélidos soluveis totais), seguida de glicose e
sacarose. Esta composicado de hidratos de carbono proporciona ao agave um baixo indice
glicémico, muito menor do que o do mel. Tem propriedades antissépticas, antioxidantes
e antibidticas contra, por exemplo, Staphylococcus spp., Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli (21-23). Nos Uultimos tempos tem sido uma alternativa bastante
procurada pelas industrias farmacéuticas e alimentares gracas as suas aplicagGes
tecnoldgicas, propriedades funcionais e efeitos benéficos para a saude (18).

Dado que as propriedades do mel e do agave sao semelhantes, o objetivo principal
deste estudo é avaliar o potencial do agave como fixador biolégico, comparando os seus
efeitos com os da formalina neutra tamponada a 10% (FNT a 10%) na preservagdo das
estruturas histomorfoldgicas. Além disso, este trabalho destaca a importancia da
seguranga dos profissionais de saude, propondo o agave como uma alternativa mais
segura.

2. Materiais e Métodos

2.1. Preparagao das solugoes fixadoras

Foi utilizada uma solugdo comercial de FNT a 10%, DiaPath® (Bergamo, Itdlia). As
solucdes de agave foram preparadas a 10% (m/v) em agua destilada e a 20% (m/v) em
agua destilada. Estas dilui¢cdes foram baseadas em artigos cientificos que apresentam o
mel como um potencial agente fixador de tecidos bioldgicos (14-17).

2.2. Amostras bioldgicas e fixagdo
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Foram selecionadas trés amostras de 6rgdos de porco doméstico (Sus domesticus)
adquiridos numa superficie comercial, que tinham como finalidade o consumo humano.
Durante o exame macroscopico, foram recolhidos fragmentos dos diferentes érgaos
(coracdo, figado e rim) com dimensGes aproximadas de 1,5 centimetros (cm) de
comprimento, 1,0 cm de largura e 0,5 cm de espessura, num total de 15 fragmentos por
orgdo. Os diferentes fragmentos foram distribuidos pelas trés solu¢des fixadoras, sendo
que em cada uma foram imersos cinco fragmentos de cada 6rgdo, totalizando 15
fragmentos por solugdo fixadora. A fixagao teve uma duragdo de 24 horas a temperatura
ambiente.

2.3. Processamento, inclusao, microtomia, coloragao e montagem

O processamento histoldgico foi realizado overnight com etanol, em concentragées
crescentes (70%, 96% e 100%), xileno e parafina. As amostras foram incluidas em parafina
e, posteriormente, realizou-se a etapa da microtomia em que foram obtidos cortes com
uma espessura de 3 um. De cada bloco foi obtido um corte histolégico, totalizando 45,
corados com hematoxilina-eosina.

2.4. Instrumentos para recolha de dados

Os cortes histoldgicos foram avaliados por dois observadores independentes. Cada
avaliador recebeu uma grelha de avaliagdo e a respetiva grelha explicativa dos diferentes
parametros: Membrana Celular (MC), Detalhe Nuclear (DN), Qualidade da Coloragdo (QC)
e Morfologia Tecidular (MT). A grelha explicativa (material suplementar) pretende
garantir que os observadores possuam uma compreensao uniforme dos critérios de
avaliagdo e respetivos parametros. As laminas de cada 6rgdo foram agrupadas, com as
solucgdes fixadoras misturadas dentro de cada grupo de d6rgdos e sem ordem fixa. De
modo a ndo influenciar a avaliagao, as laminas foram codificadas de 1 a 45. A avaliagdo
foi feita através da atribuicdo de valores de 0 a 3, sendo que 0 é considerado insuficiente,
1 satisfatdrio, 2 bom e 3 excelente. A Pontuacgédo Final (PF) de cada corte histoldgico foi
calculada através da seguinte formula:

PF=MCx2+DNx2+QCx1+MTx3

A cada parametro foi atribuida uma ponderacdo, refletindo a sua importancia
relativa na andlise histoldgica. A MC e o DN sdo fundamentais para avaliar a integridade
estrutural e a clareza dos componentes celulares, tendo sido atribuido um fator de 2,
destacando a sua importancia. A QC é essencial para a visibilidade e contraste das
estruturas celulares, tendo sido atribuido um fator de 1. Por fim, a MT ¢é o fator crucial
para a avaliacdo da preservagdo da estrutura e forma das células, tendo recebido uma
ponderagdo de 3. Esta ponderagao diferenciada, assegura uma avaliagdo precisa da
eficacia do agave como agente fixador, priorizando aspetos essenciais da preservacdo
celular. Com esta férmula, o valor mais baixo possivel é 0 e o mais alto 24. De modo a
facilitar a compreensao das pontuagdes obtidas, estas foram convertidas numa escala de
0-100.

Os resultados deste estudo estdo apresentados com recurso a tabelas e boxplots,
analisados estatisticamente no software IBM SPSS Statistics (versdo 29.0.2.0). A andlise
dos dados envolveu o calculo de médias e respetivos desvios-padrdo para cada
parametro (MC, DN, QC e MT), de forma a obter resultados mais fidedignos e minimizar
ainfluéncia dos outliers. Além disso, realizou-se o calculo da PF de cada uma das solugdes
fixadoras testadas, baseada nos valores desses parametros. O mesmo esquema de
andlise foi aplicado a cada érgdo, de forma a perceber qual deles obteve o melhor
desempenho.

A normalidade dos dados foi avaliada, tendo-se optado pela aplicagao do teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis para a comparagao entre os grupos. Considerou-se um
valor de p de 0,05 como critério de significancia (24-26).

A comparacgao foi baseada nos valores médios obtidos em cada uma das solugdes
fixadoras testadas e diferentes amostras bioldgicas.
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3. Resultados
3.1. Solugdes fixadoras

A FNT a 10% apresentou as médias superiores em todos os parametros (MC, DN, QC,
MT), com PF de 73,90 e desvio padrdo de 7,04 (Tabela 1), destacando a sua superioridade
como solugdo fixadora. Apesar de semelhantes, as solugdes de agave a 10% e 20%
obtiveram diferencas: a de agave a 20% teve médias ligeiramente superiores no DN (1,97)
e MT (2,00), enquanto a de agave a 10% se destacou na QC (2,27) e MC (1,83). A PF para
o agave 20% (65,42) é ligeiramente superior ao de agave a 10% (64,73), mostrando maior
eficdcia.

Tabela 1. Estatistica descritiva com respetivas médias e desvios padrdo das diferentes solugdes
fixadoras em estudo.

Solugdo Fixadora n Média Desvio padrao
Membrana Celular 1,83 0,90
Detalhe Nuclear 1,90 0,54
Qualidade da Coloragdo 2,27 0,42
Agave a 10% Morfologia Tecidular 1,93 0,42
Pontuagdo Final 1,53 3,81
Pontuagdo Final (0-100) 64,73 15,90
n (valido completo) 15
Membrana celular 1,77 0,42
Detalhe Nuclear 1,97 0,44
Qualidade da Coloragdo 2,23 0,37
Agave a 20% Morfologia Tecidular 2,00 0,33
Pontuagdo Final 15,70 2,02
Pontuagdo Final (0-100) 65,42 8,40
n (valido completo) 15
Membrana Celular 2,20 0,49
Detalhe Nuclear 2,37 0,23
. Qualidade da Coloragdo 2,30 0,32
Formalina N:ult(;;Tamponada Morfologia Tecidular 2,10 0,28
Pontuagédo Final 17,73 1,69
Pontuagédo Final (0-100) 73,90 7,04
n (valido completo) 15

Pelo teste de Kruskal-Wallis, observaram-se diferencgas estatisticamente significativas
entre o agave a 20% e a FNT a 10% (p=0,019), enquanto entre o agave a 10% e a 20%,
assim como entre o agave a 10% e FNT a 10%, ndo houve diferengas significativas

(p=0,05).
Pontuagéo final das solugdes fixadoras

w00

00
g
=T
]
c
=
o
" o
o
2
]
£ =0

400

00

Agave a 10% Agave a 20% Formalina neu't)rna tamponada a
10%

Solugio fixadora

Figura 1. Boxplot da Pontuagdo Final (PF 0-100) das solugGes fixadoras
relativamente a cada fixado
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3.2. Amostras bioldgicas

De acordo com os dados apresentados na Tabela 2, observou-se que o coracdo
apresentou as médias superiores em todos os parametros, importando ressaltar que, no
parametro MT, o valor observado foi equivalente ao do figado. Além disso, a preservacgado
das estruturas histomorfoldgicas foi mais eficaz no coragdo, o que é evidenciado pela
maior PF (73,62) e menor desvio padrio (6,57).

Ao comparar os resultados obtidos para o figado e rim, foi verificado que o figado
apresentou médias superiores em todos os parametros, o que se traduz numa PF mais
elevada em comparacdo ao rim. No entanto, ao considerar os valores do desvio padrao,
constatou-se que estes foram mais elevados no figado (12,40), especialmente nos
parametros de MC, DN e MT, proporcionando maior variabilidade nos resultados.

Tabela 2. Estatistica descritiva com respetivas médias e desvios padrdo das amostras biolégicas em

estudo.
Amostras biolégicas n Média Desvio padrdao

Membrana Celular 2,33 0,41
Detalhe Nuclear 2,20 0,32
Qualidade da Coloragdo 2,40 0,21
Coragao Morfologia Tecidular 2,07 0,37
Pontuagéo Final 17,67 1,56
Pontuagdo Final (0-100) 73,62 6,57

n (valido completo) 15
Membrana celular 2,03 0,64
Detalhe Nuclear 2,10 0,54
Qualidade da Coloragdo 2,40 0,21
Figado Morfologia Tecidular 2,07 0,42
Pontuagdo Final 16,87 2,98
Pontuagéo Final (0-100) 70,28 12,41

n (valido completo) 15
Membrana Celular 1,43 0,56
Detalhe Nuclear 1,93 0,50
Qualidade da Coloragdo 2,00 0,46
Rim Morfologia Tecidular 1,90 0,21
Pontuagéo Final 14,43 2,69
Pontuagdo Final (0-100) 60,14 11,22

n (valido completo) 15

Através do teste Kruskal-Wallis, verificaram-se diferencas estatisticamente

significativas entre o rim e figado (p=0,009) e rim e corac¢do (p=0,002), sendo que entre
figado e coragdo, ndo se verificaram. Importa observar um outlier com valor 33,
apresentado na Figura 2. Este valor é atribuido ao rim fixado com agave a 10%, que
registou o Unico valor de 0 no parametro CC em todo o conjunto de dados.

Pontuagao final das amostras biologicas

00

Pontuagdo final (0-100)

00

Coragéo Figado Rim

Amostra blolégica

Figura 2. Boxplot da Pontuacdo Final (PF 0-100) relativamente a cada drgdo.
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3.3. Comportamento das solugées fixadoras nos diferentes tecidos

No caso do agave a 10%, observam-se resultados superiores no cora¢do (PF=77,09),
enquanto no rim sdo os mais baixos (PF=50,42), um padrdo que se repete também no
agave a 20%. Contudo, o agave a 10% proporciona uma preservacao mais eficiente do
coragdo em comparagdo com o agave a 20% (PF=72,92). Quanto a FNT a 10%, esta
apresenta um desempenho superior na preservacgdo do figado (PF=80,42) mas inferior no
rim (PF=70,42). A Unica caracteristica comum entre as trés solugbes testadas é que o rim
foi 0 6rgdo menos preservado em todos os casos.

Tabela 3- Desempenho das solugdes fixadoras nos diferentes tecidos.

Agave a 10% Agave a 20% FNT a 10%
Orgio PF(0-100) Média Orgio PF (0-100) Média Orgdo PF (0-100) Média
Rim 60,42 R 64,59 Rim 66,67
Rim 58,34 R 60,42 Rim 72,92
Rim 31,25 50,42 R 60,42 59,59 Rim 64,59 70,42
Rim 47,92 R 50,00 Rim 75,01
Rim 54,17 R 62,51 Rim 72,92
Coragdo 81,26 C 79,17 Coragdo 75,01
Coragao 79,17 C 70,84 Coragdo 72,92
Coracdo 72,92 77,09 C 79,17 72,92 Coragdo 81,26 70,84
Coragdo 81,26 C 66,67 Coragdo 62,51
Coragdo 70,84 C 68,76 Coragdo 62,51
Figado 75,01 F 68,76 Figado 77,09
Figado 77,09 F 72,92 Figado 83,34
Figado 50,00 66,67 F 64,59 63,76 Figado 81,26 80,42
Figado 83,34 F 52,09 Figado 81,26
Figado 47,92 F 60,42 Figado 79,17

3.4. Aspetos microscopicos das amostras bioldgicas

As seguintes figuras ilustradas permitem visualizar as possiveis diferengas
observadas nas trés solugdes fixadoras aplicadas. De forma geral, a solugdo de FNT a 10%
demonstrou melhor desempenho relativamente ao MC e DN em algumas situacdes,
enquanto as solu¢des a base de agave apresentaram resultados mistos, com melhor
desempenho na QC, mas apresentando limitagdes noutros parametros dependendo do
orgdo avaliado.

Cada conjunto de imagens nas Figuras 3, 4 e 5, apresentam as amostras bioldgicas
fixadas com cada uma das solugdes fixadoras em que foram obtidas as PF superiores,
permitindo uma comparacdo direta dos parametros MC, DN, QC e MT (27).

Na Figura 3, a fixagdo com FNT a 10% apresenta melhor MC e DN. A solugdo de
agave a 10% é a que demonstra pior DN. As solu¢des agave a 10% e agave a 20% tém
uma QC superior a da FNT a 10%. Em termos MT, as trés solugbes fixadoras sdo
comparaveis.
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Figura 3. Aspetos microscopicos dos cortes histologicos com Pontuagdes Finais superiores de
cortes de rim. A e B- FNT a 10%; C e D- agave a 10%; E e F- agave a 20%.

Na Figura 4, a solugdo de agave a 10% apresenta o melhor MC, enquanto o agave a
20% e FNT a 10% tém resultados comparaveis. As solugdes agave a 10% e agave a 20%
mostram um DN igual e ambas superiores ao da FNT a 10%. Relativamente a QC, as trés
solugdes fixadoras sdo equivalentes. Quanto a MT, a FNT a 10% e o agave a 20% sdo iguais
e ambos superiores ao agave a 10%.

Figura 4. Aspetos microscopicos dos cortes histoldgicos com pontuagdes finais superiores de cortes
de coragdo. A e B- FNT a 10%; C e D- agave a 10%; E e F- agave a 20%.

Na Figura 5, a FNT a 10% e o agave a 10% apresentam um MC e MT semelhantes e
ambas superiores ao agave a 20%. O DN e a QC sdo compardveis entre as trés solugdes
fixadoras.
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Figura 5. Aspetos microscopicos dos cortes histolégicos com Pontuagdes Finais superiores de
cortes de figado. A e B- FNT a 10%; C e D- agave a 10%; E e F- agave a 20%.

Na figura 6, encontram-se representados os cortes histoldgicos que obtiveram as
PF inferiores, independentemente do 6rgdo. No caso do rim fixado com agave a 10%, o
MC revelou-se insuficiente. O rim fixado com agave a 20% apresentou resultados
igualmente baixos em todos os parametros. Para o figado fixado com agave a 10%, os
resultados foram insatisfatérios tanto no MC como no DN.

Figura 6. Aspetos microscépicos dos cortes histolégicos com Pontuagdes Finais inferiores de cortes
de rim e de figado. A e B- rim fixado com agave a 10%; C e D- rim fixado com agave a 20%; E e F-
figado fixado com agave a 10%.

4, Discussao

Os resultados do estudo indicam que a FNT a 10% ¢é a solugdo fixadora mais eficaz e
confidvel, tendo apresentado as pontuagdes finais superiores em todos os parametros e
maior consisténcia nos resultados. J& a solu¢do de agave a 20% demonstrou-se
promissora, com eficdcia e estabilidade superiores a solugdo de agave a 10%. A diferencga
significativa entre o agave a 20% e a FNT a 10% sustenta a argumentagao apresentada
anteriormente. A auséncia de diferenca significativa entre o agave a 10% e a FNT a 10%
pode ser atribuida a alta variabilidade dos resultados, especialmente no agave a 10%,
cuja capacidade fixativa nao é uniforme, causando variagGes na preservagao dos tecidos.
Além disso, diferentes tipos de tecidos podem reagir de forma distinta ao mesmo fixador
devido a constituicdo macromolecular especifica, contribuindo para a variabilidade
observada.

Os resultados do nosso estudo corroboram parcialmente as evidéncias de estudos
anteriores relativamente a utilizagdo de solugGes ricas em frutose, como o mel, na fixagdo
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de tecidos. Estudos indicam que a frutose presente no mel reduz o pH e forma pontes de
aldeido com grupos amina das proteinas, similar a agdo da formalina. Considerando que
0 agave também é rico em frutose e apresenta pH levemente acido (entre 3,66-5,23
conforme a literatura), é plausivel que compartilhe um mecanismo de fixacdo
semelhante, especialmente porque, segundo a literatura, o processo requer um pH acido
(14-17). Uma limitagdo importante deste estudo, é a auséncia da medigdo do pH das
solucGes de agave, no entanto, através da analise de literatura sobre diferentes tipos de
adogantes naturais, foi possivel averiguar o pH das diferentes solugdes realizadas.

Em alguns artigos, foi referido que o mel apresentou uma melhor capacidade de
fixagcdo no parametro DN, ao contrario do agave, cujos resultados no nosso estudo, foram
inferiores aos da formalina. Outros estudos reforcam que a fixagdo com mel obteve
resultados comparaveis aos da formalina, embora com a presenca de mais artefactos,
caracteristicas igualmente observadas na fixacgdo com agave (28). Em pesquisas
adicionais foi novamente destacado que a fixacdo com mel ofereceu resultados
equiparaveis a formalina nos parametros DN e QC (29).

Para resumir os resultados globais, a capacidade de fixagdo das solugdes fixadoras
foi na seguinte ordem: FNT a 10% > agave a 20% > agave a 10%, sendo que as trés
solugdes fixadoras conseguiram preservar o tecido durante um periodo de 24 horas,
tendo sido obtidos resultados bastantes préximos entre si. A superioridade da FNT a 10%
em comparag¢do ao agave pode ser atribuida a sua capacidade de formar ligagdes
cruzadas mais estdaveis e a sua neutralidade, que favorece uma preservagdo uniforme (7).
Em contraste, a eficacia variavel do agave pode ser causada por uma possivel composi¢do
quimica menos consistente e por respostas variadas dos diferentes tipos de tecidos ao
fixador.

Relativamente as amostras bioldgicas fixadas com FNT a 10%, ao contrdrio do
esperado, ndo apresentaram valores ideais. Segundo a literatura, a fixagdo em FNT a 10%
deveria funcionar como controlo, uma vez que, é o fixador universal na histopatologia de
rotina. Estes resultados podem ter tido como causa o tempo de isquémia a frio. Este fator
pode ter afetado significativamente a preservagao das estruturas celulares e moleculares
dos tecidos. Um tempo prolongado de isquémia a frio aumenta a probabilidade de
degradacdo celular e tecidular, resultando em perda da integridade celular e artefactos
histoldgicos que comprometem a qualidade da fixa¢do e posterior interpretacdo. Se os
tecidos estiverem degradados devido a um prolongado tempo de isquémia, a qualidade
de preservacdo pode ser inferior, como observado nos resultados deste estudo,
constituindo uma varidvel estranha, sem possibilidade de controlo por parte das
investigadoras (17,30-32).

No que diz respeito as amostras bioldgicas, o rim apresentou uma menor
consisténcia em termos de QC, mas mais consistente em relagdo a preservagdo de
detalhes celulares especificos (MC, DN e MT). Com esta analise, conclui-se que o coragdo
se destacou como o 6rgdo com melhor preservagao global, enquanto o figado apresentou
desempenho superior em determinados parametros em comparag¢do ao rim. A analise
dos dados obtidos dos diferentes drgédos revelou variagcdes importantes na eficacia da
fixacdo, bem como na consisténcia dos resultados. Os trés 6rgdos usados apresentaram
diferentes padrdes de resposta aos fixadores, refletindo as caracteristicas Unicas de cada
tecido.

Ao comparar o desempenho das solugdes fixadoras entre os trés érgaos, ficou claro
que a fixacdo ndo foi transversal entre todos eles. O coragdo apresentou uma fixacdo
superior de maneira global, refletindo a maior eficiéncia da fixagao nesse 6rgdo. O figado
apresentou variabilidade nos resultados, especialmente em parametros associados a
estrutura celular, o que se traduz numa fixacdo globalmente menos eficaz. Estes
resultados indicam que a natureza do tecido e a estrutura de cada érgao influenciam de
maneira significativa a preservacdo histoldgica, sendo crucial considerar as
caracteristicas anatdmicas e fisioldgicas de cada érgdo. Estes resultados podem dever-se
as diferencas estruturais e metabdlicas distintas entre o figado, rim e coragao. O figado,
com a sua complexa estrutura histoldgica e atividade metabdlica diversificada, tende a
apresentar uma ampla variabilidade na resposta aos agentes fixadores, refletindo-se em
maiores variagdes nos parametros histoldgicos avaliados (1,33). Em contraste, o rim
exibe uma estrutura mais homogénea e organizada, com células e tecidos mais
uniformes, o que pode resultar numa resposta mais consistente a fixagdo e,
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consequentemente, em menor variabilidade nos parametros histolégicos (34). Quanto
ao coragdo, embora seja menos complexo estruturalmente em comparagdo com o
figado, as suas caracteristicas funcionais especificas conferem padrdes Unicos de
resposta a fixacdo histoldgica, como evidenciado pela capacidade superior de fixacdo
observada nos resultados deste estudo. A capacidade superior de fixagao observada no
coracdo pode ser atribuida a sua estrutura mais uniforme e organizada, facilitando a
preservacao da morfologia celular e dos detalhes histoldgicos (35-39).

Entre o rim e o figado e entre o rim e o coragao, os valores de p obtidos foram
inferiores ao nivel de significancia tido em conta, o que se traduz numa menor
capacidade de o rim manter a integridade histolégica em relagéo ao figado e ao coragéo.
Isto sugere ainda que, tanto o figado como o coragdo apresentam uma eficdcia
comparavel na preservagdo das estruturas histoldgicas apds o processo de fixagdo.

Para resumir os resultados globais, a capacidade de fixacdo das diferentes solugdes
fixadoras de acordo com o érgdo foi na seguinte ordem: coragdo > figado > rim.

A singularidade da presenca do outlier sugere que o evento é provavelmente
aleatdrio, uma vez que, ndo foram identificados outros valores extremos que pudessem
indicar um problema sistémico.

Embora a literatura existente acerca do mel como agente fixador indique a sua
eficacia comparavel a formalina, ndo ha consenso na literatura sobre qual 6rgdo
apresenta os melhores resultados. Esta auséncia de dados limita comparagdes diretas
entre os resultados do agave e do mel, dificultando a generalizagdo do potencial do agave
como fixador (40). Contudo, as caracteristicas quimicas e funcionais semelhantes entre
o mel e 0 agave sugerem que este Ultimo pode ser uma alternativa promissora.

5. Conclusao

A observagdo microscépica das laminas com cortes histolégicos, obtidos a partir de
diferentes protocolos de fixacdo, revelou que a solugdo de FNT a 10% foi a mais eficaz e
consistente entre as trés testadas. Entre as duas solu¢des de agave, a de agave a 20%
demonstrou-se ligeiramente superior em termos de eficacia e com menor variabilidade
nos resultados, quando comparada com a solugdo de agave a 10%. No entanto, ambas
apresentaram capacidade fixativa inferior a da FNT a 10%. Apesar das diferencas na
generalidade terem sido pouco significativas, os parametros MC e DN apresentaram
maior qualidade quando fixadas com FNT a 10%.

Entre os trés orgdos analisados, o coracdo destacou-se pela melhor preservagao,
exibindo as maiores médias e menor variabilidade na maioria dos parametros,
evidenciando uma capacidade superior de preservagao das estruturas histomorfoldgicas.
Ja o figado apresentou resultados superiores em comparagdo ao rim. No entanto, é
importante destacar aimpossibilidade de controlo do tempo de isquémia a frio, que pode
ter impactado os resultados. Embora todos os protocolos testados tenham utilizado
amostras sujeitas as mesmas condicGes, este pode ter influenciado significativamente a
preservacdo das estruturas celulares/tecidulares e moleculares dos tecidos.

Estudos futuros devem incluir maior nimero e diversidade de amostras, bem como
definir a concentragao ideal e a estabilidade do agave como fixador a longo prazo. Deve-
se também avaliar a compatibilidade de técnicas histoquimicas e imunohistoquimicas de
forma a garantir que o agave seja uma alternativa vidvel e confiavel a formalina. E ainda
importante referir a possibilidade de resisténcia a mudanga na implementagdo de uma
nova substancia diferente do normal quotidiano laboratorial, devido a familiaridade e
confianca na formalina.

Apesar de ambas as solugles de agave terem apresentado resultados inferiores aos
da FNT a 10%, o seu desempenho foi notavelmente bom e promissor, sugerindo que as
solugBes de agave, especialmente a de 20%, podem ser consideradas alternativas vidveis
com potencial para melhoria e otimizagao futura.

Material Suplementar: Grelha da avaliagao das laminas obtidas por valores.
Tabela 4. Grelha explicativa da avaliagdo dos cortes observados ao microscépio otico com
coloragao de hematoxilina-eosina.
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Membrana Celular

Detalhe Nuclear

Qualidade de Coloragido

Morfologia Tecidular

0
Insuficiente

Dificuldade na andlise e
identificagdo de
estruturas celulares
(contorno das células
individuais).

Ndcleos praticamente invisiveis
ou sem estrutura definivel.

Coloragdo inadequada, e
dificuldade de identificagdo

clara das estruturas e células.

Preservagdo morfoldgica insatisfatoria. Alteragdes
morfoldgicas graves que comprometem a interpretagdo
histoldgica. Inclui distor¢des severas na forma celular, perda
substancial da arquitetura tecidual ou presenca de artefactos
de fixagdo que tornam a amostra inadequada para analise
histopatoldgica.

1
Satisfatério

Visualizagdo razoavel das
estruturas celulares.

Nucleos visiveis, mas com
dificuldade, sem contornos
nitidos ou detalhes facilmente
percetiveis.

Identificagdo das estruturas,
com possibilidade de
inconsisténcias ou falta de
nitidez em certas dreas.

Preservagdo morfoldgica razoavel. As alteragdes morfoldgicas
sdo moderadas e podem afetar a interpretagdo histoldgica.
Algumas células ou estruturas teciduais podem apresentar

distorgdes significativas, mas a maioria dos componentes
permanece reconhecivel.

Ndcleos bem definidos e
facilmente identificaveis, com

Coloragdo uniforme,
estruturas bem visiveis e

Boa preservagdo morfoldgica. Ha algumas alteragdes

2 . - . morfoldgicas, mas sem impacto significativo na interpretagdo
Visualizagdo clara e nitida R R S K o L .
boa qualidade, mas com facilmente distinguiveis, com histolégica. A maioria dos componentes celulares estd bem
Bom das estruturas celulares X ) - ) ~
algumas areas de menor diferenciagdo celular preservada, com apenas pequenas distor¢des na forma ou
clareza. adequada. estrutura.
P . Excelente preservagdo morfoldgica. As células e tecidos
, L Coloragdo nitida, uniforme e N .
3 Ndcleos claramente visiveis, : o mantém uma morfologia normal e bem preservada, sem
Estruturas celulares - com excelente diferenciagdo A o«
L 0 bem definidos, com alta o evidéncias de artefactos ou danos de fixagdo. Todos os
Excelente definidas, andlise das estruturas teciduais, sem

detalhada e clara.

resolugdo e detalhe, sem dreas
comprometidas.

artefactos ou distorgdes.

componentes celulares estdo claramente definidos, e a
arquitetura tecidual é nitida e bem preservada.
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Resumo: O estroma hepatico é constituido maioritariamente por colagénio do tipo Ill, formando uma com-
plexa rede reticular que fornece suporte aos hepatdcitos. Diversas condi¢oes patoldgicas provocam altera-
¢Oes no padrdo normal das fibras reticulares, que podem ser evidenciadas por métodos de impregnagdo
argéntica. A qualidade destes métodos pode ser afetada por diversos fatores, como a fixagdo e o processa-
mento. O presente estudo pretende avaliar o efeito da espessura do corte histoldgico de diferentes amostras
hepaticas na qualidade da impregnacgdo argéntica das fibras reticulares. Foram usadas 61 amostras de tecido
hepatico fixado em formol e embebido em parafina. De cada amostra, foram obtidos dois cortes histoldgicos
seriados (3um e 4um de espessura) para a realizagdo da técnica de impregnacdo argéntica de Gordon &
Sweets. Para avaliagdo microscépica foram usados parametros, como a uniformidade e sensibilidade da im-
pregnagdo. Os resultados mostraram que a qualidade da impregnacdo é significativamente superior nos cor-
tes com uma espessura de 4um comparativamente aos de 3um (p<0.001), independentemente do tipo de
amostra, notando-se maiores diferengas ao nivel da uniformidade e da sensibilidade. Quando comparados
os diferentes tipos de amostras, as pegas cirdrgicas foram as que mostraram uma melhor uniformidade de
impregnacgdo para ambas as espessuras de corte (p<0,010), tendo mostrado uma maior sensibilidade de im-
pregnagdo apenas nos cortes de 3um de espessura (p=0,046) relativamente as microbidpsias. O presente
estudo evidencia uma melhor qualidade das impregnagGes argénticas em cortes com 4um de espessura. A
fixacdo e o processamento também poderdo influenciar a qualidade da impregnagdo, principalmente nas
microbidpsias.

Palavras-chave: Fibras reticulares; Figado; Gordon & Sweets; Impregnacgdo; Qualidade

1. Introdugdo

O figado é o segundo maior érgdo do corpo, sendo a sua principal fungdo metabolizar os
nutrientes absorvidos no trato gastrointestinal e fornecer substratos/biomoléculas a outros 6r-
gdos. Este é revestido por uma capsula de tecido conjuntivo que se ramifica para o interior do
parénquima hepatico, organizando-o em ldbulos que sdo constituidos por placas radiais e anas-
tomosadas de hepatécitos. O estroma hepatico é constituido maioritariamente por colagénio do
tipo Ill, formando uma complexa rede de fibras reticulares ramificadas, que fornece suporte aos
hepatdcitos e as células endoteliais dos capilares sinusoides. (1,2)

Diversas condigGes patoldgicas provocam em maior ou menor extensdo a destrui¢do, co-
lapso ou alteragGes do padrdo normal das fibras reticulares. (3) A avaliagdo do padrao reticular
em patologia hepatica é comumente utilizada para a caracterizacdo de diferentes lesdes benig-
nas, mas também para o diagndstico diferencial entre carcinoma hepatocelular e lesdes hepa-
tocelulares benignas. (4)
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Embora o diagndstico microscépico destas patologias se inicie pela observacdo de prepara-
¢cOes histoldgicas coradas pela coloragdo de rotina, a Hematoxilina e Eosina, é usual recorrer a
histoquimica para identificar caracteristicas morfoldgicas que ndo sao facilmente observadas por
esta coloragdo, como é o caso das fibras de reticulina. (5) Estas sdo constituidas por fibrilas muito
finas e ndo sdo distinguiveis das fibras de colagénio pela coloragdo de rotina ou pelos métodos
tricrémicos. (3) Por esse motivo, para a demonstragdo das fibras reticulares sdo utilizadas as im-
pregnacoes argénticas, que se baseiam no seu componente glucidico interfibrilar e que ndo existe
nas fibras de colagénio. (3) Ao evidenciar apenas as fibras reticulares, estas técnicas auxiliam na
avaliacdo da arquitetura das placas hepaticas, nomeadamente, a expansdo nas condi¢Oes rege-
nerativas e neoplasicas, a compressao das placas na hiperplasia regenerativa nodular e o colapso
da estrutura de reticulina na necrose. (5,6)

Os métodos de impregnacdo argéntica sdo baseados na utilizagdo de sais de prata, que pre-
cipitam e se depositam em locais previamente sensibilizados do tecido, proporcionando um con-
traste elevado e uma facil observagdo ao microscoépico ético. (7,8) Existem varios métodos de
impregnacao argéntica para a demonstracdo das fibras reticulares, sendo um dos mais comuns a
técnica de Gordon & Sweets, que se baseia na argirofilia destas fibras. (9)

A qualidade das coloragdes histoquimicas pode ser afetada por varios fatores, como a fixa-
¢do, o processamento histoldgico e a espessura dos cortes histoldgicos. (10) A fixagdo pode alterar
a capacidade de os tecidos reagirem com corantes, através de uma alteragdo quimica dos tecidos.

Embora na literatura ndo esteja bem documentada a espessura ideal para a demonstragdo
das fibras reticulares pelas técnicas de impregnacgao argéntica em tecido hepatico, alguns kits co-

merciais da técnica de Gordon & Sweets recomendam a utilizagdo de cortes com espessuras entre
4a6um. (11-17)

No Servigo de Anatomia Patolégica da Unidade Local de Saude S3o Jodo (SAP-ULSSJ), foi
identificada uma problematica relacionada com a impregnagao argéntica das fibras reticulares.
Neste Servico foi observado que a impregnacao das fibras reticulares com a solugdo de prata amo-
niacal é mais fraca e heterogénea ou, por vezes, totalmente ausente no tecido de microbidpsias
hepdticas, quando comparada com a impregnacao obtida no tecido de controlo positivo, proveni-
ente de uma pega cirdrgica hepatica. Perante esta situa¢do, é importante averiguar quais os pos-
siveis fatores que podem estar a influenciar a qualidade da impregnacgdo argéntica e procurar so-
lugdes adequadas para a resolugdo do problema.

O objetivo do presente estudo é avaliar o efeito da espessura do corte histolégico de diferen-
tes tipos de amostras de tecido hepatico na qualidade da impregnacdo argéntica das fibras de
reticulina e determinar se a espessura do corte tem valor preditivo na qualidade da impregnacao.

2. Materiais e Métodos

2.1. Amostra

Para o presente estudo foram utilizadas 61 amostras de tecido hepatico fixadas em formol
neutro tamponado a 10% e embebidas em parafina, rececionadas no SAP-ULSSJ, entre 1 de ja-
neiro de 2023 e 31 de dezembro de 2023. Foram incluidas amostras de tecido hepatico proveni-
entes de diferentes procedimentos de colheita: 26 microbidpsias, 17 bidpsias em cunha e 18 de
tecidos provenientes de pegas cirurgicas, reconhecidas para o estudo como diferentes tipos de
amostras.

Ap0ds consulta do diagndstico anatomopatoldgico, foram excluidas todas as microbidpsias e
bidpsias em cunha com neoplasia, devido a possiveis alteragdes ou auséncia das fibras de reticu-
lina nestes tecidos. Nas pecas cirurgicas, foi utilizado o bloco com o fragmento representativo do
tecido hepatico preservado. Além disso, foram excluidas amostras com evidéncias de autdlise e
necrose, bem como amostras em que, apds impregnacao, ndo se observavam fibras reticulares.

2.2. Processamento Histologico

As amostras foram submetidas a diferentes processamentos histoldgicos: os fragmentos das
pecas cirurgicas e bidpsias em cunha foram processados overnight, com cerca de 14 horas, en-
quanto algumas microbidpsias foram submetidas a um processamento rapido, com cerca de 2
horas, e outras a um processamento overnight, mediante a urgéncia do exame e a hora de rece¢ao
da amostra no SAP-ULSS).
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O processamento overnight foi realizado no equipamento Tissue-Tek® VIP® (Sakura Finetek,
Toquio, Japdo), enquanto o processamento rapido foi efetuado no equipamento Shandon Excel-
sior™ ES (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), de acordo com os protocolos regis-
tados nas Tabela 1 e Tabela 2, respetivamente.

Tabela 1 - Protocolo do processamento de tecidos overnight realizado no equipamento Tissue-Tek® VIP®

Processamento Overnight

Reagente Tempo Temperatura Pressdo e Vacuo Agitacdo
Formol 1 hora Ambiente Ndo Sim
Formol 1 hora Ambiente Sim Sim

Etanol Absoluto 1 hora Ambiente Sim Sim
Etanol Absoluto 1 hora Ambiente Sim Sim
Etanol Absoluto 1 hora Ambiente Sim Sim
Etanol Absoluto 1 hora Ambiente Sim Sim
Etanol Absoluto 1 hora Ambiente Sim Sim
Xilol 1 hora Ambiente Sim Sim

Xilol 1 hora Ambiente Sim Sim

Xilol 1 hora 352C Sim Sim
Parafina 1 hora 632C Sim Nao
Parafina 1 hora 639C Sim Nao
Parafina 1 hora 632C Sim N3o
Parafina 1 hora 632C Sim Ndo

Tabela 2 - Protocolo de processamento de tecidos rapido realizado no equipamento Excelsior™ ES

Processamento Rapido

Reagente Tempo Temperatura Pressdo e Vacuo Agitacao
Formol 5 minutos Ambiente Nao Sim
Formol 5 minutos Ambiente Nao Sim

Etanol Absoluto 5 minutos 30°C Sim Sim
Etanol Absoluto 10 minutos 302C Sim Sim
Etanol Absoluto 10 minutos 30°C Sim Sim
Etanol Absoluto 10 minutos 30eC Sim Sim
Etanol Absoluto 10 minutos 30eC Sim Sim
Xilol 10 minutos 30°C Sim Sim
Xilol 5 minutos 30eC Sim Sim
Xilol 10 minutos 30°C Sim Sim

Parafina 10 minutos 30°C Sim Sim
Parafina 20 minutos 642C Sim Sim
Parafina 10 minutos 642C Sim Sim
Parafina 10 minutos 64°C Sim Sim

2.3. Impregnagdo Argéntica

ApOs a selecdo dos casos mais adequados para o presente estudo, foram realizados dois
cortes histolégicos seriados de cada bloco, de 3 um e 4 um de espessura, que foram estendidos
em laminas de vidro ndo adesivadas e, posteriormente, colocadas na estufa a 702C durante 30
minutos.

Em todos os cortes foi realizada uma impregnacdo argéntica pela técnica de Gordon & Swe-
ets para a demonstragdo das fibras reticulares. (3) Apds a desparafinagdo e hidratagao, os cortes
histoldgicos foram oxidados com uma solucdo de permanganato sulfurico, durante 5 minutos,
seguindo-se um branqueamento com uma solugdo de acido oxalico a 1%, até os cortes ficarem
brancos. Posteriormente, foram incubados numa solugdo de alimen de ferro a 2,5%, durante 20
minutos. De seguida, os cortes foram incubados com uma solu¢do extemporanea de nitrato de
prata amoniacal, durante 2 minutos.

Ap0ds a impregnacao, foi realizada a reduc¢do da prata com uma solugdo aquosa de formol a
10%, durante 2 minutos, seguida da viragem com uma solucdo de cloreto de ouro a 5%, durante
5 minutos. O excesso de prata e ouro foi removido com uma solugdo de hipossulfito de sodio a
5%, durante outros 5 minutos. Para finalizar, os cortes foram contrastados com verde luz, durante
1 minuto, desidratados, diafanizados e montados em meio sintético.
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Desde a oxidacdo dos tecidos até ao contraste, entre as sucessivas incubacoes, foram reali-
zadas lavagens uniformes com 4gua destilada.

Para confirmar a sensibilidade da solugdo extemporanea de nitrato de prata amoniacal e
verificar a conformidade de todos os reagentes, a técnica de impregnacgao argéntica de Gordon &
Sweets foi testada previamente numa lamina com tecido controlo.

2.4. Avaliagdo Microscopica

As preparacGes histoldgicas foram observadas por trés observadores independentes e ava-
liadas nos seguintes parametros: impregnacdo da rede reticular, uniformidade da impregnacao,
sensibilidade da impregnacdo, auséncia/presenca de precipitado inespecifico e contraste (Tabela
3). Cada parametro foi avaliado mediante uma escala pré-definida (Tabela 3) e a qualidade da
impregnacdo foi determinada pelo somatério da pontuagdo atribuida a cada parametro. Uma vez
que o somatdrio da pontuagdo maxima atribuida é 12, foi considerada uma impregnagao aceitavel
quando a sua pontuacao total é de pelo menos 9 (igual ou superior a 75% do somatdério maximo).

Tabela 3 - Pardmetros e escalas utilizadas para a avaliagdo microscopica da impregnagdo argéntica pela técnica de Gordon
& Sweets
Parametro de Avaliacdo Escala (pontos)
Ausente (0%)
Incompleta (<75%)
Quase completa (75-95%)
Completa (>95%)
Impregnacdo fraca ou ausente, com dificuldade na identificagdo das
fibras
1. Impregnagdo heterogénea ou homogénea fraca, que ndo permite
identificar claramente muitas das fibras
2. Impregnagdo heterogénea, mas que permite identificar a maioria das
fibras
3. Impregnagdo homogénea e com intensidade 6tima para identificagdo
clara das fibras
0. Pouco sensivel - ndo se observam as fibras de menor calibre, numa
objetiva de 40x
1. Moderadamente sensivel - as fibras de menor calibre observam-se
apenas na objetiva de 40x
2. Muito sensivel - observam-se as fibras de maior e de menor calibre,
numa objetiva de 10x
0.  Muito precipitado - presenca de precipitado inespecifico em grande
quantidade, dificultado a identificagdo das fibras
1.  Precipitado ligeiro > observa-se uma ligeira presenca de precipitado
Precipitado inespecifico inespecifico no corte, no entanto nao influencia a identificagdo das fi-
bras
2. Sem precipitado > ndo se observa a presenca de precipitado inespe-
cifico
0. Inaceitdvel - contraste pouco intenso ou excessivo, dificultando a
identificagdo das fibras
Contraste 1. Aceitdvel
2. Desejavel - contraste com intensidade ideal para a identificagdo das
fibras

Impregnagao da rede reticular

e|wnNE o

Uniformidade da impregnagao

Sensibilidade da impregnagao

2.5. Andlise Estatistica

Os resultados obtidos nas diferentes avaliagdes microscopicas foram analisados estatistica-
mente no programa informatico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versao 29. Ini-
cialmente, foram determinadas as médias e os respetivos desvios-padrdo para todos os parame-
tros avaliados. Para averiguar a existéncia de diferengas estatisticamente significativas, a pontu-
acdo média obtida em cada parametro e também na qualidade da impregnagao foram compara-
dos através do Teste T Student para as duas espessuras de corte e, através do Teste de Tukey HSD
(do inglés Honestly Significant Difference), para os diferentes tipos de amostras, considerando-se
um nivel de significancia (p) de 0,05.

Para determinar o valor preditivo da espessura do corte histolégico na qualidade da impreg-
nacdo, foi realizada uma avaliacdo por Regressdo Logistica Binaria.
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3. Resultados

O presente estudo foi realizado em 26 microbidpsias, 17 bidpsias em cunha e 18 tecidos
provenientes de pegas cirurgicas, num total de 61 amostras.

A analise das avaliagGes microscépicas das referidas amostras demonstrou que a qualidade
da impregnacdo argéntica foi significativamente superior nos cortes com 4um de espessura, com-
parativamente a encontrada nos cortes com 3um de espessura, independentemente do tipo de
amostra (Figura 1A e Figura 1B).
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Figura 1 - Qualidade da impregnagdo argéntica: (A) De acordo com a espessura do corte histolégico, independente-
mente do tipo de amostra. (B) De acordo com a espessura do corte histoldgico e o tipo de amostra.

Representados graficamente os valores médios encontrados para um N=61. Microbx — microbidpsias; Bx — biépsias em cunha; Pega —
pegas cirdrgicas. *p<0,05 pelo teste T Student; ** p<0,05 pelo teste Tukey HSD.

Os resultados obtidos na qualidade da impregnacao foram devidos principalmente aos pa-
rametros da impregnacao da rede reticular, uniformidade da impregnacgao e sensibilidade da im-
pregnacdo, para os quais foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre as
duas espessuras de corte (p<0,001 para os trés parametros) (Figura 2).

Em contrapartida, a auséncia/presenca de precipitado e a qualidade do contraste n3o apre-
sentaram diferencas estatisticamente significativas, relativamente a espessura do corte histolo-
gico e aos tipos de amostras hepaticas (Figura 3). No entanto, na primeira série de laminas im-
pregnadas, verificou-se a presenca de precipitado inespecifico ligeiro a abundante e o contraste
foi insuficiente.
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Figura 2 - Avaliagdo dos diferentes parametros microscopicos,
de acordo com a espessura do corte histoldgico.

Representados graficamente os valores médios encontrados para um
N=61. *p<0,05 pelo teste T Student
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Quando comparados os tipos de amostras, a uniformidade da impregnagao nos tecidos de
pecas cirurgicas foi estatisticamente superior a verificada nas microbidpsias e bidpsias em cunha,
tanto nos cortes histoldgicos com 3um (p>0,001 e p=0,003, respetivamente), como nos cortes
com 4um de espessura (p>0,01 e p=0,010, respetivamente) (Figura 3).
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Figura 3 — Avaliagdo dos diferentes parametros microscdpicos, de acordo com a espessura do corte histoldgico e o tipo de
amostra.

Representados graficamente os valores médios encontrados para um N=61. Microbx — microbidpsias; Bx cunha — bidpsias em cunha; Pega
— pegas cirdrgicas. *p<0,05 pelo teste T Student; **p<0,05 pelo teste Tukey HSD

De uma forma geral, nos tecidos provenientes de pegas cirdrgicas, a impregnagdo encon-
trada foi mais homogénea e intensa, facilitando a observacdo da arquitetura da rede reticular
hepatica (Figura 4). De referir que, independentemente da espessura do corte histolédgico, na
margem cirurgica de bidpsias em cunha foi observada uma impregnagdo menos intensa e, por
vezes, ausente das fibras reticulares, mesmo na presenca de placas de hepatdcitos preservadas.

Embora a impregnagdo argéntica em cortes histoldgicos provenientes de pecas cirurgicas
apresentasse uma intensidade (sensibilidade) maior do que a obtida nos outros tipos de amostras,
apenas foram encontradas diferencgas estatisticamente significativas nos cortes histolégicos com
3um de espessura entre as pegas cirurgicas e as microbidpsias (p=0,037).
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Biépsia em Cunha Microbiépsia

Peca Cirargica

Figura 4 - Microfotografias representativas das impregnagBes argénticas realizadas nos diferentes tipos de amostra
de tecido hepatico com diferentes espessuras. Nas pegas cirurgicas, a impregnagdo é mais intensa e uniforme, en-
guanto nas bidpsias em cunha e nas microbidpsias, a impregnagdo é de menor intensidade e ndo uniforme. Técnica
de Gordon e Sweets, numa ampliagdo de 400x.

De acordo com a pontuacdo obtida para a qualidade da impregnacao, cada preparacao his-
toldgica foi classificada como aceitavel ou ndo aceitavel, verificando-se que das 61 amostras es-
tudadas, apenas 36% das impregnacdes efetuadas em cortes com 3um de espessura foram con-
sideradas aceitaveis, enquanto para as efetuadas em cortes com 4um de espessura, o valor obtido
foi de 87% (Figura 5).
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Figura 5 - Classificagdo das impregnac@es argénticas como aceitaveis ou
ndo aceitaveis, de acordo com a espessura do corte histoldgico e o tipo
de amostra. Microbx — microbiépsias; Bx cunha — bidpsias em cunha; Pega — pe-
as cirdrgicas

Quando avaliado o valor preditivo da espessura do corte, verificou-se que uma impregnacgdo
num corte histolégico com 4um de espessura tem cerca de 11,7 vezes maior probabilidade de ser
aceitdvel do que uma impregnagdo num corte com 3um de espessura, confirmando que a
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espessura do corte histoldgico tem valor preditivo na qualidade da impregnacdo argéntica para
as fibras de reticulina.

4, Discussao

Os resultados do presente estudo evidenciam que a espessura de um corte histolégico de
tecido hepatico afeta a qualidade das impregnagdes argénticas. A sua analise demonstrou que a
qualidade da impregnagdo argéntica foi significativamente superior nos cortes histoldégicos com
4um de espessura, comparativamente as efetuadas em cortes com 3um de espessura, indepen-
dentemente do tipo de amostra em estudo.

As diferengas observadas na qualidade da impregnacao sao um reflexo dos valores encon-
trados nos parametros da impregnacgao, uniformidade e sensibilidade, apontando para que nos
cortes histolégicos com 4um de espessura, por serem mais espessos, a impregnacao da rede de
fibras reticulares é completa ou quase completa, mais intensa e homogénea e também com me-
Ihor demonstragdo das fibras de menor calibre, em comparagdao com os cortes de 3um de espes-
sura. Estes resultados sugerem que cortes histoldgicos mais espessos permitem uma maior depo-
sicdo de prata metalica nas fibras de reticulina, facto que melhora a sua demonstracdo. De acordo
com lzuta et al. (2023), a utilizagdo de cortes mais espessos facilita a visualizagdo tridimensional
da rede reticular, bem como das alteragdes estruturais, por vezes subtis, que ocorrem em contex-
tos neoplasicos e inflamatérios. (4)

Deste modo, uma vez que a demonstragdo da rede reticular tem como objetivo a observagao
detalhada da arquitetura do figado, uma impregnagdo mais intensa (sensivel) e uniforme é essen-
cial para a identificacdo de alteragGes estruturais associadas a diversas patologias. No caso das
patologias benignas, como a cirrose, a impregnagado argéntica deve auxiliar o delineamento dos
nddulos e a identificacdo de certas caracteristicas, como a distribuicdo e a espessura das fibras
reticulares ao seu redor. De referir que esta técnica de impregnacgao das fibras reticulares é tam-
bém usada para a caracterizagdo das lesGes tumorais, revelando a diminui¢cdo e desorganizagao
das fibras em torno das células tumorais, o que permite distinguir adenomas de carcinomas he-
patocelulares. (11)

De acordo com a literatura, a espessura de corte para a maioria das colora¢des especiais
deve variar entre 3 a 5um, consoante o tipo de tecido e o que se pretende demonstrar, por per-
mitir um equilibrio entre a qualidade da coloraco e a integridade estrutural dos tecidos. E essen-
cial que o corte histoldgico seja fino o suficiente para permitir uma boa penetragao dos reagentes,
sem sobreposicdo significativa de estruturas celulares, mas também espesso o suficiente para
manter a integridade do tecido e das fibras. (4,9) Relativamente aos métodos de impregnacao,
podem ser necessarios cortes histoldgicos de diferentes espessuras, dependendo da estrutura ou
componente que se pretende demonstrar. Por exemplo, para a demonstrac¢do das neurofibrilas e
de placas senis no cérebro, os métodos devem ser realizados em cortes mais espessos (>10um),
por permitirem uma melhor visualizagdo das estruturas e consequentemente uma melhor dife-
renciagdo (12), enquanto para a demonstragdo de bactérias os métodos devem ser realizados em
cortes menos espessos (<3 um), para diminuir a impregnagao inespecifica de fundo. (13) Especi-
ficamente para a técnica de Gordon & Sweets, a espessura de corte ideal ndo esta bem documen-
tada na literatura, contudo alguns autores e alguns kits comerciais sugerem a utilizacdo de cortes
histolégicos com uma espessura entre 4 a 6 um. (11-17, 18)

Embora os parametros precipitado e contraste ndo tenham revelado diferengas estatistica-
mente significativas entre as duas espessuras de corte, as pontua¢des médias obtidas para estes
parametros foram inferiores ao esperado. Estes resultados podem ser explicados pela presenca
de precipitado moderado e um contraste fraco nas primeiras séries de cortes histoldgicos impreg-
nados. A realizagdo de lavagens mais intensas apds a etapa da impregnagdo e o aumento do
tempo de incubagcdo com o contrastante verde luz permitiram ultrapassar estes problemas.

Quando comparados os trés tipos de amostras hepaticas, a sensibilidade da impregnagdo
revelou ser significativamente diferente nos cortes com 3um de espessura entre os tecidos pro-
venientes de pecas cirdrgicas e as microbidpsias, verificando-se que a utilizagcdo de cortes histo-
I6gicos com 4um de espessura permite obter uma sensibilidade semelhante entre os diferentes
tipos de amostra. Tal resultado sugere que a utilizagdo de cortes mais espessos permite ultrapas-
sar as diferencas de sensibilidade da impregnagao encontradas nos cortes com espessura de 3 um
entre os fragmentos de pecas cirurgicas e microbidpsias.

A uniformidade da impregnac¢do também revelou ser estatisticamente superior nos tecidos
provenientes de pegas cirlrgicas comparativamente aos outros tipos de amostras, para ambas as
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espessuras de corte. Estes resultados podem estar relacionados com o facto de as amostras terem
sido sujeitas a processos de fixagdo e processamento histolégico diferentes. Etapas, como a fixa-
¢do e o processamento histologico, inadequadas, podem diminuir a qualidade da coloragao, pelo
que é de extrema importancia garantir a sua eficacia. (19) Um tempo de isquemia a frio longo,
associado a necrose e consequente destruicdo dos constituintes celulares interfere com a quali-
dade das coloragdes histoldgicas, assim como um periodo de fixagdo insuficiente, que pode causar
fixacdo zonal dos tecidos, alterando a morfologia e as caracteristicas tintoriais dos mesmos.
(18,20) Além disso, o processamento altera a reatividade e a afinidade dos componentes tecidu-
ais, interferindo com a capacidade de penetragdo dos corantes nos tecidos e substancias-alvo.
(11)

Neste estudo nao foi possivel avaliar a influéncia da fixacdo na qualidade da impregnacao
por ndo existirem registos sobre o tempo de fixagdo de cada amostra, assim como n&o foi possivel
avaliar a influéncia do processamento histolégico por apenas quatro das microbidpsias terem sido
sujeitas a processamento rapido e todas as restantes amostras a processamento overnight. Em
estudos futuros, pretende-se monitorizar os tempos de fixagdo dos fragmentos e avaliar o im-
pacto dos diferentes processamentos histoldogicos na impregnacdo argéntica das fibras reticula-
res.

Foi, ainda, observada uma impregnacdao menos intensa e, por vezes, ausente das fibras reti-
culares, na margem cirurgica de bidpsias em cunha, mesmo na presenca de placas de hepatdcitos
preservadas, tanto nos cortes com 3um como nos cortes com 4um de espessura, provavelmente
causada pela utilizagdo de bisturi elétrico e consequente cauterizagdo do tecido.

Além disso, achados semelhantes foram observados na periferia de algumas microbidpsias,
em cortes de ambas as espessuras, cuja causa mais provavel serd o processamento histolégico
excessivo, uma vez que a maioria das microbidpsias neste estudo foram submetidas a um proces-
samento overnight. Este processamento mais longo pode ter causado danos teciduais na periferia
destas amostras, principalmente devido a etapa de embebicdo do tecido em parafina a altas tem-
peraturas, durante 4 horas.

De todas as amostras avaliadas neste estudo, 61% obtiveram uma impregnagdo aceitavel,
constatando-se que a percentagem de resultados ndo aceitaveis foi sempre superior nos cortes
histoldgicos de 3um de espessura. Pelo exposto, a espessura dos cortes histoldgicos possui valor
preditivo na qualidade da impregnagdo argéntica, onde cortes histolégicos mais espessos propor-
cionam melhores resultados, especialmente em microbidpsias e em bidpsias em cunha.

5. Conclusdes

No presente trabalho foi estudada a influéncia da espessura do corte histolégico na quali-
dade daimpregnacdo argéntica em diferentes tipos de amostras de tecido hepatico. Os resultados
obtidos sugerem que, independentemente do tipo de amostra, a espessura dos cortes histoldgi-
cos desempenha um papel crucial na qualidade da impregnacgao argéntica das fibras reticulares.

Foi possivel concluir que cortes histologicos com 4um de espessura apresentam uma melhor
qualidade de impregnagao, comparativamente aos cortes com 3um de espessura, uma vez que a
impregnacao da rede reticular é mais completa, intensa e homogénea, o que favorece a sua de-
monstragdo que é crucial para identificar altera¢Ges associadas a diversas patologias. Como pers-
petiva futura, pretende-se avaliar a influéncia da fixagdo e do processamento histoldgico na qua-
lidade da impregnacdo argéntica.
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Abstract: Colorectal carcinoma (CRC) is the third most common cancer worldwide. Although
conventional treatments and targeted therapies, most patients respond poorly to these treat-
ments. The five-year survival rate for patients with advanced CRC is around 14%, and metastasis
occurs in more than 50% of patients with CRC. Immunotherapy has emerged as a promising treat-
ment approach, potentially improving positive clinical outcomes while addressing the limitations
of conventional therapies. However, patients with CRC who benefit from immunotherapy remain
a minority, and resistance to treatment continues to be a challenge. In this systematic literature
review, we aimed to assess the efficacy of immunotherapy, with a focus on immune checkpoint
inhibitors and combined action strategies to optimize their performance. This review followed the
PRISMA guidelines, and the research was conducted in PubMed, Embase, and Web of Science
databases, with additional research on the ClinicalTrials.gov website. A total of 20 studies were
included. Combining immune checkpoint inhibitors with standard therapies (radiotherapy and
chemotherapy) and targeted treatments (such as angiogenesis inhibitors, tyrosine kinase inhibi-
tors, and MEK inhibitors) demonstrated modest safety and efficacy. Preliminary data suggest that
local and systemic immunosuppression limits treatment efficacy, particularly in hepatic metasta-
ses. This review highlights the need for further studies on therapeutic combination strategies with
immune checkpoint inhibitors and their optimization for treating CRC patients.

Keywords: Immunotherapy, Colorectal Cancer, Immune Checkpoint Inhibitors, Treatment Outcome.

1. Introduction

Colorectal carcinoma (CRC) is the third most common type of cancer worldwide (1). Its inci-
dence and mortality have been increasing in recent years, becoming the second leading cause of
cancer-related death globally (2—-4).

Colorectal cancer is a heterogeneous disease, and the underlying genetic differences among
tumours can define the behaviour and prognosis of the disease (5,6). Although screening has re-
duced the incidence and mortality, approximately 25% of CRC patients present advanced-stage
disease at the time of diagnosis, and 50% will develop metastasis (3). The five-year survival rate
for patients with advanced CRC is around 14% (3).

Most CRC cases are sporadic and exhibit more frequent mutations in tumour suppressor
genes and oncogenes, such as the Adenomatous Polyposis Coli (APC) gene in 81% of cases, the
Tumor Protein 53 (TP53) gene in 60%, and the Kirsten Rat Sarcoma Virus (KRAS) gene in 43% (7).
Regarding genomic alterations, three main instability pathways are identified: the Wnt/B-catenin
pathway, the microsatellite instability (MSI) pathway, and the serrated pathway with CpG island
methylation (8, 9,10). Given the loss of expression of proteins involved in the DNA mismatch re-
pair (MMR) and the status of microsatellite instability (MSl), it is possible to classify CRC into three
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main types: deficient mismatch repair-high microsatellite instability (dMMR-MSI-H), proficient
mismatch repair-low microsatellite instability (pMMR-MSI-L), and proficient mismatch repair-mi-
crosatellite stability (pMMR-MSS) without MSI characteristics (11).

Colorectal tumours may thus present a dMMR-MSI-H signature with a high mutational burden or
a pMMR-MSI-L signature with a low mutational burden (12). The incidence of dAMMR-MSI-H tu-
mours is about 14%, accounting for only 3 to 5% of metastatic CRC cases (13). In this subtype, MSI
promotes the accumulation of mutations in tumour DNA, which induces immunogenicity (14),
representing a window of opportunity for new therapeutic strategies.

Regarding treatment strategies, conventional treatments for CRC include surgery, chemo-
therapy and radiotherapy, either in combination or monotherapy (15, 16). Despite combined reg-
imens and new targeted therapies significantly improving clinical response, 50% of patients still
experience recurrence (17,18).

Immunotherapy has emerged as a promising therapeutic area that aims to harness the im-
mune system, using highly specific and targeted strategies to overcome the immune deficiency
induced by the tumour (19). Immune Checkpoint Inhibitors (ICl) are the most promising among
the numerous strategies already developed. The action of immune checkpoint inhibitors targets
co-inhibitory receptors such as "Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4" (CTLA4) and "Pro-
grammed Death-1" (PD1) on T cells and other immune cell subpopulations, as well as their ligands
like "Programmed Death-Ligand 1" (PDL1) on tumour cells and/or other cells of the immune sys-
tem (13). In this context, the main goal of this therapeutic strategy is to prevent T cell dysfunction
and apoptosis while enhancing T cell activation and boosting the cytotoxic death of neoplastic
cells (13). Clinical studies have shown that patients receiving immunotherapy experience longer
long-term survival. However, there are still reports of patients with metastatic dMMR-MSI-H CRC
who experience disease progression within a short period, especially in monotherapy regimens
(6).

This systematic literature review aimed to assess the efficacy of immunotherapy in treating
CRC and the current and future challenges in administering immune checkpoint inhibitors in this
context. Therefore, the central objective focuses on immune checkpoint inhibitors and combined
action strategies to optimise their effectiveness.

2. Materials and Methods

This review followed the guidelines proposed by the Preferred Reporting Items for System-

atic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA, 2020). The research question was formulated, serving
as the guiding principle for the entire study. The topics integrated into the PICO acronym (P -
Population, | - Intervention, C - Comparison, O - Outcome) were followed for its formulation. The
research question was: "What is the impact of combined therapeutic strategies with immune
checkpoint inhibitors in colorectal carcinoma?"
An extensive bibliographic search was conducted concerning three main databases: PubMed, Em-
base, and Web of Science. Additionally, a search was carried out on the ClinicalTrials.gov website,
focusing on clinical trials of immune checkpoint inhibitors in the context of colorectal carcinoma.
The search was conducted between January and May 2024, and the search strategy is presented
in the following table.

The inclusion criteria were established as follows: (i) free full-text articles, (ii) randomised
clinical trials, (iii) non-randomized clinical trials, and (iv) prospective studies. A defined period was
set for inclusion, selecting only studies published in the last 5 years. The exclusion criteria were
defined as: (i) studies that do not include "colorectal carcinoma"; (ii) studies that do not include
"immunotherapy"; (iii) studies in vitro cell culture; (iv) in vivo studies in animal models; (v) studies
that do not provide access to data/results; and (vi) literature reviews and meta-analyses.

All selected articles were imported into the Mendeley Desktop reference management soft-
ware, and removed duplicate articles. Subsequently, these articles were analysed based on the
"Title/Abstract" to identify their potential relevance, relying on the eligibility criteria previously
mentioned. The articles selected at this stage proceeded to full-text reading, detailed analysis,
and data extraction. Two independent reviewers performed this process, and in the case of non-
consensual selection and analysis of the studies, a third reviewer was consulted.
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Table 1. Literature research strategy.

Databases Search

Search: (“Colorectal Cancer" [MeSH Terms] OR "Colorectal Cancers" OR "Colorectal Carcinoma" OR "Colorectal Carcinomas"))
AND ("Immunotherapy” OR "Immunotherapies")) AND (“Treatment Outcome" [MeSH Terms] OR "Outcome, Treatment" OR
"Patient-Relevant Outcome” OR "Outcome, Patient-Relevant” OR "Patient Relevant Outcome” OR "Patient-Relevant Outcomes™ OR
"Clinical Effectiveness” OR "Effectiveness, Clinical" OR "Treatment Effectiveness" OR "Effectiveness, Treatment” OR "Treatment
Efficacy” OR "Efficacy, Treatment" OR "Clinical Efficacy" OR "Efficacy, Clinical")) OR/AND ("Drug Resistance, Neoplasm" [MeSH
Pubmed Terms] OR "Drug Resistance, Antineoplastic® OR "Neoplasm Drug Resistance” OR "Antineoplastic Agent Resistance" OR
"Antineoplastic Drug Resistance"))) OR/AND (“Immune Checkpoint Inhibitors" [MeSH Terms] OR “Checkpoint Blockade, Immune*
OR "Checkpoint Blockers, Immune" OR "Checkpoint Inhibition, Immune" OR "Checkpoint Inhibitor, Immune” OR "“Checkpoint

Inhibitors, Immune” OR "Immune Checkpoint Blockade" OR "Immune Checkpoint Blockers" OR "Checkpoint Inhibition" OR

"Immune Checkpoint Inhibitor") Filters: Last 5 years; "Full text"; "Free full text"

Search: ("Colorectal Cancer") AND ("Immunotherapy") AND ("Immune Checkpoint Inhibitors") OR/AND ("Treatment Outcome")
Embase OR/AND ("Drug Resistance) Filters: Last 5 years; “Clinical trial”’; “Clinical trial topic”; “Randomized Controlled trial”; “Randomized

Controlled trial topic”

Search: ("Colorectal Cancer") AND ("Immunotherapy") AND ("Immune Checkpoint Inhibitors") OR/AND ("Treatment Outcome™)

Web of Science
OR/AND ("Drug Resistance) Filters: Last 5 years; “Open access”; “Article”

Abbreviations Legend: MeSH = Medical Subject Headings

The flowchart that reflects the research methodology and study selection process is outlined

in Figure 1.
[ Identification of studies via databases and reaisters J
Records identified from*:
é Databases (n = 11252) Records removed before screening:
I+
= - Pubmed (n = 1225) Records removed for search filters.
€ - Embase (n = 7145)
S - Web of Science (n =
2882)
l Records excluded
Records screened: (n = 584) Duplicates (n = 28)
Records excluded by title/ abstract (n =
341)
l Reports not retrieved
Reports sought for retrieval: (n R
g =215) (n=0)
g
s l Reports excluded:
Reports assessed for eligibility Reviews (n =27)
(n=215) > Unrelated studies (n = 123)
In vitro studies/ animal model (n= 8)
Opinion articles (n = 4)
— No permission (n= 18)
No data/results available (n=7)
& Retrospective studies (n=7)
2 Studies included in review (n = B
TC’ 20) Case report (n=1)

Figure 1. Research flowchart.



Trends in Biomedical Laboratory Science 2025, Vol. 3, N.* 1 30 of 44

As shown in Figure 1, 1252 potentially relevant articles were identified, and after applying the
previously mentioned search filters, this number was reduced to 584. Subsequently, duplicate ar-
ticles were removed, and the remaining articles were analysed by title and abstract, narrowing the
search down to 215 articles. Full-text reading was performed, and the following were excluded: 27
review articles and meta-analyses, 123 articles that were not related to the topic, 8 in vitro (cell
culture) and in vivo animal model studies, four opinion articles, seven retrospective studies, 1 case
report, seven studies without presented results, and finally, 18 articles without access permission.
In the end, 22 articles were selected for this review.

The studies highlight the mechanisms of immune checkpoint inhibitors in the context of col-
orectal carcinoma. Therapeutic combination strategies are discussed, including the combination
of these drugs with conventional methods (chemotherapy and radiotherapy) and with targeted
therapies (angiogenesis inhibitors, epidermal growth factor receptor inhibitors (EGFR), tyrosine
kinase inhibitors (TKI), MEK inhibitors, and antiretroviral treatment). To assess the quality of evi-
dence from each of the studies selected for inclusion in this systematic review, two tools from the
Cochrane risk of bias tool were used: one aimed at evaluating the risk of bias in non-randomized
intervention studies, ROBINS-I (21), and another for assessing the risk of bias in randomised clin-
ical trials, ROB 2 (22). After analysis, it was found that most of the articles included in this review
presented a low risk of bias.

3. Results

Twenty studies were included, focusing on therapeutic combination strategies with immune
checkpoint inhibitors in the context of colorectal carcinoma.

3.1. Immune Checkpoint Inhibitors and Conventional Treatments (Chemotherapy and Radiother-
apy):

In the Phase 2 clinical trial (NCT03104439), the aim was to investigate the impact of the
therapeutic combination of ICI anti-CTLA-4 (Ipilimumab) and anti-PD-1 (Nivolumab) with radio-
therapy and its influence on Disease Control Rate (DCR) (23). The sample included 40 patients
with metastatic colorectal cancer (mCRC). After the intervention, the DCR was 25% (10/40 partic-
ipants; 95% Cl: 13—41%) with an objective response rate (ORR) of 10% (4/40; 95% Cl: 3-24%) (23).
In a per-protocol analysis with radiotherapy, the DCR was 37% (10/27; 95% Cl: 10-56%), and the
ORR was 18% (3/17; 95% Cl: 4-43%) (23). The mCRC cohort also showed a median Progression-
Free Survival (PFS) of 2.4 months (95% ClI: 1.8-2.5) and a median Overall Survival (OS) of 7.1
months (95% Cl: 4.3-10.9) (23). During the study, adverse events related to dual immunotherapy
were reported in 53% of patients at grade 3, 15% at grade 4, and 3% at grade 5 (23). The most
frequent grade >3 adverse events were lymphopenia and fatigue, with pneumonitis being the
most notable at grade 5 (23). The 10 patients who showed disease control as a response to treat-
ment had a higher PFS than the 17 patients who did not achieve disease control (5.2 months ver-
sus 2.4 months) (23).

A Phase 2 randomised study conducted at 27 oncology centres investigated whether the
combination of PD-L1 inhibition and CTLA-4 inhibition, along with the best supportive care, would
improve survival in patients with refractory mCRC (24). In this context, the group of patients who
received the treatment with Tremelimumab (anti-CTLA-4) and Durvalumab (anti-PD-L1) demon-
strate a median OS of 6.6 months (90% Cl, 6.0-7.4 months), compared to 4.1 months for the group
that received only supportive care (90% Cl, 3.3—6.0 months) (24). The median PFS was 1.8 months
in the treatment group (90% Cl, 1.8-1.9 months) and 1.9 months in the supportive care group
(90% Cl, 1.8-1.9 months) (24). No complete responses were observed in the treatment group.
However, one patient classified as MSS in this group had a partial response lasting over 21 months
(27). Stable disease (SD) was the best response achieved in 26 patients (21.8%) in the treatment
group compared to 4 patients (6.6%) in the supportive care group (24).

To investigate the mutational burden, 165 plasma samples were also analysed for circulating
free DNA, and it was found that the median tumour mutational burden (TMB) was 15.3 (range
0.96-85.4) in the treatment group and 20.9 (range 1.9-114.9) in the supportive care group (P =
0.07) (24). Patients with TMB 2 28 (35 out of 163 cases) showed a more significant benefit in OS
in the treatment group; however, a high TMB was associated with poorer OS in the supportive
care group (Hazard Ratio: 2.59; 90% Cl, 1.46-4.62; P = 0.007) (24). All patients in the treatment
group experienced treatment-related adverse events (24). 62% had at least one adverse event
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grade 3 compared to 20% of patients who received only supportive care (P < 0.001) (24). The
incidence of all grades was significantly higher in the treatment group (24).

In another Phase 2 study, patients with metastatic pMMR colorectal cancer (mCRC) refrac-
tory to chemotherapy received Durvalumab 1,500 mg and Tremelimumab 75 mg every 4 weeks,
in combination with radiotherapy (25). The ORR was 8.3% (corresponding to 2 patients), the me-
dian PFS was approximately 1.8 months, and 25% experienced grade 3 and 4 treatment-related
adverse events (25). The two patients with an objective response to the treatment showed a par-
tial response regarding overall non-irradiated tumour burden (outside the radiotherapy field)
(25). None of the patients required complete discontinuation of the treatment, but three patients
discontinued Tremelimumab due to associated toxicity (25). Two patients partially responded to
the overall non-irradiated tumour burden (outside the radiotherapy field) (25). Regarding the im-
mune cell profile resulting from the treatment, an increase in activation, differentiation, and pro-
liferation of circulating CD8+ T cells was observed in patients who showed an objective response
(25). A sustained rise in HLA-DR, Ki-67, and PD-1 was noted, along with an elevation in effector
memory CD8+ T lymphocytes in the patients who responded to the treatment (25).

In the multicenter, single-arm Phase Ib clinical trial (NCT02375672), the hypothesis of the
safe combination of Pembrolizumab (anti-PD-1) with mFOLFOX6 (standard therapy composed of
5-Fluorouracil/Leucovorin+Oxaliplatin) in patients with mCRC was investigated. Overall, the com-
bination was well tolerated. The median PFS achieved with the combination therapy was 8.8
months (80% Cl, 7.7-11.3 months); however, the median OS was not reached (80% Cl, NA-NA)
(26). Of the 30 patients in the study, two patients (6.7%) had complete responses, 15 patients
(50.0%) had partial responses, and 13 patients (43.3%) had stable disease with the treatment (26).
The ORR was 56.7%, and among the responding patients, the median duration of response was
37.57 weeks. It was considered that the primary endpoint was not superior to the control (26).
Nonetheless, after the study, a subset of patients underwent surgery to remove their colorectal
tumour (10%) or liver metastasis (6.7%), and it was suggested that the combination of mFOLFOX6
and Pembrolizumab could reduce tumour burden and allow these patients access to surgical op-
tions (26).

Table 2- Studies included from database research.

Title/ NCT/ Reference Methodology Objectives Sample Intervention Results
Cycle 1 - Day 1: Intrave- DCR=25%(10/40; 1C95%:13-41%); In both
nous (IV) infusion of cohorts, 32% (CRC 13/40; PAC 8/25) dis-
Nivolumab followed by continued treatment prior to radiotherapy
Ipilimumab (30 min due to immune-mediated toxicity (N=4),
apart). Nivolumab 240 mg  clinical progression (N=7) or progression
once every two weeks, on  proven by tests (N=10);
Patients days 15and 29 of a 42-day  Grade 23 immunotherapy-related adverse
Radiation therapy enhances  Non-randomized,
with meta- cycle. Cycle 2 - Day 1, events (AE)in 70% of patients;
immunotherapy response in  single-arm Phase
static  CRC  Nivolumab 240 mg and All patients had low TMB with <10 muta-
microsatellite stable colo- 2 clinical trial: the
DCR with in-  (n=40) and Ipilimumab 1 mg/kg and tions/Mb, and there was no difference be-
rectal and pancreatic adeno-  combination  of
tenttotreat. pancreatic radiation (24 Gy total: 3  tween non-responders PD compared to re-
carcinoma in a phase Il trial radiation, Ipili-
adenocarci- fractions of 8 Gy adminis-  sponders' SD, PR, and CR;
(NCT03104439) mumab and
noma tered every other dayor 2 No change in TMB before, during or after
2022 (23) Nivolumab
(n=25). days (as needed). Afterra-  treatment;

diation, Nivolumab 240mg
daily every other week on
days 15 and 29 of a 42-day
cycle. Cycle 3 - Ipilimumab
1 mg/kg on day 1 with

Nivolumab 240 mg

Of the 15 patients who obtained clinical
benefit, only one showed evidence of any
response before radiation.

ORR=10% (4/40 IC 95%: 3-24%);

CCR cohort: median PFS of 2.4 months and

median oS of 7.1 months.
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followed by Nivolumab
every other week for a 42-
day cycle until disease
progression is defined ac-
cording to RECIST version

1.1, unacceptable toxicity,

or withdrawal.

Radiotherapy protocol: DCR of 37%
(10/27; 95% Cl: 10-56%) and ORR of 18%
(3/17; 95% Cl: 4-43%). Statistically higher

NK cells in responders compared with pro-

gressive disease.

Pembrolizumab plus aza-

citidine in patients with

One patient achieved PR, and one patient
had SD, the confirmed best response. The
ORR was 3%, the median PFS was 1.9

months (95% Cl, 1.3-2.0), and the median

combination.

cal efficacy
with tumour
and periph-
eral immune
population

densities.

(18%), and 6

(18%) with
other solid
tumours.

zumab (2 mg/kg) with Ziv-
aflibercept 2 mg/kg (DL1)
or 4 mg/kg (DL2) adminis-

tered IV every 2 weeks.

Primary 30 patients
chemotherapy-refractory Phase 2, single- Patients received pem- 0OS was 6.3 months (95% Cl, 3.4-8.5
endpoint: with meta-
metastatic colorectal can- arm study: Pem- brolizumab 200 mg IV on  months). The combination regimen was
ORR; Sec- static CRC
cer: a single-arm phase 2 brolizumab  plus day 1 and azacitidine 100  well tolerated, and 96% of TRAE were
ondary end- refractory to
trial and correlative bi- Azacitidine com- mgSQon days 1-5every3  grade 1/2, including nausea, fever, anae-
points: PFS  chemother-
omarker analysis. bination. weeks. mia, leukopenia, increased ALT, and con-
and OS. apy.
(NCT02260440) stipation. CD8+ TIL density was higher on-
2022 (31) treatment compared to pre-treatment.
This trial was terminated early due to lack
of clinical efficacy.
Determine
No dose-limiting toxicities were reported
the MTD
at the starting dose level.
and the rec- 3+3 dose escalation in pa-
33 patients: As MTD, ziv-aflibercept 4 mg/kg and pem-
ommended tients with metastatic
6 melanoma brolizumab 2 mg/kg every 2 weeks were
dose of the solid tumours (cohort 1)
(18%), eight established. Grade >3 AE occurred in
combina- and dose expansion in PD-
Multicenter, ovarian car- 19/33 patients (58%). One treatment-re-
tion; 1 inhibitor-naive meta-
Phase IB study of Ziv-afliber-  open-label, phase cinomas lated death occurred. The ORR in the dose
Evaluate static melanoma, renal
cept plus Pembrolizumabin  IB, dose-escala- (27%), seven expansion cohort was 16.7%. PR was ob-
ORR and OS. cell carcinoma, MSS colon
patients with advanced solid ~ tion study: Ziv- renal cell served in one CRC case. 14% (CR and PR) in
Investigate carcinoma and ovarian
tumours aflibercept  and carcinomas CRC; Median PFS of 2.5 months (90% ClI,
the correla- carcinoma (cohort 2).
2022 (33) Pembrolizumab (21%), 6 CRC 0.6-3.3); Median OSin CRC was 3.3 months
tion of clini- Combination of pembroli-

(90% ClI, 0.6-3.4). The presence of acti-
vated tumour-infiltrating CD8+ T cells at
baseline (CD8+PD1+), high CD40L expres-
sion and increased peripheral memory
CD8+ T cells correlated with clinical re-

sponse.
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A phase 1/2 trial of ibrutinib

Patients received ibrutinib
(PO) once daily and a fixed
dose of pembrolizumab

200 mg IV every 3 weeks

DCR was achieved in 3 patients in cohort 1
and 1in cohort 2. Median PFS and OS were

1.4 months (95% ClI: 1.4-1.5) and 6.6

Open-label, phase  Determine 38 patients until disease progression months (95% Cl: 4.3-12.2), respectively.
in combination with pem-
1/2, single-arm  the MTD with meta- or unacceptable toxicity. Survival rates were 52% at 6 months, 35%
brolizumab in patients with
trial: Ibrutinib  and DCR. As-  static and  The starting dose of ibru-  at 12 months and 22% at 18 months. The
mismatch repair proficient
combination with  sess safety, refractory tinib was 420 mg daily (Co-  combination of Ibrutinib and Pembroli-
metastatic colorectal cancer
Pembrolizumab. PFS and OS. pMMR CRC. hort 1) and was increased zumab showed acceptable safety. Only
2021 (32)
to 560 mg (Cohort 2) one of the 31 patients had controlled dis-
based on the safety and ease for 4 months in cohort 2. The study
tolerability profile of the did not meet the primary endpoint.
combination in Cohort 1.
A phase 2 trial of tri- All patients discontinued treatment due to
Trifluridine/tipiracil
fluridine/tipiracil plus disease progression. Among the 18 pa-
Multicenter, sin- (FTD/TPI) 35 mg/m2 twice
nivolumab in patients with tients enrolled in stage 1, no patient had
gle-arm,  safety  Estimate the daily PO days 1-5 and 8-12
heavily pretreated microsat- 18 patients. an objective response (partial or com-
lead-in, phase 2 irORR of a 28-day cycle and
ellite-stable metastatic colo- plete) by irCR or RECIST. Eight patients had
study. Nivolumab v (3
rectal cancer stable disease. The trial was stopped, and
mg/kg/dose).
2020 (30) no patients were enrolled in stage 2.
One hundred seventy-nine patients were
treated with a median follow-up of 15.2
months. OS was 6.6 months for durval-
umab and tremelimumab and 4.1 months
for BSC. PFS was 1.8 months in the treat-
Effect of Combined Immune One hun-
To  assess Patients were randomised ment group (90% Cl: 1.8-1.9) and 1.9
Checkpoint Inhibition vs dred eighty
whether 0OS to receive 75 mg monthsinthe BSC group (90% Cl: 1.8-1.9).
Best Supportive Care Alone patients
is improved Tremelimumab and 1500 One patient with an MSS tumour in the
in Patients with Advanced Randomised were  ran-
in patients mg Durvalumab every 28 treatment group had a PR lasting more
Colorectal Cancer: The Cana-  phase 2 study. domised,
with meta- days versus supportive than 21 months. SD was the best response
dian Cancer Trials Group with 119 in
static refrac- care alone (BSC) in a 2:1 observed in 26 patients in the treatment
C0.26 Study the treat-
tory CRC. ratio. group and four in the BSC group. Disease
2020 (24) ment group.
control was observed in 27 (22.7%) and 4
(6.6%) patients in the treatment and BSC
groups, respectively. Grade 3 or 4 adverse
events were significantly more frequent
with immunotherapy.
Phase Il trial of nivolumab Evaluate Nivolumab (480 mg IV) Two patients had stable disease, but none
and metformin in patients Prospective, non-  ORR, ac- was administered every 4  had an objective response, so the study
with treatment-refractory randomized, cording to 24 patients. weeks, and Metformin was stopped. The median OS and PFS were
microsatellite stable met phase 2 trial. RECIST v.1.1 (1000 mg PO) was admin- 5.2 months (95% CI: 3.2-11.7) and 2.3 (95%
static colorectal cancer criteria; PFS istered twice daily aftera  Cl: 1.7-2.3) months. The combination of
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2023 (36) and OS up to 14-day lead-in phase with  Metformin and Nivolumab increased the
2 years and Metformin alone. percentages of tumor-infiltrating leuko-
biochemical cytes. Dual treatment also increased tissue
response, levels of Tim3+ and CD45+ and decreased
CEA levels naive CD8+ T cells. Nivolumab and Metfor-
up to 1 year; min were well tolerated but showed no ev-
TME and idence of efficacy.
systemic cir-
culation.
2 patients with ORR of 8.3% (95% Cl: 1.0-
Phase Il Single-arm Study of 27). Median PFS was 1.8 months (95% Cl:
Durvalumab and 24 patients 1.7-1.9). Median OS of 11.4 (95% CI: 10.1-
Patients received Durval-
Tremelimumab with Concur- with pMMR 17.4).2 patients with PR regarding non-ir-
ORR in non- umab 1,500 mg plus
rent Radiotherapy in Pa- Single-centre, mCRC re- radiated overall tumour burden.25% of pa-
irradiated Tremelimumab 75 mg
tients with Mismatch Re- phase 2 study. fractory to tients (n=6) had grade 3-4 treatment-asso-
lesions. every 4 weeks and radio-
pair-proficient Metastatic chemother- ciated adverse events. Increased activa-
therapy.
Colorectal Cancer apy. tion, differentiation and proliferation of
2021 (25) circulating CD8+ T cells were observed in
patients with objective response.
363 patients Randomisation in per- The median OS was 8.87 months with Ate-
(183 pa- muted blocks for patient zolizumab plus cobimetinib, 7.10 months
Atezolizumab with or with- tients in the assignment (2:1:1): Ate- with Atezolizumab and 8.51 months with
out cobimetinib versus Atezoli- zolizumab (840 mg IV Regorafenib. Grade 3-4 adverse events
regorafenib in previously zumab plus every 2 weeks) plus Cobi-  were reported in 109 (61%) of 179 patients
Multicenter,
treated metastatic colorec- Cobimetinib metinib (60 mg PO once in the Atezolizumab plus cobimetinib
open-label, phase  0S, with in-
tal cancer (IMblaze370): a group, 90in  daily on days 1-21 of a 28-  group, 28 (31%) of 90 in the Atezolizumab
3, randomised, tent to treat.
multicentre, open-label, the Atezoli- day cycle), Atezolizumab group and 46 (58%) of 80 in the Regoraf-
controlled trial.
phase 3, randomised, con- zumab monotherapy (1,200 mg enib group. There were two treatment-re-
trolled trial. group and IV every 3 weeks), or lated deaths in the combination group
2019 (38) 90 in the Regorafenib (160 mg PO (sepsis) and one in the Regorafenib group
Regorafenib  once daily on days 1-21 of  (bowel perforation). IMblaze370 did not
group). a 28-day cycle). meet its primary endpoint.
Three patients experienced DLT. MTD:
To evaluate
Fifty-two Regorafenib 80 mg and Nivolumab 240 mg
the safety
A phase I/Ib study of patients every 2 weeks. The most common treat-
and efficacy
regorafenib and nivolumab were en- ment-related adverse events were grade
of Regoraf-
in mismatch repair profi- rolled, and Standard 3+3 design plus ~ 3/4. Among the 40 evaluable patients, four
Phase I/1b study. enib plus
cient advanced refractory 51 received dose expansion. (10%) achieved partial response, 21 (53%)
Nivolumab
colorectal cancer at least one achieved stable disease, and the disease
in pMMR
2022 (40) treatment control rate was 63%. PFS and OS were 4.3
mCRC: DLT
dose. and 11.1 months, respectively. Regoraf-
and MTD.

enib and Nivolumab appear well tolerated,
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with limited activity in metastatic pMMR

CRC.

Abbreviations legend: Adverse Events (AE); Alanine Transaminase (ALT); Best Supportive Care (BSC); Carcinoembryonic Antigen (CEA); Cluster of
Differentiation 8 (CD8); Colorectal Carcinoma (CRC); Complete Response (CR); Disease Control Rate (DCR); Dose-Limiting Toxicity (DLT); Immune-
related response criteria (irCR); Trifluridine-tipiracil (FTD/TPI); Immune-Related Objective Response Rate (irORR); Metastatic Colorectal Carci-
noma (mCRC); Maximum Tolerated Dose (MTD); Natural Killer (NK); Overall Response Rate (ORR); Overall Survival (OS); PAC (Pancreatic Adeno-
carcinoma); Progressive Disease (PD); Progression-Free Survival (PFS); Mismatch-Repair-Proficient (pMMR); Partial Response (PR); Response
Evaluation Criteria in Solid Tumors (RECIST); Stable Disease (SD); Subcutaneous (SQ); Tumor Immune Microenvironment (TME); Treatment-Re-
lated Adverse Events (TRAE)

The open-label, single-arm Phase 2 trial, registered as NCT04194359, was designed to eval-
uate the antitumor activity and safety of Sintilimab (anti-PD-1) in combination with Bevacizumab,
Oxaliplatin, and Capecitabine, as a first-line treatment in patients with mCRC with MSS status and
RAS mutation (27). Of the 25 unresectable colorectal adenocarcinomas included in the study, 21
(84%) presented an OR based on RECIST criteria, and the DCR was 100% (27). Patients with liver
metastases (N=15) showed a higher ORR (14/15, 93%) compared to the overall ORR (84%) (27).
Two patients (8%) had a complete response, 19 (76%) had a partial response, and 4 (16%) had
stable disease (30). The median PFS was 18.2 months (27). All 25 patients showed tumor reduction
(27). Additionally, there was better infiltration of cells in the tumour immune microenvironment
in patients with complete/partial response compared to the other patients, which translated into
a longer PFS (212.5 months) (30). The treatment was generally well tolerated (27).

The SAMCO-PRODIGE 54 trial (NCT03186326), a Phase 2 study, aimed to evaluate the effi-
cacy and safety of Avelumab (anti-PD-L1) as a second-line treatment in patients with dMMR/MSI
mCRC who had not been previously treated with immunotherapy and whose first-line standard
treatment had failed (28). A comparative study was conducted with a second-line standard ther-
apy in 122 randomised patients to receive either Avelumab or second-line chemotherapy (28). A
decrease in treatment-related adverse events was observed in the Avelumab group compared to
the chemotherapy group (20 [31.7%)] versus 34 [53.1%]) (28). Regarding PFS, Avelumab was supe-
rior to chemotherapy (15 patients versus five patients), with 12-month PFS rates of 31.2%
(Avelumab group) and 19.4% (chemotherapy group), and 18-month PFS rates of 27.4% (Avelumab
group) and 9.1% (chemotherapy group). Finally, it was found that 18 patients (75.7%) in the
Avelumab group had disease control, compared to 9 patients (19.1%) in the control group (28).

To further investigate the influence of immunotherapy and standard therapy, a study evalu-
ated the combination of Nivolumab (anti-PD1) with standard chemotherapy (Standard of Care -
SOC) and Bevacizumab as a first-line treatment, compared to SOC alone (29).

In Arm A, corresponding to the combination of "Nivolumab + mFOLFOX + Bevacizumab," the
results were as follows: PFS was 11.86 months (8.94 to 15.70), and PFS was 13.77 months (11.53
to 15.70). The ORR) was 60.6% (51.6 to 69.2) based on BICR and 60.6% (51.6 to 69.2) according to
the investigator (29). Regarding the Duration of Response (DOR), this was 12.88 months (9.00 to
14.72) according to BICR and 12.48 months (8.87 to 16.72) according to the investigator (29). The
OS was 30.52 months (25.20 to 39.39) (32). A total of 122 participants (99.2%) experienced ad-
verse events, with 57 participants having severe adverse events (29).

In Arm B, corresponding to the combination of "mFOLFOX + Bevacizumab," the results were
as follows: PFS according to Blinded Independent Central Review (BICR) was 11.93 months (10.09
to 12.19), and PFS (investigator assessment) was 12.19 months (10.25 to 14.06). The Objective
Response Rate (ORR) was 45.6% (33.5 to 58.1) based on BICR and 52.9% (40.4 to 65.2) according
to the investigator (29). Regarding the Duration of Response (DOR), this was 9.26 months (7.49 to
11.30) according to BICR and 11.07 months (9.43 to 17.31) according to the investigator (29). The
0OS was 31.77 months (24.38 to 38.70) (29). Sixty-one participants (98.4%) experienced adverse
events, with 20 participants having severe adverse events (29). Finally, DCR was evaluated, with
results of 83.8% (72.9 to 91.6) according to BICR and 77.9% (66.2 to 87.1) according to the inves-
tigator's assessment (29).

In another therapeutic combination perspective, a multicenter Phase 2 study was conducted
to investigate the safety of the combined administration of Trifluridine/Tipiracil and Nivolumab in
highly pretreated MSS mCRC patients (30). This study included 18 patients, with an initial safety
phase involving six patients (30). In this proposed early stage, none of the 18 patients showed an
objective response (partial or complete), and all of them discontinued the treatment due to dis-
ease progression, leading to the discontinuation of the trial (30).
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3.2. Immune checkpoint inhibitors and their combination with targeted therapies:

A Phase 2 study focused on the therapeutic combination strategy of Pembrolizumab with
Azacitidine (a cytidine analogue drug belonging to DNA methyltransferase inhibitors - DNMTi) in
patients with chemotherapy-refractory mCRC (31). In a sample of 30 patients included in the
study, it was found that one patient achieved partial response, and one patient had stable disease
(31). The ORR was around 3%, the median PFS was 1.9 months, and the median OS was 6.3 months
(31). 4 out of 30 patients appeared to benefit clinically from the therapy; however, the trial was
prematurely terminated for not reaching the primary ORR goal of 20%, as observed in Table 2
(31).

In another Phase 1/2 trial, the combination of Pembrolizumab with a kinase inhibitor, Ibru-
tinib, was studied in patients with pMMR mCRC (32). In a sample of 38 patients included in the
study, it was found that DCR was achieved in 3 patients in cohort 1 (lbrutinib 420 mg) and one
patient in cohort 2 (Ibrutinib 560 mg) (32). The median PFS and OS were 1.4 months and 6.6
months, respectively (32). Thirty-one patients discontinued treatment due to disease progression,
two due to adverse events, and five due to withdrawal of consent (32). Disease control at 4
months was achieved in only three patients in Phase 1 and 1 patient in Phase 2, so the study’s
primary endpoint was unmet (Table 2) (32).

From another perspective of therapeutic combination, the strategy of combined administra-
tion of Pembrolizumab and Ziv-aflibercept, an antiangiogenic agent that inhibits vascular endo-
thelial growth factor (VEGF), was explored in patients with advanced solid tumours (33). The
Phase 1b study allowed the identification of Ziv-aflibercept at a dose of 4 mg/kg and Pembroli-
zumab at 2 mg/kg every 2 weeks as the maximum tolerated dose ("Maximum Tolerated Dose" -
MTD) (33). Adverse events of grade > 3 occurred in 19 of the 33 patients (58%) (33). A partial
response was observed in one case of mMCRC. The median OS in mCRC was 3.3 months (33). The
study also found the presence of infiltrating activated CD8+ T cells in the tumour (CD8+PD1+),
high expression of CD40L, and an increase in peripheral memory CD8+ T cells correlated with clin-
ical response (33). In patients with controlled disease, higher baseline levels of CXCL2, CXCL5, and
CD40L—cytokines associated with promoting angiogenesis—were observed in Table 2 (33).

In the Phase 1 PICASSO study, the combination of Pembrolizumab and Maraviroc (an an-
tiretroviral) was investigated to assess the viability and safety of this combination in patients with
MSS mCRC (34). The viability rate was 94.7%, the ORR was 5.3%, the median PFS was 2.10 months,
and the median OS was 9.83 months (34). Translational analyses showed increased antitumor
chemokines, notably eotaxins, in the treatment group (Table 2) (34).

In the ECHO-206 clinical trial, Pembrolizumab combined with Azacitidine and Epacadostat
(an inhibitor of Indoleamine-2,3-dioxygenase - IDO) was investigated in patients with advanced
solid tumours (35). Initially, the study was designed to include three treatment groups (A: Aza-
citidine + Pembrolizumab + Epacadostat; B: INCB057643 + Pembrolizumab + Epacadostat; and C:
INCB059872 + Pembrolizumab + Epacadostat), but the study was discontinued, and no partici-
pants were enrolled in groups B and C (35). Focusing on group A and administering 100 mg of
INCB24360, it was found that all 62 participants experienced treatment-related adverse events,
with 28 of them having severe adverse events (66.13%) (35). An ORR was observed in 3 partici-
pants (4.8%), 14 participants had an increase in intra-tumoral CD8+ T cells, the CD8+/FoxP3+ ratio
in 10 participants was 52.6%, and the PFS was 2.07 months (1.97 to 2.17) (35). In the same group,
A, but with the administration of 300 mg of INCB24360, all 8 participants had treatment-related
adverse events, with 3 of them having severe adverse events (37.50%) (35). At this dosage, ORR
was observed in 1 participant (12.5%), and the PFS was 2.64 months, as observed in Table 2 (35).

A Phase 2 clinical trial conducted in patients with MSS mCRC refractory to treatment sought
to study the effect of the combined therapy of Nivolumab and Metformin (an oral antidiabetic)
on tumour response and immune modulation activity (36). A total of 24 patients were included in
the sample, with median OS and PFS of 5.2 months and 2.3 months, respectively (36). With this
combination, an increase in the percentage of infiltrating leukocytes in the tumour microenviron-
ment was observed, along with an increase in Tim3+ levels in the tissues and a decrease in naive
CD8+ T cells (36). A statistically significant difference in the percentage of effector CD4+ T cells
was also noted between the two groups, favouring the treatment group (p=0.004) (36). Although
the combination therapy was well tolerated, only two patients showed stable disease, and none
showed an objective response, leading to the discontinuation of the studies described in Table 2
(36).
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Another clinical trial, called PIVOT-02, was conducted as a Phase 1 and 2 study to perform
dose escalation and cohort expansion of the combination of NKTR-214 (an IL2 pathway agonist)
with Nivolumab and other anti-tumour therapies (37). This trial included a total of 557 partici-
pants with advanced solid tumours and involved, in the first phase, five dose escalation steps and,
in the second phase, dose expansion with "NKTR-214 (0.006 mg/kg) + Nivolumab (360 mg)" (37).
In this study, the ORR was achieved in 64 participants (14.9%), and severe adverse events were
observed in 291 of 476 participants (44.75%) (37). Subsequently, three dosing regimens for the
combination “NKTR-214 + Nivolumab + Ipilimumab” were studied. In regimen 1, severe adverse
events were observed in 6/10 patients (60.00%), in regimen 2 in 5/8 patients (62.50%), and in
regimen 3 in 2/6 patients (33.33%) (37). Finally, the dose expansion of “NKTR-214 + Nivolumab +
Ipilimumab” was analysed, achieving an ORR in 3 participants (17.6%), with severe adverse events
occurring in 8 of the 19 participants (42.11%) (Table 2) (37).

Another monoclonal antibody studied was Atezolizumab (anti-PD-L1), with or without Cobi-

metinib (a MEK inhibitor), compared to Regorafenib (a multi-kinase inhibitor targeting proteins
involved in tumour angiogenesis, oncogenesis, metastatic processes, and tumour immunity) (38).
In this Phase 3 study, called IMblaze 370, the median OS achieved was 8.87 months for the group
receiving "Atezolizumab plus Cobimetinib," 7.10 months for the "Atezolizumab" group, and 8.51
months for the "Regorafenib" group (38). The median PFS was 1.91 months (95% Cl 1.87-1.97) in
the combination group, 1.94 months (1.91-2.10) in the Atezolizumab group, and 2.00 months
(1.87-3.61) in the Regorafenib group (38). Regarding adverse events, they were reported in about
61% of patients in the "Atezolizumab plus Cobimetinib" group, 31% in the "Atezolizumab" group,
and 58% in the "Regorafenib" group (38). Notably, two treatment-related deaths occurred in the
combination group (sepsis) and 1 in the Regorafenib group (intestinal perforation) (38). The IM-
blaze370 study did not achieve its primary endpoint (Table 2) (38).
In 2022, a Phase 1/1b clinical trial was conducted to assess the safety and efficacy of Regorafenib
plus Nivolumab in pMMR mCRC (39). The established MTD was 80 mg of Regorafenib and 240 mg
of Nivolumab, administered every 2 weeks (39). With a total of 52 patients, the achieved PFS and
OS were 4.3 and 11.1 months, respectively (39). Among the 40 patients who were evaluated, four
patients (10%) achieved a partial response, and 21 patients (53%) had stable disease (39). Patients
with metastatic lung disease had a better PFS than those with non-lung metastatic disease (me-
dian PFS of 5.6 months vs 2.3 months) (39). Regarding treatment-related adverse events, grade 3
and 4 occurred in 26 patients (51%), as Table 2 (39) described.

In the MORPHEUS clinical trial, the efficacy and safety of multiple immunotherapy combina-
tions were evaluated (Atezolizumab + Imprime PGG + Bevacizumab; Atezolizumab + Isatuximab;
Atezolizumab + Selicrelumab + Bevacizumab; Atezolizumab + ldasanutlin; Atezolizumab +
Regorafenib; Atezolizumab + Regorafenib + AB928; and Atezolizumab + LOAd703) in the treat-
ment of mCRC patients (40). In the overall analysis of the different experimental groups, PFS and
OS were superior in the “Atezolizumab + Selicrelumab + Bevacizumab” group, with a PFS of 4.21
months and an OS of 14.36 months, respectively (40). A stable disease rate of 53.3% was observed
in the “Atezolizumab + Regorafenib + AB928” group (40). Adverse events of grades 3 to 5 occurred
in a higher number of participants in the “Atezolizumab + Idasanutlin” group, corresponding to
about 75% of the participants (Table 2) (40).

In the NCT03428126 study, a Phase 2 clinical trial, the combination of Trametinib (a MEK
inhibitor) with Durvalumab (anti-PD-L1) was investigated to determine whether it could alter the
tumour immune microenvironment, potentially enhancing an anti-tumour response (41). In this
study, patients with refractory MSS mCRC were included, and it was found that one patient had a
partial response, and 7 had stable disease; however, 17 patients experienced disease progression
(41). Additionally, five patients (1 partial response, four disease progression) showed a decrease
in carcinoembryonic antigen (CEA) levels (41). The response rate in the first stage of the study did
not meet the efficacy criteria, so the study did not proceed to a second stage (Table 2) (41).

In another therapeutic combination strategy, a Phase 1/1b study was conducted to investi-
gate the combination of the monoclonal anti-TGF-B antibody, NIS793, with Spartalizumab (anti-
PD1) in adult patients with advanced tumours (42). This preliminary study showed that with the
dosage of NIS793 30mg/kg and Spartalizumab 300 mg, a partial response was achieved in one
renal cell carcinoma and two cases of MSS CRC, as described in Table 2 (42).

In another perspective, Ma et al. (2023) conducted a study to assess the safety and efficacy
of combining Toripalimab with Fruquintinib (an oral inhibitor of the vascular endothelial growth
factor receptor - VEGFR) in patients with advanced and refractory mCRC (43). In a sample of 19
patients, four patients (21.05%) achieved a partial response, 10 patients (52.63%) had stable
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disease, and four patients (21.05%) had disease progression (43). The median PFS was 5.98
months, the 1-year PFS rate was 26.95%, and the median OS was 11.10 months. The four patients
who achieved an objective response had a median duration of response of 7.41 months, as ob-
served in Table 2 (43).

In 2020, a study was conducted to investigate the combination of SHR-1210 (Camrelizumab,
anti-PD1) and Apatinib (a tyrosine kinase inhibitor) in the context of mCRC (44). The achieved PFS
was 1.83 months, and the OS was 7.80 months (44). All patients included in the study experienced
treatment-related adverse events, and the objective response rate was 0%, indicating that this
combination was not relevant for improving efficacy in the treatment of mCRC (Table 2) (44).

4, Discussion

Regarding standard therapies, combining immunotherapy with radiotherapy has been sug-
gested as an important modality to enhance the systemic response and the susceptibility of tu-
mour cells to immune-mediated death (23).

Parikh et al. (2022) conducted a study to evaluate the dual blockade of anti-PD-1 and anti-
CTLA-4 with radiotherapy, demonstrating modest safety and efficacy with this combined strategy
(23). The response rate observed in the group receiving Ipilimumab, Nivolumab, and radiation
modestly surpassed those of conventional treatment, particularly in disease control duration.
However, the toxicity associated with the combined therapy remained high (23). Preclinical mod-
els studied so far have focused on the role of radiotherapy in increasing T-cell receptors (TCR) in
intra-tumoral T cells and enhancing dendritic cell infiltration in the tumour microenvironment.
However, the present study had no consistent response pattern to these findings (23). Still, the
significant expression of RNA repeats with increased NK cells in patients who showed control or
response to the treatment was consistent and similar to results previously achieved in urothelial
carcinoma (23). NK cells emerge as potential effector cells in the context of anti-PD1/PD-L1 ther-
apies, and their association with cytolytic T cells has proven crucial for a complete anti-tumour
immune response, further supporting the benefit of the combined strategy (23).

Another perspective studied regarding combining radiotherapy with immune checkpoint in-
hibitors was the impact on reducing non-irradiated tumours (abscopal effect) in pMMR mCRC
patients (25). In this context, the combined administration of Durvalumab, Tremelimumab, and
radiotherapy in metastatic pPMMR CRC demonstrated potential for reducing non-irradiated tu-
mours, with two confirmed objective responses observed outside the radiation field, a median
PFS of 1.8 months, and a median OS of 11.4 months (25). In this context, Parikh et al.'s study
corroborates these results. Therefore, combining all these studies suggests an abscopal immunity
was achieved in 7 of the 75 pMMR mCRC patients who underwent this combinatory strategy (25).

The study by Parikh et al. demonstrates an increase in the activation, differentiation, and
proliferation of circulating CD8+ T lymphocytes, which was also observed in patients who showed
an objective response. Although only two patients exhibited this condition, this finding empha-
sised the hypothesis of the influence of adaptive immunity from CD8+ T cells on the observed
clinical benefit.

Indeed, a favourable trend suggests that this combination promotes systemic immunity and
immunomodaulation in the context of metastatic colorectal cancer (mCRC). However, more in-
depth studies will be needed, focusing on using radiotherapy at an earlier stage, with different
dosing regimens and alternative treatment protocols, to better understand the clinical benefit of
immunotherapy and radiotherapy as a combined strategy (23,25).

Another proposed therapeutic combination involves the association of immune checkpoint
inhibitors with chemotherapy. In the phase 1b clinical trial conducted by Herting et al., this com-
bined regimen was administered, and its results were compared with those previously reported
in the literature for these therapies when used alone. This study effectively confirmed the safety
of coadministering chemotherapy with Pembrolizumab. However, the primary endpoint achieved
was not superior to the historical results (26). The previous data, reporting a median PFS of 9
months and a median OS of 16.2 months for the monotherapies, contrasts with the results ob-
tained in this study combining FOLFOX+Pembrolizumab, which achieved a median PFS of 8.8
months and an OS that was not reached (26). Despite this, the trial provided some insight into the
immune infiltrate, particularly regarding the peripheral expression of LAG3 and its role in inhibit-
ing T cell activation and maintaining immune tolerance, thus suggesting the need for future stud-
ies to include therapeutic strategies involving LAG3 inhibition in combination with mFOLFOX6 and
Pembrolizumab (26)."
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In another phase 2 trial, conducted by Fang et al., the aim was to investigate whether the
addition of Sintilimab in combination with Bevacizumab, Oxaliplatin, and Capecitabine, as a first-
line treatment mCRC patients with MSS status and RAS mutation, could improve ORR and PFS
(27). This combination was considered safe and tolerable and achieved its primary endpoint (27).
Comparing the results obtained with known data from standard therapy (double chemotherapy
with Bevacizumab) with an ORR of 43-59% and PFS of 8-9 months, this combination showed more
significant clinical benefit, achieving an ORR of 84% and a PFS of 18.2 months (27).

To investigate the responses to this combined strategy in the pMMR subgroup, the Ate-
zoTRIBE clinical trial included an experimental arm of 'FOLFOXIRI + Bevacizumab + Atezolizumab'
(45). This trial achieved a clear clinical benefit, reflected in a median PFS of 12.9 months compared
to a median PFS of 11.4 months in the control group (FOLFOXIRI + Bevacizumab) (45).

Also, in this context, a comparative study was conducted between the combined administra-
tion of Durvalumab (anti-PD-L1) and Tremelimumab (anti-CTLA-4) and the provision of the best
supportive care in heavily pre-treated, refractory mCRC patients (44). In this study conducted by
the Canadian Cancer Trials Group CO.26, a benefit of the combination was observed in OS of 6.6
months versus 4.1 months for supportive care. However, this benefit was not achieved in PFS,
which remained short (24).

Subsequently, in the SAMCO-PRODRIGE 54 trial, the impact on PFS of Avelumab administra-
tion versus chemotherapy was investigated as a second-line treatment in dMMR/MSI mCRC pa-
tients (28). In this trial, Avelumab was superior to chemotherapy, with or without targeted agents,
concerning PFS rates at 12 months (31.2% vs 19.4%) and at 18 months (27.4% vs 9.1%) (28). The
impact of Avelumab was also superior in disease control duration, tolerance and the occurrence
of adverse events, with a statistically significant difference in grade 3 and 4 adverse events (28).
Such data support its potential selection over standard second-line treatments (28).

Combined strategies between immune checkpoint inhibitors and targeted therapies have
been a rapidly expanding area of research, emerging as one of the most promising approaches to
overcome the resistance observed in mCRC to immunotherapy.

The combination of Pembrolizumab with Azacitidine (a DNMTi) was studied in a phase 2
clinical trial, being well tolerated with an appropriate safety profile. However, clinical efficacy was
very modest, with only one patient achieving a partial response and one presenting stable disease
(31). The study observed the presence of CD8+ TILs in the tumours, which was considered a posi-
tive sign for the anti-tumour immune response and indicative of a potential immunomodulatory
effect of this combined regimen. However, this trial was discontinued due to lacking clinical evi-
dence (31).

On the other hand, in the study by Rahma et al., the combination of Pembrolizumab with
Ziv-aflibercept, an antiangiogenic agent, was investigated, and it was found that only melanoma
and mCRC tumours responded to the therapy (33). This response was corroborated by the obser-
vation of an increase in tumour infiltrates of activated CD8+ T cells and an increase in peripheral
memory CD8+ T cells (33). Interestingly, patients who achieved disease control had higher levels
of cytokines associated with angiogenesis (33). Still, this combination proved more promising than
the previous one, encouraging future studies following this pharmacological approach (33).

To achieve a favourable anti-tumour response from immunotherapy in the context of p MMR
mCRC, the combination of Pembrolizumab with Ibrutinib, a tyrosine kinase inhibitor, was investi-
gated (32). This combination was selected for a phase 1/2 study because preclinical data had pre-
viously demonstrated the cytotoxic and immunomodulatory effects of Ibrutinib, with the conver-
sion of this pMMR mCRC subtype, known to be a 'cold, immunosuppressive tumour,' into a 'hot’
more immunogenic tumour (35). Despite these promising a priori data, the study did not achieve
its primary endpoint, with only one patient showing controlled disease during the 4 months of the
phase 2 study (32).

Another combination attempt studied was the association of Pembrolizumab with Maraviroc
(an antiretroviral drug) and CCR5 (receptor antagonist) in pMMR/MSS mCRC patients (34). In the
PICASSO study, the treatment responses were also below expectations, as only a minority of pa-
tients showed a response or stable disease. However, a median OS of around 9 months was
achieved, significantly higher than expected for these heavily pre-treated patients (34). Transla-
tional analyses also revealed increased anti-tumour chemokines during treatment, which may in-
dicate an associated immunomodulatory effect (34).

Nivolumab has been another immune checkpoint inhibitor studied in various combinatory
strategies. In the phase 2 clinical trial, the combination of Nivolumab with Metformin was studied,
as preclinical data highlighted its action in altering the tumour microenvironment through its
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influence on the AMPK activation pathway, inhibition of the mTOR/pS6 kinase, reduction of hy-
poxia, and suppression of macrophage polarisation toward the M2 phenotype (36). In this regard,
it was investigated whether the combination could increase sensitivity to Nivolumab in patients
with refractory MSS mCRC (36). Indeed, this combination was well tolerated and maintained the
expected safety; however, no objective responses were observed, with only two patients achiev-
ing stable disease (36). Despite the promising results in in vitro studies and animal models, the
metabolic modulation expected from the action of Metformin was not statistically significant in
human studies. However, an increase in circulating effector CD8+ T cells was observed (36). Inter-
estingly, there was an increase in Tim3+ cells in the tumour microenvironment, which were found
to be associated with immunosuppressive activity (36).

The results were somewhat more optimistic in the combination of Nivolumab with Regoraf-
enib (a tyrosine kinase inhibitor), with this combination being well tolerated and showing modest
activity in pMMR mCRC patients (39). This translated into 10% of patients showing a partial re-
sponse and 53% achieving stable disease (39). An association was also observed between the
presence of liver metastases (in 73% of patients) and a worse outcome with the combined ther-
apy, with a lower ORR, compared to other patients (4% versus 25%, respectively), as well as a
shorter PFS (2.3 months versus 8.9 months) (39). This finding correlates with some preclinical data
already published, suggesting that liver metastases may induce local and systemic immunosup-
pression by eliminating activated CD8+ T cells and activating regulatory T cells (Tregs), with toler-
ogenic modulation by myeloid-derived immune cells (MDSCs) (46).

In another clinical trial, studying the safety and efficacy of the combination of Regorafenib
with Toripalimab (anti-PD-1) in mCRC MMS/pMMR/MSI-L patients, it was also found that patients
with liver metastases had a lower ORR compared to patients without liver metastases (8.7% ver-
sus 30%) (47). No patient with liver metastasis responded to the treatment, in contrast to a com-
plete response from patients with lung metastases (47). Still, this combination achieved better
efficacy compared to Regorafenib monotherapy (47).

In the context of combining ICI with kinase inhibitors, a study was conducted on combining
Atezolizumab with MEK inhibitors, such as Cobimetinib. In the IMblaze 370 study, the combina-
tion did not show an OS superior to the combination with Regorafenib or Atezolizumab alone,
with a combined response being found in only 3% of patients (38).

The combination of Durvalumab (anti-PD-L1) with Trametinib (MEK inhibitor) was also stud-
ied to determine whether this combination would lead to a better anti-tumor response in refrac-
tory MSS mCRC (41). Safety was observed with this combination strategy; however, its efficacy
was very limited, with only one of the 29 patients showing a partial response lasting about 9
months, who, interestingly, had pulmonary metastatic lesions (41). The study thus corroborated
previous data indicating that the location of metastatic disease, with its different immune micro-
environments, may impact the response to immunotherapy, leading to different outcomes in PFS
and DCR, and further exploratory studies are needed to address these discrepancies (41). Another
discovery in this study was the positive regulation of PD-1 and Tim3 by infiltrating CD8+ T lympho-
cytes, which had not been observed previously in animal model studies (41). It was also found
that CD4+ T cells play a significant role in regulating CD73, which has an important immunosup-
pressive role by inhibiting the activation and proliferation of T cells and NK cells (41). Therefore,
this could be an area to explore in new approaches within immunotherapy.

In the study of the combined administration of Toripalimab with Fruquintinib, a VEGFR-tar-
geted tyrosine kinase inhibitor, an ORR of 21.05% was achieved (43). This result was higher than
the ORR of patients who received Fruquintinib alone (ORR of 4.7%) (43). In this research, four
patients (21.05%) achieved a partial response, 10 patients (52.63%) had stable disease, and four
patients (21.05%) had progressive disease. These data support a synergistic effect between anti-
angiogenic therapy and immunotherapy, with potential for use as a third-line treatment (43).

Currently, several trials have studied numerous combination strategies with anti-angiogenic
drugs and anti-PD-1/PD-L1 to convert an immunosuppressive microenvironment into a more im-
munopermissive one, which will enhance the anti-tumour effect of immune checkpoint inhibitors,
a crucial factor in the context of refractory mCRC and/or MSS/pMMR (43).

Globally, the resistance to immunotherapy and the modest results from the application of
immunotherapy strategies in the context of CRC, particularly metastatic, refractory CRC, and in
patients who have been heavily pretreated with various lines of conventional treatment, support
the need for optimisation and innovation of approaches with immune checkpoint inhibitors.

The mechanisms underlying the modest treatment outcomes can be associated with re-
sistance. However, the causes are not fully understood, suggesting that intrinsic and extrinsic
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tumour factors should be studied. The low infiltration of T cells in the tumour microenvironment,
their inadequate effector function, and the deficient production of memory T cells have been
highlighted as three major factors contributing to the lack of efficacy of this therapy. However,
other factors can increase not only innate resistance but also acquired resistance (20). Therefore,
optimising immunotherapy strategies for the dMMR-MSI-H CRC treatment and, especially, for
pMMR-MSI-L CRC is crucial to improve the prognosis of these patients. In this study, we explore
the advances and challenges of ICl in immune-based therapeutic approaches in colorectal cancer.
The limitations associated with this study are the differences between the number of patients
involved (sample size) in each research and methodology, such as being non-randomized and sin-
gle-arm studies, which affect the reliability of the study.

5. Conclusions

This review observed limited and modest efficacy in most of the presented combination
strategies. Overall, combinations with standard therapies and targeted therapies (such as antian-
giogenic agents and MEK inhibitors) showed modest improvements in OS and PFS in response to
immune checkpoint inhibitors. Inmunomodulatory benefits, including greater immune activation
primarily related to T and B cells, were among the highlights of most clinical trials. However, these
findings are still in the early stages of research. Interestingly, the responses observed were prom-
ising across various stages of the disease, ranging from early-stage to advanced and unresectable
stages. The combinations were also, overall, well tolerated and considered safe for the subpopu-
lations of CRC included in the study samples.

It is also imperative to have a deeper understanding of the heterogeneity of the CRC tumour
microenvironment and the mechanisms of evasion by tumour cells that may be associated with
resistance to immunotherapy, remarkably immune checkpoint inhibitors. In this regard, future
strategies focused on enhancing stimulatory signals (e.g., CD40) in the immune system and block-
ing inhibitory signals (e.g., Tim3 and LAG3) emerge as strategies to be developed in the short/me-
dium term in the field of immunotherapy. Additionally, toxicity and the occurrence of adverse
events that limit the efficacy and safety of immunotherapy, whether combined or as monother-
apy, are critical factors to address in future studies.
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Abstract: The postmortem phenomenon of pink teeth is a cadaveric change characterized by a pink colora-
tion of the teeth due to the infiltration of hemoglobin into the dentinal tubules after death, usually associ-
ated with trauma or conditions that increase venous pressure in the cranial region. This study aimed to un-
derstand and explain the postmortem phenomenon of pink teeth through a literature review. Initially, the
postmortem phenomenon of pink teeth was interpreted as an indicator of violent death, such as drowning,
strangulation, or asphyxiation. Currently, it is considered a nonspecific thanatological finding. Case studies
indicate that this phenomenon can be observed in various situations, including drownings, hangings, stran-
gulation, and in bodies exposed to humid environments. However, this coloration can also occur in living
individuals, associated with dental trauma or orthodontic treatments. Although its manifestation varies de-
pending on age, environmental conditions, and other factors, the postmortem phenomenon of pink teeth
can provide important evidence in the context of forensic autopsies. In summary, despite this postmortem
phenomenon’s nonspecific nature, it can provide relevant information regarding the decomposition process
and the causes of death. A detailed analysis of this phenomenon contributes to the death circumstances’
interpretation, helping in the reconstruction of the events leading to death.

Keywords: Postmortem Pink teeth; Dental Decomposition; Death by Asphyxiation; Cadaveric Changes; Pulp
Necrosis.

1. Introducgdo

As catastrofes naturais e crimes continuam a persistir na vida humana (1). O corpo humano
reage a morte de varias formas. Alteragdes na cor, temperatura, tamanho, forma, consisténcia e
integridade podem resultar em varias formas de alteracdo cadavéricas (2). A decomposicdo do
corpo humano depende do ambiente fisico (agua, vento, luz solar, tipo de solo, etc.) e do ambi-
ente bioldgico (plantas, animais, insetos, etc.) (3). Estes achados tanatoldgicos sdo estudados no
ambito da Medicina Legal, especialmente durante a investigagdo da causa da morte (2).

Os achados postmortem sdao uma fonte de informacgdo importante para a investigacdo fo-
rense (3), desempenhando um papel crucial na investigacdo de mortes violentas ou suspeitas,
fornecendo informagdes detalhadas sobre a causa e a dindmica das lesGes que levaram ao 6bito,
que devem ser devidamente registados e estudados (2—4)

A Tanatognose é o ramo da Tanatologia que estuda o diagndstico da causa de morte, através
de numerosos sinais, denominados sinais de morte. Estes sdo classificados como: duvidosos, pro-
vaveis ou certos. A determinagdo do momento da morte é muito complexa, pois, muitas vezes,
trata-se de casos em estado avancado de decomposi¢do cadavérica ou em fase de esqueletizagdo.
Existe, contudo, uma série de linhas orientadoras desta avaliagdo: fases de decomposicdo cada-
vérica, estudo da fauna necréfaga encontrada no corpo (entomologia forense), estudo das modi-
ficagbes da composi¢do quimica do osso (relagao entre matéria organica e inorganica) (5).

Ao longo dos ultimos tempos, a Odontologia Forense juntamente com a Medicina Legal tem
vindo a promover estudos com o intuito de desenvolver técnicas cada vez mais precisas na iden-
tificagdo humana e outras dreas de interesse pericial (5). A informagao obtida pelos dentes deve-
se a natureza do dente e das suas estruturas de suporte, que sdo resistentes a varias condi¢cdes
ambientais e climatéricas extremas (3).
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A Odontologia Forense tem sido essencial nos processos de identificagdo postmortem, con-
tribuindo para a identificacdo geral, determinacgdo de sexo, estimativas de idade, etnia, estatura
e identificagdo individual, sendo uma das areas de atuagao do odontologista mais conhecidas e
bastante explorada pela comunicagdo social, principalmente em casos de grandes acidentes e de-
sastres em massa. Estabelece-se a identificagdo como um conjunto de procedimentos diversos
para individualizar uma pessoa ou um objeto (5).

O fendmeno dos dentes cor-de-rosa, foi descrito pela primeira vez em 1829, sendo uma al-
teragdo cadavérica de cor, onde os dentes deciduos ou permanentes do cadaver apresentam um
aspeto rosado, avermelhado ou acastanhado (2). E uma alteragdo postmortem que ocorre em
cadaveres, é geralmente associada a decomposicao avangada que auxilia na confirmagado e dete-
¢do da causa da morte, bem como na estimativa do intervalo postmortem (3,4).

O estudo dos elementos dentarios no processo de identificagdo humana pode constituir a
peca chave na elucidagdo de casos periciais com individuos desconhecidos, por falta de histéria
juridica, familiar, médica e/ou odontoldgica. Assim, a aplicagdo dos métodos de identificagdo é
necessario, tanto em individuos vivos como em cadaveres, restos cadavéricos, esqueletos, ossa-
das e até mesmo em armas, roupas ou outros objetos. Sabe-se também, que o tempo de preser-
vacdo da estabilidade da polpa dentdria varia de quatro dias a duas semanas, dependendo das
variag0es ambientais, existindo trés condi¢cdes que afetam a conservagao da polpa dentdria: con-
di¢Ges de degradagao do DNA postmortem; condi¢Ges em que foi feito o sepultamento; questdes
relacionadas a causa morte (5).

Em cadaveres que foram submetidos a agao de fatores ambientais, como restos de cadave-
res, caddveres carbonizados, submersos ou enterrados, é possivel obter algumas informacgdes bi-
oldgicas tais como a quantidade de DNA vidvel para exame, condi¢Ges dentdrias, presenca de
microrganismos, degradacdo fisica, quimica e bioldgica. No entanto, é muito comum a denti¢do
estar intacta e fornecer informagGes preciosas por meio da comparagao entre registos postmor-
tem e antemortem, tais como radiografias odontoldgicas e fichas clinicas de tratamentos realiza-
dos, onde a presenca e posicdo individual dos dentes e suas respetivas caracteristicas anatomicas,
restauragGes e componentes patoldgicos podem fornecer informagdes permitindo assim a indivi-
dualizagdo (5, 6).

Na pratica, a ocorréncia do fendmeno dos dentes cor-de-rosa varia de caso para caso, e
como tal, também a sua interpretagdo. Inicialmente descrito com uma potencial associagdo com
a causa da morte, este tornou-se gradualmente um achado tanatolégico inespecifico (2). No en-
tanto, este fendmeno tem sido frequentemente observado em vitimas de morte violenta como
mortes por afogamento, estrangulamento, enforcamento, envenenamento, mortes repentinas e
ndo naturais (1).

Este trabalho tem como objetivo compreender e explicar a ocorréncia da descoloragdo ca-
racteristica observada nos dentes apds a morte, fendmeno este designado por fenémeno pos-
tmortem dos dentes cor-de-rosa.

2. Metodologia

Foi realizada uma revisdo da literatura. Foram utilizadas como fonte as bases de dados bibli-
ograficas da PubMed e da Web of Science através da introducdo de palavras-chave articuladas:
dentes cor-de-rosa; dentes rosados; fendmeno postmortem; odontologia forense; medicina legal,
em portugués e em inglés. Uma vez recolhidos alguns artigos, a selecdo dos mesmos foi feita,
numa primeira fase, através do titulo dos artigos, excluindo os artigos ndo relevantes. Destes,
numa segunda fase, foram excluidos os ndo relevantes pela leitura do abstract. Numa terceira
fase foram incluidos apenas os que possuiam importancia para a tematica abordada, através da
leitura completa de cada artigo. Foram selecionados os artigos com data entre 2011 e 2025.

3. O Fendmeno Postmortem dos dentes cor-de-rosa

O fendmeno dos dentes cor-de-rosa foi descrito pela primeira vez por Thomas Bell em 1829,
num caso de morte de uma vitima por afogamento. Desde entdo, ndo ha muitos estudos publica-
dos sobre o fendmeno dos dentes cor-de-rosa postmortem (3,7).
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Apenas em 1953, Miles et al., descreveram o aparecimento de dentes cor-de-rosa postmor-
tem em individuos cuja morte decorreu de um incéndio. Mais tarde, em 1989, Van Wyk et al.
também referenciaram dentes cor-de-rosa em vitimas de uma morte violenta por esfagueamento
(7,8) Embora o fendmeno de dentes cor-de-rosa seja conhecido desde 1829, a sua aplicagdo na
medicina forense tem sido limitada (9). O fenémeno postmortem dos dentes cor-de-rosa tem
vindo a fazer parte dos achados tanatoldgicos detetados nas autdpsias dentdrias. A literatura ci-
entifica atual ainda carece de estudos sistematicos que expliquem precisamente da ocorréncia do
fendmeno em algumas vitimas e ndo em outras com condi¢des semelhantes de causa de morte.
A revisdo de casos forenses indica que o fendmeno se pode manifestar tanto em corpos encon-
trados em meios aquaticos quanto em ambientes secos, refor¢ando a hipdtese de que estd mais
relacionado a decomposi¢do do sangue e da penetragdo da hemoglobina da polpa dentdria na
dentina do que a causa especifica da morte (3).

3.1. Aspetos Anatdmicos e Fisioldgicos

Os dentes sdao considerados o tecido mais resistente do organismo e podem manter as suas
carateristicas mesmo em condi¢Ges de decomposi¢dao avangada apds a morte, pelo que podem
ser muito Uteis na identificacdo de caddveres e na interpretagao conjunta com outros achados
tanatoldgicos. Um registo dentario de dados antemortem deve ser tdao completo quanto possivel
e pode incluir dados importantes a pericia forense, tais como: a morfologia da coroa e da raiz, o
numero de raizes dentdrias, anomalias do esmalte, da dentina e do cemento, bem como registos
de doengas relacionadas com condi¢Ges dentarias e orais (3).

O fendmeno dos dentes cor-de-rosa torna-se de dificil compreensdo, uma vez que pode apa-
recer ao longo da vida ou como um fenémeno postmortem (1). E por isso que um registo ante-
mortem quando completo ou sequer existente, é tdo valioso a pericia legal. O registo sobre a
presenca ou auséncia de dentes, a sua posi¢do individual e as suas caracteristicas anatémicas,
bem como os tratamentos ou patologias ao nivel dos dentes, podem fornecer informagdes im-
portantes a pericia forense, tanto na identificacdo de cadaveres como na investigacdo da causa
da morte (5).

A coloracdo dos dentes é definida por fatores intrinsecos e extrinsecos. Mudangas na com-
posicao da estrutura do dente e mudangas na densidade dos tecidos duros do dente, sdo fatores
intrinsecos na descoloragdo dos dentes. Tais fatores sdo provocados por alteragdes nas condigdes
sistémicas devido a doengas, disturbios, entre outras causas. Os fatores extrinsecos que provocam
a descoloragdo dos dentes podem ser causados por materiais metélicos ou ndo metalicos. A colo-
racdo rosa dos dentes € caracterizada pela coloragdo rosa/rosada na area da raiz do dente que se
desvanece em diregdo a jungdo cemento-esmalte e ndo atinge o esmalte (3). Para além disso,
demonstrou-se que a frequéncia deste fendmeno é predominante em dentes anteriores de raiz
Unica, surgindo em menor escala em dentes posteriores de duas ou mais raizes. (2,10)

A hiperplasia pulpar idiopatica € uma condi¢do que pode proporcionar uma imagem de den-
tes cor-de-rosa devido a reabsorg¢do da dentina que é substituida por tecido de granulagdo com
uma condicdo pulpar necrética na area coronal, permanecendo vital na area apical. Os dentes cor-
de-rosa em condigdes idiopaticas de hiperplasia pulpar sdo comummente referidos como dentes
cor-de-rosa de Mummery (3). Caracteriza-se por uma descoloragdo dentdria em tons rosa, nor-
malmente localizada no tergo cervical do dente. Esta alterag¢do dental é indicativa de uma possivel
reabsorc¢do radicular interna que conduz a necrose pulpar parcial ou completa, que pode dever-
se a fendmenos fisioldgicos (em dentes deciduos) ou patoldgicos (em dentes permanentes). A
perda dos tecidos duros dentdrios cria espago pulpar que permite que mais vasos sanguineos
preencham a area e, consequentemente, ocorra uma descoloragdo dentaria rosada na estrutura
da coroa (12,13).

Sabe-se que a condi¢do de dentes cor-de-rosa também pode ocorrer em individuos vivos
devido a tratamento endodontico, trauma dentdrio ou doenga sistémica. Imagens radiograficas
de dentes cor-de-rosa em individuos vivos mostram um aspeto de alargamento do canal radicular
(3).

Maiores dimens&es do canal radicular e dos tubulos dentindrios facilitam a presenca de san-
gue suficiente na cavidade pulpar, permitindo que durante a hemdlise, exista uma quantidade
suficiente de hemoglobina para se dispersar na dentina. Desta forma, a capacidade dos dentes
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apresentarem essa coloracdo postmortem depende da vitalidade e vascularizagdo da polpa ante-
mortem (1).

3.2. Mecanismo de Formacgao da Coloragao Rosada

Ha vdrias teorias para explicar o fendmeno dos dentes cor-de-rosa e todas sugerem que a
cor rosa ocorre devido a presenca de hemoglobina dentro da camara pulpar devido ao acumulo
de sangue no segmento cefdlico (9). Um aumento extremo da taxa de pressdo sanguinea devido
a condigOes invulgares, pode levar ao rompimento de vasos sanguineos na polpa dentaria, ficando
os eritrécitos dispersos. A falha do mecanismo de coagulagao, provocada pela morte subita, tra-
duz-se na manutencdo das propriedades liquidas do sangue postmortem (3).

Os glébulos vermelhos medem cerca de 7,5 um de didametro e os tubulos dentinarios tém
apenas cerca de 3 um de didmetro, € a lise dos eritrécitos e dos produtos dos eritrdcitos (como a
hemoglobina, as porfirinas e as hemossiderinas), juntamente com a bilis e os pigmentos relacio-
nados, que sdo responsaveis pelo aspeto rosado. Devido a presenca de hemoglobina, o teor de
ferro presente na polpa dentdria dos dentes cor-de-rosa revela-se superior ao da polpa de um
dente (2,3,7)

Os eritrdcitos intravasados e extravasdos por hemorragia congestiva libertam a hemoglobina
e os seus produtos, sendo que a coloragdo rosa dos dentes ocorre devido a difusdo destes produ-
tos e seus derivados nos tubulos dentindrios e, por isso, quanto maior diametro do tubulo denti-
nario existente, maior a probabilidade de ocorréncia de dentes rosados postmortem. A protopor-
firina é o composto degradado da hemoglobina responsavel pela coloragao rosa da dentina (1).

O processo hemolitico ocorre a uma temperatura inferior a 10 °C, o que pode explicar a
rapida ocorréncia deste fendmeno postmortem em condigGes frias, como na dgua do mar. Outros
estudos demonstraram que também o mondxido de carbono pode causar hemélise intravascular,
levando a libertagcdo de hemoglobina no sangue. (3).

Sendo assim, aliados a outros fatores, tém de decorrer alguns dias, entre a eventual morte
e a autdpsia para se dar a passagem da hemoglobina e derivados para os tubulos dentinarios e,
assim, o fenémeno poder ser visualizado (1).

Ha uma variacdo da intensidade da cor entre os diferentes dentes e também entre as regies
dos dentes, sendo que o aparecimento de dentes cor-de-rosa pode ser mais comum entre os den-
tes incisivos e os dentes caninos, seguidos dos pré-molares (3,7). A coloragdo ocorre mais a nivel
cervical, € mais viva na zona da jungdo cemento-esmalte no colo dos dentes e raramente se en-
contra na regido apical da raiz.

Um aumento subito da pressao intravascular a nivel facial pode provocar a libertagao de
eritrécitos na polpa dentdria, ocorrendo hemorragias pulpares sem afetar o esmalte. As explica-
cOes para o aumento da pressdo arterial dependem da congestdo sanguinea perimortem na ca-
beca e, eventualmente, na camara pulpar. A pigmentagdo e a intensidade do fendmeno variam
de cor na dentina aquando da difusdo postmortem dos produtos da hemoglobina nos tibulos
dentinarios, principalmente na zona radicular perto do colo do dente, quando a quantidade de
hemoglobina aumenta.

A ocorréncia do fendmeno postmortem e a estabilidade da cor rosa dependem das condi-
¢Oes anatomicas especiais da dentina, como a existéncia e nimero de estruturas porosas na forma
de tubulos dentinarios na dentina dura e densa. O esmalte, por ser mais compacto que a dentina,
ndo esta tdo sujeito a coloragdo (1).

Fatores como a idade do individuo, a posi¢ao do corpo no momento da morte, o tempo e o
estado de decomposi¢do do cadaver e o ambiente onde se encontra o cadaver parecem influen-
ciar também o fendémeno.

Em individuos jovens o fendmeno dos dentes cor-de-rosa é, normalmente, mais pronunci-
ado. Devido a alteragdes do canal radicular em individuos de idade mais avangada, a penetragao
nos tubulos dentindrios pelo pigmento responsavel pela coloragdo rosada é dificultada (4). Tais
alteragGes devem-se a degradagdo gradual da dentina secundaria, que provoca a contragdo do
canal radicular e o estreitamento da camara pulpar ao longo do tempo, tornando os tibulos den-
tinarios mais permeaveis a alteracbes de pigmentacgdo (1,10). Desta forma, pode assumir-se que
a capacidade dos dentes apresentarem essa colora¢do depende da vitalidade e vasculariza¢do da
polpa antemortem (1). Também devido a varios fatores, nomeadamente a espessura da dentina,
a espessura mais fina do esmalte e a fatores extrinsecos (alimentos, medicamentos, mastigagao,
etc.), os dentes tendem a escurecer o que dificulta a visualizagdo da cor rosa postmortem (3).
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A posicao do cadaver no local da morte é descrita na literatura como um fator importante e
que deve ser investigada com precisdo, pois pode explicar alguns achados cadavéricos, como he-
morragia auricular ou outros marcadores de aumento da pressdao venosa cefdlica, como dentes
cor-de-rosa, petéquias faciais e conjuntivais ou manchas de Tardieu (14). A condi¢do dos dentes
cor-de-rosa pode ser atribuida a gravidade, onde os dentes cor-de-rosa ocorrem normalmente
porque a mandibula se torna o centro de acumulagao de sangue, uma vez que 0 processo gravi-
tacional é o mesmo que o livor mortis (3).

Quanto mais avangada a decomposi¢do, maior a possibilidade de infiltragdo de hemoglobina
na dentina, assim como varios estudos descrevem que em ambientes humidos o processo de apa-
recimento de dentes cor-de-rosa é acelerado (7,15).

O fendmeno postmortem consoante o sexo do individuo, a literatura descreve que existe um
maior numero de homens que apresentam registos de autdpsia do fendmeno postmortem dos
dentes cor-de-rosa. No entanto, esta variagdo ndo sera dependente do sexo, mas sim do contexto
em que a morte ocorre e se é requerida ou ndo autdpsia médico-legal, sendo que ha também um
maior numero de homens envolvidos em mortes violentas (tipo de morte que requere autépsia
médico-legal) (1).

3.3. Fatores Contribuintes e Condi¢des Associadas

Fatores como condi¢des ambientais, condigdes especificas do momento da morte e o tipo
de morte parecem influenciar este fendmeno postmortem dos dentes rosados, podendo, em al-
gumas circunstancias, desenvolvé-lo ou acelerar o seu processo de formagado, em detrimento de
outros fendmenos. (1,4)

Com a morte, sucedem-se fendmenos cadavéricos mediatos, como a putrefagdo e a autdlise.
A putrefagdo consiste em alteragdes cadavéricas originados por microrganismos, ja a autélise é
um conjunto de processos fermentativos que ocorrem quando ndo ha oxigénio dentro das células
e sem agdo bacteriana. O tecido pulpar pode sofrer autélise ou congestao sanguinea, fatores que
desempenham também um papel fundamental no desenvolvimento do fendmeno dos dentes
cor-de-rosa. O estado do corpo apds a morte tem vindo a demonstrar um papel essencial para a
correlacdo com a mecéanica do fendmeno dos dentes cor-de-rosa. Sendo que, os casos de cadave-
res que apresentam este fendmeno, encontram-se normalmente em elevado estado de putrefa-
¢do, decomposicdo ou adipocera (1). Num estudo realizado Sumi et al, em 2023, obtiveram-se
resultados sugestivos de que o estado avangado de decomposicdo (putrefagado) afeta significati-
vamente o fendmeno postmortem.(10,16)

Kirkham et al., em 1977, observaram dentes cor-de-rosa em autdpsias e mencionaram que
muitos casos estavam associados a decomposicdo num ambiente humido. Gowda et al. destaca-
ram que um ambiente hiumido pode desempenhar um papel como fator desencadeante do fené-
meno. No entanto, nem sempre estd associado a essas condigdes e a causa exata da coloragdo
permanece inexplicada (7).

Mais recentemente, Hartomo et al., em 2019, vem mesmo afirmar que as condi¢gdes ambi-
entais hiumidas contribuem como um fator que acelera a ocorréncia de dentes cor-de-rosa. Tam-
bém destacam a agao de solugbes acidas por imersao dentaria capaz de provocar a descoloragdo
dos dentes (3). Da mesma forma, condigdes como congelagdo, calor, imersdo em agua fria e ex-
posicdo a toxinas podem acelerar a hemdlise e assim facilitar a coloragdo, podendo variar a tona-
lidade da coloragdo. Por exemplo, dependendo de diferentes condigdes de temperatura ambien-
tal, luz solar e clima seco, a coloragdo pode variar de vermelho rosado a castanho (1).

Apesar do fendmeno se encontrar descrito na literatura, frequentemente em casos de asfixia
(por afogamento e enforcamento), tem-se vindo também a verificar em casos de homicidio, por
armas de fogo, estrangulamentos, trauma cranio-encefalico, em casos em que o corpo permanece
escondido ou submerso em ambientes hiumidos, mortes subitas e ndo naturais, intoxicagdes por
drogas e envenenamento por mondxido de carbono. O facto de o fendmeno nao aparecer em
todas as situagGes de morte relatadas por estrangulamento ou enforcamento, por exemplo, im-
pde a existéncia de outros pressupostos, para além da congestdo sanguinea na cabega. Poderdo
ser, a permanéncia do corpo em agua por um longo periodo de tempo, o seu estado de putrefacdo
ou a adipocera, os fatores predisponentes a que o fendmeno ocorra. As condi¢Ges de humidade
contribuem significativamente para acelerar a decomposi¢dao do corpo. Percebe-se entdo que o
fendmeno postmortem dos dentes cor-de-rosa ndo é um achado cadavérico especifico para uma
causa de morte. Assim, o estado de decomposi¢do do corpo é o Unico aspeto comum a quase
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todos os casos relatados com a presenca do fendmeno postmortem, com diferentes tipos de
morte (1,7).

3.4 Achados Forenses e Relevancia na Investigagao Postmortem

O fenédmeno dos dentes cor-de-rosa mantém-se como achado postmortem importante na
pericia forense, e a sua observagao frequente em vitimas de mortes violentas, o que justifica a
sua investiga¢do continua (1). E considerado um fendmeno inespecifico, sendo a sua aplicagdo na
identificacdo da causa da morte limitada. Ndo existe, atualmente, um consenso entre a sua cor-
relagdo definitiva (10). Porém, fornece informagdes valiosas sobre os processos de decomposicdo
do corpo humano, o intervalo postmortem e na analise das causas da morte (1, 2). Alguns estudos
defendem que o seu desenvolvimento estd mais relacionado com fatores ambientais e com o
estado de decomposi¢do do cadaver. (10,17)

Bhuyan et al., em 2020, e Carrasco et al., em 2017, constataram que as altera¢gdes morfolo-
gicas e histoldgicas postmortem da polpa dentdria podem auxiliar a estimar o intervalo postmor-
tem. Na avaliagdo morfoldgica da polpa por Bhuyan et al. (2020), verificaram a mudanga gradual
da tonalidade da cor do tecido pulpar, este mudou gradualmente em 24, 48 e 72 horas e a con-
sisténcia variou de mole, firme a gelatinosa até 72 horas e ao fim de 2 anos tornou-se desidratada,
seca e fridvel. Observaram também uma rdpida degeneracdo até 72 horas postmortem. De acordo
com o estudo, o intervalo postmortem pode ser estimado até 2 anos histomorfologicamente, o
que revela implicagao significativa na investigagdo forense. Através dos resultados de estudos
mais recentes, verifica-se que o intervalo postmortem varia bastante de caso para caso, ndo de-
vendo ser considerado como uma prova pericial especifica, uma vez que todos os processos rela-
cionados com a pigmentagdo ocorrem num periodo que varia de dias a semanas depois da morte
(1). Por este motivo, o estudo da correlagdo do intervalo postmortem com as diferentes causas
de morte e alteragGes cadavéricas encontradas, tem necessidade de ser desmistificado.

Numa tentativa de se compreender melhor o fendmeno postmortem dos dentes cor-de-rosa
no ambito das investigagdes médico-legais, em 2022, Minegishi et al desenvolveram um método
de classificagdo para o grau de pigmentagao dos dentes, denominado “Score of Pink Teeth Co-
lour”, e um método de classificacdo que diferencia as regides do dente abrangidas pela pigmen-
tacdo, de seu nome “Score of Pink Teeth Region”. Estas classificacdes carecem de validagdo. No
entanto, a utilizagdo de critérios padronizados, poderdo ser um ponto de partida para uma melhor
interpretagao dos achados e uma base para o futuro aprimoramento de técnicas, para além de
permitem reduzir a subjetividade associada ao observador. (10,17).

3.5. Casos Documentados e Estudos Forenses
3.5.1.CASO 1

Bugelli et al., em 2020, descreveram um caso de um agricultor de 81 anos, apds algumas
horas de busca, foi encontrado morto num celeiro, preso de cabega para baixo num tunel estreito
criado por alguns fardos de feno e, no fundo desse tunel, um pequeno cordeiro ainda estava vivo.

No exame externo, foi detetado um sangramento bilateral das orelhas e uma vasta coloragdo
purpura na testa. Observou-se também intenso edema conjuntival e petéquias conjuntivais.

Os achados da autdpsia revelaram apenas uma intensa congestdo polivisceral e petéquias
subpleurais, sem sinais de lesGes traumaticas. Apds dissec¢cdo anatdémica da area arroxeada da
testa, ndo foi verificada infiltracdo hemorragica dos tecidos moles, resultando numa coloragdo
hipostatica. As amostras histolégicas confirmaram a congestdo polivisceral em associagdo com
multiplas areas de enfisema pulmonar agudo.

A causa da morte foi determinada como asfixia posicional e o modo de morte foi considerado
acidental.A posi¢do invertida resultou na compressao do diafragma, causando insuficiéncia respi-
ratoria. Nestes casos, o retorno venoso regular ao coragao ndo pode ocorrer, causando hipdxia
cerebral letal e congestdo grave. A importancia da investigacdo cuidadosa da posicdo do cadaver
no local da morte pode explicar a hemorragia auricular ou outros marcadores de aumento da
pressdo venosa cefdlica, como dentes cor-de-rosa, petéquias faciais e conjuntivais ou manchas de
Tardieu (14).



Trends in Biomedical Laboratory Science 2025, Vol. 3, N.* 1 51 of 54

3.5.2. CASO 2

Em 2013, Montenegro et al. observou o fendmeno dos dentes cor-de-rosa num cadaver exu-
mado quatro meses apds a morte. A vitima, uma mulher de 32 anos, foi assassinada por estran-
gulamento, e durante a exumacao foi constatado que o corpo estava parcialmente preservado
pela saponificagdo com fraturas na mandibula e no osso zigomatico, além de outros traumas (Fi-
gura 1). Alguns dentes da arcada inferior apresentaram uma coloragdo rosada onde apresentava
também aparelho ortodéntico (Figura 2). O cadaver da vitima foi exumado para investigagdo e
foram observadas varias fraturas e contusGes, com a causa da morte determinada como asfixia
por estrangulamento. A vitima apresentava o fenémeno dos dentes cor-de-rosa em alguns dentes
da arcada inferior que ocorreu pelo extravasamento de sangue na camara pulpar dos dentes, ge-
ralmente associado a traumas que causam aumento da pressdo sanguinea no segmento cefalico.
A vitima usava aparelho ortodontico na arcada inferior, sugerindo uma influéncia deste na forma
como o sangue é distribuido e armazenado na camara pulpar. Ou seja, a manutengdo da integri-
dade dos dentes e a vascularizagdo da polpa dental, afetada pelo aparelho, podem desempenhar
um papel no fendmeno observado. Mas a relacgdo especifica entre o uso do aparelho e a coloragao
rosada ndo é completamente compreendida.

Figura 1. (A) Fratura de forma irregular comprometendo os 0ssos nasais, malar direito, cavidade orbitaria
direita, arco zigomatico direito; (B) Fratura completa, de forma irregular no lado esquerdo do corpo da man-
dibula. Adaptado de Montenegro JB et al. 2013;1-7.

Figura 2. Presenca de aparelho ortodontico e fenémeno dos dentes cor-de-rosa em alguns dentes da arcada
inferior. Adaptado de Montenegro JB et al. 2013;1-7.

A ocorréncia de dentes cor-de-rosa ndo é um sinal patognomaonico de asfixia, mas a sua pre-
sen¢a em casos de morte violenta levanta questdes importantes para a medicina legal.

O aparecimento deste tipo de coloragdo, apds tratamento endoddntico, pode estar relacio-
nado com o material usado ou com a existéncia de hemorragia durante o tratamento. Esta colo-
racdo também pode estar relacionada a mortes naturais e violentas, sendo encontrado nos casos
de cardiopatias onde ha dificuldade no retorno venoso ao coragdo, aumento da pressao sangui-
nea, rutura dos vasos e extravasamento de sangue na camara pulpar.
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Em suma, os dentes cor-de-rosa podem estar associados a situagGes de asfixia e traumas, e
a relagdo com o uso de aparelho ortodontico € uma area que merece mais investigagdo para me-
Ihor compreensao (9).

3.5.3CASO3

Ledén e Chaves, em 2016, descreveram um caso investigado em Quepos, na Costa Rica, de
um corpo de um jovem de 17 anos encontrado sem vida com um historial de ter desaparecido ha
trés dias. De acordo com a histéria médico-legal, o individuo tinha sido arrastado pela corrente
enquanto nadava no mar e o seu corpo foi encontrado trés dias depois.

Os achados da autodpsia revelaram um aspeto hemorragico na zona dos ouvidos e dos seios
paranasais etmoidais, uma dilata¢do das cavidades cardiacas direitas e um aumento do peso dos
pulmdes, o que sugere uma asfixia por submersao, que é compativel com as informacgdes policiais.

Devido as alteragdes resultantes do estado avancado de putrefacdo e alteragdes decorrentes
da antropofagia (partes do corpo comidas), a fisionomia do cadaver ndo permitia a identificagdo
exata do mesmo, pelo que foi solicitada uma avaliagdo por odontologia forense, tendo sido ob-
servada uma coloragdo rosa em todas as pecas dentarias (Figura 3).

Figura 3. A e B) Apresenta¢do do fendmeno postmortem dos dentes cor-de-rosa na dentigdo de um jovem
de 17 anos morto por afogamento. Adaptado de Ledn KV et al. 2016;33(2):133-7.

A pigmentacgdo rosada presente nos dentes do caddver foi associada a uma mudanga de co-
loragao da dentina por acumulagdo de hemoglobina e seus derivados, devido por um aumento da
pressdo intravascular a nivel facial, originando hemorragias a nivel da polpa dentaria sem afetar
o esmalte. Por este motivo, no diagndstico diferencial excluiram-se outros tipos de fendmenos
cromaticos antemortem, como manchas rosadas de Mummery, que afetam parte da coroa do
dente. Também os aspetos hemorragicos relatados na autdpsia, sugeriram estase sanguinea na
zona facial.

O cadaver nestas condigdes de submersao, tende a adotar uma posi¢do de decubito ventral,
com um efeito posicional da cabega abaixo do tronco, que permite a infiltragdo do sangue passi-
vamente na cabeca, bem como a privagdo de oxigénio que aumenta a atividade fibrinolitica e as
catecolaminas no sangue (que causam um aumento significativo da pressdo arterial por stress),
favorecendo o aparecimento da coloragdo rosada dos dentes. Nestas faixas etdrias, as cavidades
pulpares dos dentes sdo maiores e mais vascularizadas, o que promove o aparecimento da cor
rosada por maior e mais rapida acumulagdo de protoporfirina, o derivado de hemoglobina res-
ponsavel pela pigmentagao.

N3o foi possivel determinar a causa de morte com o fenédmeno postmortem dos dentes cor-
de-rosa na dentigdo de um cadaver encontrado na agua isoladamente, pois outros fatores podem
ter tido influéncia na causa da morte (18).

No entanto, ha evidéncia que a presenga deste fendmeno é mais frequente em casos de
prolongada permanéncia do cadaver em ambiente hiumido. Sendo assim, o fendmeno pode ser
indicativo de que hdo decorrido alguns dias desde a morte, pois os processos de hemdlise e de-
generacdo da hemoglobina, seguido da infiltracdo dos seus produtos na dentina, necessitam de
algum tempo para ocorrer e o fendmeno se tornar visivel.

4. Discussao
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Os dentes fornecem informagdes valiosas no dominio das ciéncias forenses (3). A resisténcia

dos dentes as condigdes ambientais extremas, e sua capacidade de preservar informacdes biolé-
gicas reforcam o papel da Odontologia Forense na rotina pericial. O registo detalhado dos registos
dentdrios antemortem e a comparagdao com os achados postmortem sdo cruciais para a individu-
alizacdo de vitimas, especialmente em cenarios de desastres em massa (5).
O fenédmeno dos dentes cor-de-rosa é uma alteragao postmortem em cadaveres, geralmente, em
decomposi¢do avancada, caracterizado por uma coloragao rosada dos dentes, principalmente vi-
sivel na dentina, que pode ser observada através do esmalte. Este fendmeno é geralmente o re-
sultado da infiltragdo de hemoglobina proveniente da rutura dos vasos sanguineos para o interior
dos tubulos dentdrios apds a morte. Ocorre em situagdes de estase sanguinea, asfixia ou em ca-
daveres submersos, mas também pode ser observada em casos de mortes associadas a trauma-
tismos cranianos, ndo sendo um achado especifico nem comum. Embora ndo seja um achado de
autdpsia comum, a presenga de dentes-cor-de-rosa pode fornecer informagdes sobre as condi-
¢Oes que ocorreram apods a morte (1, 2).

5. Conclusao

Em suma, o fendmeno dos dentes cor-de-rosa é um fenédmeno inespecifico, a sua aplicagdo
na identificacdo da causa da morte é limitada, mas fornece informacGes valiosas sobre os proces-
sos de decomposicdo do corpo humano, o intervalo postmortem e na andlise das causas da morte.
A causa exata da coloragdo rosa surgir na denticdo de algumas vitimas em detrimento de outras
com as circunstancias semelhantes no momento da morte, ainda ndo é completamente compre-
endida, sdo necessarios mais avangos na investigacdo e interpretacdo dos dentes cor-de-rosa.
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Abstract:

A resisténcia bacteriana constitui, atualmente, uma grave ameaca a saude publica, comprometendo a efica-
cia terapéutica dos antibidticos, com consequéncias ao nivel do aumento da propagagdo bacteriana e da
disseminagdo de infe¢des. A classe de antibidticos mais amplamente utilizada na prética clinica sdo os anti-
bidticos beta-lactamicos, onde se incluem os antibidticos carbapenemos. O mecanismo de resisténcia bac-
teriano mais comum contra os antibiéticos carbapenemos é o enzimatico, através da produgdo de enzimas
carbapenemases, sendo os principais genes responsaveis os genes KPC, NDM, VIM e OXA-48.

Este estudo teve como objetivo a identificagdo da prevaléncia dos genes responsaveis pela resisténcia aos
antibidticos ertapenem e meropenem. Foram recolhidos dados referentes ao padrdo de resisténcia bacteri-
ana aos antibidticos ertapenem e meropenem em amostras de urocultura, provenientes de pacientes inter-
nados, com idades entre 18 e 65 anos, entre 2020 e 2023, das quais foram analisadas 7436 amostras.

Os microorganismos gram-negativos mais frequentemente detetados foram a E. coli (900 casos; 50,62%) e
a K. pneumoniae (390 casos; 21,93 %). Relativamente a resisténcia bacteriana verificou-se que 6% das amos-
tras positivas apresentaram resisténcia ao antibidtico ertapenem (89 casos) e 2% apresentaram resisténcia
ao antibiotico meropenem (37 casos). O gene de resisténcia mais prevalente foi o gene KPC com 53% (16
casos). Comparativamente, avaliada a resisténcia bacteriana ao ertapenem e ao meropenem, verificou-se
uma maior resisténcia ao antibiético ertapenem. Em termos de prevaléncia, o gene de resisténcia mais fre-
guentemente detetado foi o KPC, sendo que as bactérias E. coli e K. pneumoniae foram as mais comum-
mente identificadas, com K. pneumoniae a registar um maior nimero de casos de resisténcia aos antibidti-
cos. O conhecimento e caracterizagdo da resisténcia bacteriana é essencial para a prevengdo e controlo das
infegBes bacterianas, principalmente em ambiente hospitalar, onde a aquisigao de resisténcia por parte das
bactérias representa uma ameaga importante a satide das populagdes.

Palavras-chave: Resisténcia a antibidticos, Carbapenemos, Ertapenem, Meropenem, Carbapenemases.

1. Introdugao

Os antibidticos desempenham um papel crucial no combate as infe¢des bacterianas, repre-
sentando um marco na historia da medicina devido a sua notavel eficacia clinica. Contudo, o uso
crescente e inadequado desses medicamentos tem impulsionado o surgimento de resisténcias
bacterianas, um dos desafios mais graves da salude publica atual (1). A resisténcia bacteriana com-
promete a eficicia do tratamento de doencas infeciosas de origem bacteriana, representando
uma ameaca significativa a sustentabilidade dos sistemas de saude. A resisténcia aos antibidticos
refere-se a capacidade das bactérias de sobreviverem e proliferarem mesmo na presenca destes
medicamentos (2, 3).

Este fendmeno estd intimamente ligado ao uso inadequado dos antibidticos, incluindo pres-
cricdo excessiva, dosagem incorreta, ou interrupgao precoce do tratamento. Como consequéncia,
ha uma reducdo na eficacia dos tratamentos, prolongamento das doencas, aumento das
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hospitaliza¢cOes e maior taxa de mortalidade (4, 5). A descoberta de novos antibidticos te, reve-
lado capacidade para colmatar as resisténcias aos antibidticos ja existentes, ou acompanhar o
surgimento de novas resisténcias bacterianas, o que torna imprescindivel a implementagao de
estratégias eficazes para prevenir uma crise global na saude publica (6).

Os antibiodticos beta-lactdmicos sdo uma classe de medicamentos amplamente usados (mai-
oritariamente contra bactérias Gram-negativas), sobretudo devido a sua eficacia terapéutica e
baixa toxicidade. Estes medicamentos atuam inibindo a sintese da parede celular bacteriana e
incluem subgrupos como penicilinas, cefalosporinas, carbapenemos e monobactamicos. Contudo,
a eficacia dos beta-lactdmicos tem sido comprometida pela aquisicdo de mecanismos de resistén-
cia pelas bactérias (7,8).

A resisténcia aos antibioticos é desenvolvida, por parte das bactérias, através de diferentes
mecanismos: produgdo de enzimas que inativam os antibidticos (como as beta-lactamases), alte-
ragdo da permeabilidade da membrana celular, modificagdo do sitio-alvo do antibiético e através
de bombas de efluxo, que expulsam o medicamento da célula. O mecanismo de resisténcia mais
frequente é o enzimatico, que consiste no desenvolvimento de enzimas que inativam ou modifi-
cam a estrutura quimica do antibidtico, tornando-o ineficaz. Estas enzimas tém a capacidade de
hidrolisar o anel beta-lactamico, essencial na a¢gdo do medicamento, e denominam-se de beta-
lactamases (9, 10).

Os carbapenemos sdo antibidticos que pertencem a subclasse dos beta-lactamicos. Sendo
antibidticos de amplo espetro, sdo também considerados de primeira linha de tratamento para
infecBes provocadas por bactérias multirresistentes, apresentando como uma das vantagens a
sua alta eficacia contra diversas bactérias produtoras da enzima beta-lactamase. O seu uso indis-
criminado tem vindo a aumentar a resisténcia bacteriana, especialmente através do desenvolvi-
mento de enzimas que inativam esses antibiodticos, denominadas carbapenemases. (9,11).

As beta-lactamases sao frequentemente agrupadas através da classificagdo de Ambler, es-
tando divididas em quatro classes (A, B, C e D). As beta-lactamases da classe A sdo: as beta-lacta-
mases de espetro estendido (ESBL) e a enzima codificada pelo gene Klebsiella pneumoniae car-
bapenemase (enzima KPC). A classe B pertencem os genes New Delhi Metalo-Beta-Lactamase
(NDM) e Verona Impenemase (VIM). Por fim, na classe D esta inserido o gene Oxacilinase (OXA)
sendo que neste estudo o de interesse é a OXA-48 (12, 13).

As bactérias Gram-negativas constituem-se como os microrganismos de principal interesse,
sobretudo considerando o contexto hospitalar, tendo em conta a sua elevada resisténcia a anti-
bidticos, com a utilizagdo predominante de mecanismos enzimaticos para resistir aos tratamen-
tos, sendo igualmente as mais frequentemente associadas a infe¢des urinarias (4,14).

Este estudo tem como objetivo principal identificar os genes responsdveis pela resisténcia a
antibioticos carbapenemos (ertapenem e meropenem), em amostras para urocultura, de pacien-
tes internados, com idades compreendidas entre 18 e 65 anos. A investigacdo foca-se na analise
dos microrganismos mais frequentemente detetados e na avaliagdo dos casos positivos e negati-
vos para resisténcia aos carbapenemos, na ULS Algarve — Faro. Compreender os mecanismos ge-
néticos da resisténcia bacteriana é essencial para desenvolver estratégias mais eficazes no com-
bate a este problema crescente, garantindo a sustentabilidade dos tratamentos antimicrobianos
no futuro.

2. Materiais e Métodos

Foi desenvolvido um estudo observacional retrospetivo. Os dados foram recolhidos por con-
veniéncia, no Servico de Patologia Clinica da Unidade Local de Saude do Algarve - Unidade de Faro
(ULSAlgarve-Faro). Foram incluidos no estudo dados referentes a todas as amostras de urocultura
processadas, de pacientes internados nos servigcos da ULSAlgarve-Faro, no periodo entre 2020 e
2023. Os critérios de inclusdo foram: todos os pacientes internados, com idades compreendidas
entre 18 e 65 anos, com pedido de colheita de urina assética, para analise de urocultura. Os cri-
térios de exclusdo foram: pacientes da consulta externa, amostras conspurcadas, menores de 18
anos e maiores de 65 anos.

Foram recolhidos dados referentes a 7974 amostras de urocultura, dos quais foram exclui-
dos 538, correspondentes a amostras de urina conspurcada. Foram, entdo, considerados para o
estudo um total de 7436 dados para andlise.

As varidveis estudadas foram: a data de colheita (1); nimero de casos positivos e negativos
para infecdo do trato urinario (ITU) (2); o sexo e a idade (3); os tipos de microrganismos
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identificados (4); os microrganismos Gram-negativos (5); sensibilidade e resisténcia ao ertapenem
(SE e RE, respetivamente) e ao meropenem (SM e RM, respetivamente) (6); os mecanismos de
resisténcia identificados (7); os genes de resisténcia identificados (8); os casos de sensibilidade e
resisténcia por microrganismo ao E e ao M (9).

As varidveis 1 e 2 foram analisadas com a totalidade dos dados recolhidos (n=7436). Em se-
guida, o foco foi nos casos positivos para ITU (n=2118), dos quais se analisou a distribui¢do das
variaveis 3 e 4, com o intuito de perceber em que sexo e faixa etaria existem maior nimero de
casos de ITU. Por fim, o principal foco foi nos casos positivos para bactérias Gram-negativas (5),
dos quais se analisou a distribuicdo das variaveis 6, 7, 8 e 9.

Recorreu-se ao IBM SPSS® v29 e Microsoft Excel® para o tratamento dos dados obtidos,
sendo posteriormente analisados através de estatistica descritiva.

3. Resultados

Os resultados obtidos provém da analise dos dados recolhidos do servigo de Patologia Clinica
da ULSAlgarve-Faro, referentes a amostras de urocultura, provenientes de pacientes internados,
no periodo entre 2020 e 2023. Foram recolhidos um total de 7974 amostras, das quais foram
analisadas 7436 (n=7436).

3.1. CaracterizagGo da amostra de uroculturas

Em relagdo ao ano da colheita, verificou-se que a distribuicdo do nimero de amostras por
ano é semelhante, sendo o ano de 2021, o que apresentou um maior numero de amostras, com
26,9% (n=1997), seguindo-se os anos de 2023 e 2020, com 24,7% (n=1840) e 24,5% (n=1824),
respetivamente. O ano de 2022 foi o que apresentou um menor nimero de amostras, com cerca
de 23,9% (n=1775).

Tendo em a prevaléncia de ITU na amostra analisada, observamos que 28,5% das amostras
(n=2118) eram positivas, sendo que a maioria das amostras em estudo, 71,5% ndo apresentou
ITU (n=5318). Das amostras positivas para ITU, verificou-se que a maioria pertencia a utentes in-
ternados do sexo feminino (58%), sendo o intervalo de idades entre os [58-65[ o mais frequente-
mente associada as ITU (Figura 1a).

Ainda dentro das amostras positivas para ITU, o tipo de microrganismo mais frequente-
mente identificado foram Gram-negativos, representando um 84% das amostras (Figura 1b).
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Figura 1. a) Distribuicdo das amostras positivas para ITU pelas faixas etarias: [18-28[ - 11,5%;
[28-38[ - 11,3%; [38-48][ - 18,4%; [48-58[ - 24,3 %; [58-65[ - 34,6%. b) Distribuicdo dos tipos de
microrganismos nas amostras positivas para ITU: Gram-negativo 84% (n=1778); Gram-positivo
13% (n=274); leveduras 3% (n=66).

3.2. Microrganismos Gram-negativos

Tal como mencionado anteriormente os microrganismos Gram-negativos sdo aqueles que
mais frequentemente causam ITUs e representam uma parte importante da amostra analisada
(84%). Nos casos positivos para as bactérias Gram-negativas (n=1778), o microrganismo mais
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prevalente identificados foram a Escherichia coli representando um 50,62% (n=900) , seguindo-se
da Klebsiella pneumoniae a qual representou 21,93% (n=390) (Tabela 1).

Tabela 1: Identificagdo dos microrganismos nas amostras positivas para ITU

GRAM-NEGATIVOS PERCENTAGEM  FREQUENCIA

A. baumannii 0,11% 2
Citrobacter spp 1,57% 28
E. cloacae 4,56% 41
E. coli 50,62% 900
E. aerogenes/K. aerogenes 1,57% 28
K. oxytoca/K. ozaenae 1,74% 31
K.pneumoniae 21,93% 390
M. morganii 0,62% 11
P. mirabilis 7,59% 135
P. pennerii 0,11% 2
P. vulgaris 0,17% 3
P. rettgeri 0,17% 3
P. stuartii 0,06% 1
P. aeruginosa 10,29% 183
S. ficaria 0,06% 1
S. marcescens 1,07% 19
TOTAL 100% 1778

Em relagdo a presenca de sensibilidade ou resisténcia ao ertapenem, dentro dos casos posi-
tivos para ITU por bactérias Gram-negativas, constatou-se que 94% das amostras (n=1488) apre-
sentou SE e apenas 6% (n=89) demonstrou resisténcia.

No que diz respeito a sensibilidade ou resisténcia ao meropenem, dentro dos casos positivos
para ITU por bactérias Gram-negativas, observou-se que 97% das amostras (n=1702) apresentou
sensibilidade, 2% (n=37) apresentou resisténcia e 1% (n=24) apresentou um nivel intermédio de
resisténcia ao meropenem.

Das amostras positivas para ITU (por Gram-negativos) em que se verificou resisténcia aos
antibidticos em estudo, o mecanismo mais de resisténcia bacteriana mais frequentemente iden-
tificados foi o ESBL (beta-lactamases de espetro estendido) com 42%, seguindo-se de mecanismos
identificados por carbapenases, com 34% (Figura 2). Tendo em conta o mecanismo por carbape-
nases, o gene de resisténcia mais frequentemente identificado foi o KPC, representado 53% (Fi-
gura 3)

Carbapenemases com mecanismo identificado

Estirpes ndo produtoras de carbapenemases :l

Carbapenemases sem mencanismo identificado

ESBL |

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45% 50%

Figura 2. Distribuicdo dos mecanismos de resisténcia bacteriana identificados nas amostras positivas
para ITU por Gram-negativos: Carbapenemases com mecanismo identificado 34% (n=30); Estirpes n&o pro-
dutoras de carbapenemases 3% (n=3); Carbapenemases sem mecanismo identificado 16% (n=14); ESBL 47%
(n=42).
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Figura 3. Distripuigao aos genes igenuricaaos relativos ao mecanismo de resisténcia por cabapenases, nas
amostras positivas para ITU por Gram-negativos: KPC: 53% (n=16); NDM: 17% (n=5); OXA-48: 27% (n=8); VIM:

3% (n=1).

3.2. Sensibilidade e Resisténcia aos antibidticos Ertapenem e Meropenem

Relativamente a andlise da presenca de sensibilidade e resisténcia bacteriana aos antibi-
Gticos ertapenem e meropenen, por parte dos microrganismos identificados em amostras positi-
vas para ITU, por bactérias Gram-negativas, os microrganismos que apresentam mais casos de
sensibilidade a ambos os antibidticos foram a Escherichia coli e a Klebsiella pneumoniae. O mi-
crorganismo que apresentou mais casos de resisténcia, a ambos os antibidticos, foi a Klebsiella
pneumoniae (Tabela 2 e 3).

Tabela 2: Identificagdo dos microrganismos sensiveis e resistentes ao antibiotico ertapenem

MICRORGANISMO SENSIVEL % (n) RESISTENTE % (n)
Citrobacter spp 1,8% (27) 1,12% (1)
E. aerogenes 1,7% (26) 1,12% (1)
E. cloacae 2% (31) 9% (8)
E. coli 60,2% (896) 0% (0)
K. oxytoca/K. ozaenae 1,9% (29) 1,12% (1)
K.pneumoniae 20,6% (307) 86,5% (77)
M. morganii 0,74% (11) 0% (0)
P. mirabilis 9,1% (135) 1,12% (1)
P. pennerii 0,07% (1) 0% (0)
P. rettgeri 0,2% (3) 0% (0)
P. stuartii 0,07% (1) 0% (0)
P. vulgaris 0,13% (2) 0% (0)
S. ficaria 0,07% (1) 0% (0)
S. marcescens 1,2% (18) 0% (0)
TOTAL 100% (1488) 100% (89)

Tabela 3: Identificagdo dos microrganismos sensiveis e resistentes ao antibidtico meropenem

MICRORGANISMO

SENSIVEL % (n)

RESISTENTE % (n)

A. baumaniii
Citrobacter spp
E. aerogenes
E. cloacae

E. coli

K. oxytoca/K. ozaenae
K.pneumoniae
M. morganii

P. aeruginosa
P. mirabilis

P. pennerii

P. rettgeri

P. stuartii

P. vulgaris

S. ficaria

S. marcescens

0,12% (2)
1,6% (27)
1,6% (27)
2,23% (38)
52,6% (896)
1,7% (29)
20,9% (355)
0,6% (11)
9,2% (156)
7,9% (135)
0,06% (1)
0,18% (3)
0,06% (1)
0,12% (2)
0,06% (1)
1,1% (18)

0% (0)
2,7% (1)
0% (0)
2,7% (1)
2,7% (1)
2,7% (1)
75,7% (28)
0% (0)
8,1% (3)
2,7% (1)
0% (0)
0% (0)
0% (0)
0% (0)
0% (0)
2,7% (1)

TOTAL

100% (1702)

100% (37)
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4, Discussao

Neste estudo, foram analisados dados relativos a 7436 amostras de urocultura provenientes
do servico de Patologia Clinica da ULSAlgarve-Faro, referentes ao periodo entre 2020 e 2023.

Verificou-se que 58% das uroculturas positivas para ITU, correspondiam a pacientes do sexo
feminino. Segundo a literatura, as mulheres estdo mais propensas ao surgimento de infe¢des uri-
narias devido as caracteristicas fisioldgicas e estruturais da uretra feminina (cuja extensdo é mais
curta na mulher) e devido a maior proximidade da regido perianal com a uretra. Desta forma,
justifica-se o facto de haver um maior nUmero de uroculturas positivas nas mulheres comparati-
vamente com os homens (15, 16).
Relativamente a faixa etdria, verificou-se que os pacientes com idades compreendidas entre [58-
65] anos estdo mais predispostos as ITU’s, contemplando 34,6% de uroculturas positivas. Estudos
anteriores indicam que o declinio da fung¢do renal e diminuicao das defesas urinarias, favorecem
uma elevada prevaléncia de infe¢Ges urindrias nesta faixa etaria, tal como se verificou nos dados
obtidos (15). Desta forma, sugere-se a realizacdo de estudos que contemplem como critério de
inclusdo as faixas etdrias superiores a 65 anos, com um foco especial em pacientes do sexo femi-
nino, uma vez que estes pacientes se apresentam como mais suscetiveis as ITU’s e sujeitos a in-
ternamento. Apds a analise da distribuicdo dos dados por tipo de microrganismo identificado,
constatou-se que 1778 casos (84%) correspondiam a microrganismos Gram-negativos e 274 casos
(13%) correspondiam a microrganismos Gram-positivos. Segundo a literatura, os principais cau-
sadores das ITU’s sdo maioritariamente as bactérias Gram-negativas, o que permite corroborar
os resultados desta variavel (17, 18). Dentro dos microrganismos Gram-negativos, a E. coli
(50,62%) e a K. pneumoniae (21,93%), foram mais frequentemente detetados. Estes achados es-
tdo em conformidade com a literatura existente, que identifica a E. coli como o principal agente
das ITU’s, tanto na comunidade, quanto em hospitais, seguida pela K. pneumoniae, também pre-
valente em infe¢Ges nosocomiais (15, 19 e 20).Tendo em conta a presenca de resisténcia bacteri-
ana e sensibilidade aos antibidticos ertapenem e meropenem, de acordo com estudos prévios, os
microrganismos detetados em amostras de urina geralmente apresentam maior sensibilidade ao
ertapenem do que resisténcia, uma tendéncia semelhante a observada com o meropenem (4, 20).
No presente estudo, constatou-se que 1488 dos microrganismos isolados apresentavam-se como
sensiveis ao ertapenem, enquanto apenas 89 demonstraram resisténcia a este antibiético. Em
relacdo ao meropenem, 1702 dos microrganismos detetados mostraram-se sensiveis e 37 resis-
tentes. Através da analise da resisténcia a ambos os antibidticos em estudo, é possivel inferir que
o nimero de casos de resisténcia é superior no antibidtico ertapenem. Esses resultados sdo cor-
roborados pela literatura existente. Apesar dos niveis de resisténcia serem baixos, é fundamental
que continuem a ser implementadas medidas de controlo de infe¢do e prevengado, como a sensi-
bilizacdo para o uso adequado dos antibiéticos carbapenemos, o isolamento de pacientes infeta-
dos por bactérias resistentes e uma boa higienizacdo das maos, de forma a minimizar o surgi-
mento de resisténcias futuras, assegurando a eficacia continua dos carbapenemos no tratamento
de infe¢Ges urinarias (4, 21, 22, 23). O mecanismo de resisténcia aos carbapenemos com maior
frequéncia neste foi o ESBL, com 42 casos (47%), estudos anteriores indicam que a eficacia do
antibiotico ertapenem é instavel na presenca de estirpes produtoras de ESBL. Neste estudo ape-
nas se realizou a distribuicdo dos mecanismos de resisténcia para os antibidticos ertapenem e
meropenem em conjunto (Figura 2), pelo que se sugere a realizacdo futura da analise individual
destes antibidticos, de forma a verificar se as bactérias produtoras de ESBL demonstram efetiva-
mente maior resisténcia ao ertapenem do que ao meropenem (24, 25). Em relagdo aos genes de
resisténcia analisados, pode-se aferir que o gene de resisténcia mais comummente identificado
foi o KPC (53% — 16 casos). A andlise literaria de outros estudos corrobora este resultado, identi-
ficando o KPC como o gene mais prevalente a nivel mundial dado a sua facilidade de disseminacéo
entre diferentes espécies bacterianas (26 — 28). Tendo em conta a andlise da sensibilidade e re-
sisténcia por microrganismo identificado (Gram-negativos) em amostras positivas para ITU, o mi-
crorganismo que apresentou um maior nimero de casos de sensibilidade ao ertapenem foi a E.
coli com 896 casos, seguindo-se a K. pneumoniae (307 casos). Este resultado estd de acordo com
a literatura, a qual indica altas taxas de sensibilidade por parte desta bactéria ao antibiético erta-
penem (29). Relativamente aos casos de resisténcia, a K. pneumoniae é a que maior nimero apre-
senta (77 casos) em comparacdo com as restantes bactérias Gram-negativas identificadas. Este
resultado obtido ndo vai de encontro a estudos anteriores, dado que estes apenas afirmam que
ha resisténcia por parte deste microrganismo ao ertapenem, sem especificar a sua predominancia
relativamente a outros microrganismos (30).
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Os microrganismos mais frequentemente sensiveis ao meropenem foram a E. coli (896 casos) e a
K. pneumoniae (355 casos). Estudos anteriores também comprovam que a sensibilidade destes
microrganismos ao meropenem é bastante elevada, corroborando os resultados obtidos (31). No
entanto, de acordo com a andlise dos casos de resisténcia, verificou-se que a K. pneumoniae é o
microrganismo com mais casos de resisténcia ao meropenem (28 casos). Estudos anteriores ape-
nas afirmam que ha resisténcia por parte deste microrganismo ao meropenem, sem especificar a
sua predominancia relativamente a outros microrganismos (30).

5. Conclusoes

A resisténcia aos antibioticos carbapenemos é um tema com uma importancia crescente em sa-
ude publica, dado que compromete a eficacia do tratamento antimicrobiano. Além disso, tem
varias outras implicagdes nomeadamente o aumento dos gastos em saude, devido ao prolonga-
mento dos internamentos e o aumento da mortalidade.

Tendo em conta o presente estudo, este permitiu avaliar o somatdério do nimero de casos de
resisténcia correspondente a cada um dos antibidticos carbapenemos, e tirar concluses acerca
da sua eficacia. Efetivamente o nimero de casos de resisténcia, este ndo demonstrou ser muito
elevado (89 casos para resisténcia a ertapenem e 37 casos de resisténcia a meropenem), mas é
suficientemente significativo para alertar os servigos hospitalares de que medidas preventivas de-
vem continuar a ser adotadas. Relativamente aos antibidticos em estudo, concluiu-se que o erta-
penem apresentou um nimero de casos de resisténcia superior a demonstrada pelo meropenem,
o que permitiu aferir que este Ultimo poderd ser a opgdo mais segura para antibioterapia. Relati-
vamente aos mecanismos de resisténcia, o que demonstrou ser mais prevalente foi o ESBL (42
casos). Como ja mencionado, segundo a literatura, o antibidtico ertapenem demonstra-se instavel
na presenca de bactérias produtoras de ESBL. Esta inferéncia, reforga a possibilidade de que o
antibidtico ertapenem seja uma opg¢do terapéutica menos segura em comparagao com 0 mero-
penem, no entanto deverdo existir mais estudos para suportar esta hipotese.

Dos genes de resisténcia identificados, o que demonstrou maior prevaléncia em amostras de urina
foi o KPC (16 casos). Como ja referido, este gene é transferido facilmente para outras espécies de
bactérias, sendo importante monitorizar e isolar os pacientes infetados por bactérias portadoras
deste gene. Este estudo aborda um tema de grande importéancia na atualidade, dado o aumento
continuo dos casos de resisténcia e a escassez de opgdes terapéuticas para estirpes multirresis-
tentes. Os resultados que derivam deste estudo, assim como a sua divulgacao, revelam-se como
mais-valias no redireccionamento de terapéuticas mais adequadas tendo em conta os casos de
resisténcia aos antibidticos carbapenemos. Além disso, podem contribuir para a diminuicdo dos
internamentos hospitalares e custos associados aos mesmos. Para colmatar os niveis de resistén-
cia presentes na ULSAlgarve — Faro devem continuar a ser aplicadas medidas preventivas e além
disso deverdo ser realizados estudos anuais de forma a verificar e controlar os casos de resisténcia
aos antibidticos carbapenemos.
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Resumo
A hemoglobina S (HbS) é uma hemoglobina mutante, em que os portadores sdo geralmente assintomaticos,
tendo um risco elevado de tromboembolismo e de doenga renal crénica. A presenga de HbS em pessoas
dadoras é um desafio para qualquer servico de sangue, pois no processamento da dadiva sanguinea, a HbS
pode levar a falciformagdo dos eritrécitos, resultando na obstrugdo dos filtros, durante a leucorredugdo.
Este estudo tem como objetivo a caracterizagdo da prevaléncia da HbS nas pessoas dadoras de sangue do
Algarve, através da analise de dados referentes a dadivas, com filtragdo interrompida, entre janeiro de 2018
e abril 2024. As variaveis estudadas foram: diagndstico de HbS; data da dadiva; lote do saco de colheita;
grupo sanguineo; sexo; naturalidade; concelho de residéncia; idade; data da detegdo de HbS; nimero de
dadivas efetuadas e valor de hemoglobina.
Foram analisadas 138 dadivas, efetuadas por 98 pessoas dadoras. Observou-se que 57,2% dessas dadivas
foram HbS positivas (HbS+). Das pessoas dadoras HbS+: 52,1% eram homens e 47,9% mulheres; os grupos
sanguineos mais prevalentes foram o O (50%) e o A (33.4%). Cerca de 50% eram naturais do Brasil, Angola
e Cabo Verde. No geral, entre janeiro de 2018 e abril de 2024, a prevaléncia da HbS nas dadivas de sangue
no Algarve foi cerca de 0,12%.
Recomenda-se a pesquisa de HbS em pessoas dadoras, que apresentem indices hematimétricos suspeitos
bem como a adogdo de medidas preventivas para problemas na leucorredugdo, beneficiando assim a ges-
tdo de recursos dos servigos visados.

Palavras-chave: Hemoglobina S, Hemoglobinopatia, dadiva sanguinea

1. Introdugdo

A anemia falciforme, ou drepanocitose, é uma doenga autossdmica recessiva, causada por
uma mutacgdo pontual no gene codificante da cadeia 8 da hemoglobina (Hb). Ocorre a substituicdo
do acido glutamico por valina, originando uma hemoglobina anormal denominada hemoglobina
S (HbS) ao invés da hemoglobina A (HbA) (1). Em condigGes de baixa concentragdo de oxigénio, a
HbS polimeriza-se e o eritrécito adquire uma forma de foice sendo rigido e com vida util curta (2,
3).

A forma mais grave desta doenga ocorre em individuos homozigéticos denominando-se por
drepanocitose ou anemia falciforme. Podem surgir diversas complica¢des tais como disfungao do
endotélio vascular, altera¢des na producdo de éxido nitrico, inflamacgdo, stress oxidativo, hiper-
coagulabilidade e ativagdo recorrente de células imunes (4). Em certos casos, a anemia falciforme
pode ser fatal, ao provocar acidente vascular cerebral (5). No entanto, alguns individuos exibem
a forma heterozigoética, sendo denominados portadores do trago falciforme. Neste Ultimo caso, o
individuo ndo costuma apresentar sintomas. Contudo, esta bem estabelecido que o traco falci-
forme estad associado a um elevado risco de tromboembolismo (pulmonar em particular) e de
doenga renal crénica (6, 7).
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O trago falciforme pode ser detetado através do rastreio neonatal, que tem em vista a dete-
¢do assim como o planeamento e aconselhamento das familias afetadas. Outra forma de identifi-
car os portadores de HbS é no processamento do Sangue Total (ST) ou do Concentrado de Eritré-
citos (CE), nas dadivas sanguineas, mais especificamente aquando da leucorredugao (8, 2, 3).

A dadiva de sangue representa uma parte fulcral dos cuidados de saude ao nivel mundial,
estando intimamente relacionada com a transfusdo de sangue e com a obtengao dos componen-
tes sanguineos. Os doentes que necessitam de uma transfusdo estdo, assim, dependentes das
dadivas efetuadas pelas pessoas dadoras. Verifica-se uma necessidade continua destas dadivas,
uma vez que existem sempre doentes a necessitar de transfusdo, e os componentes sanguineos
tém prazos de validade limitados (9). Em Portugal, em 2022, foram realizadas 306 796 dadivas
sanguineas, correspondendo a 206 287 pessoas dadoras de sangue (10).

A pessoa dadora é aquela que, apds triagem clinica, apresenta valores minimos de Hb de
12,5 g/dL (mulheres) ou 13,5 g/dL (homens), doa benevolamente e de forma voluntéria parte do
seu sangue para fins terapéuticos (11, 12).

A obtenc¢do dos componentes sanguineos inclui varias etapas, nomeadamente: a triagem
das pessoas dadoras, a colheita de ST e o seu processamento. Esta Ultima etapa tem como obje-
tivo maximizar a utilidade e seguranga dos componentes sanguineos, num procedimento que
compreende diversos passos como: a separa¢ao dos componentes sanguineos, a leucorreducdo
e a validagdo das unidades de sangue, entre outros (13).

A leucorreducgdo constitui um passo fundamental no processamento da dadiva de sangue,
que visa uma redugado bastante significativa do nimero de leucdcitos presentes nos componentes
sanguineos, sendo estes potenciais causadores de efeitos adversos na pessoa recetora (14). Pode
efetuar-se através de diversas metodologias, sendo uma das mais utilizadas a filtragdo deste com-
ponente sanguineo, retendo os leucécitos, mas permitindo a passagem dos eritrécitos e das pla-
quetas (8, 2, 3).

Os diferentes fatores que podem dificultar ou até levar a interrupgdo da leucorredugdo estao
relacionados com defeitos na qualidade dos filtros; condi¢gdes de transporte; acondicionamento
e processamento dos componentes sanguineos; presenga de fibrina ou codgulos, para além da
referida presenga de HbS. Durante a leucorredugdo podem-se verificar condigdes que favorecem
a falciformacdo dos eritrécitos, o que pode impedir a sua passagem, levando a obstrugdo do filtro.
As unidades de sangue onde surge este problema sdo enviadas para pesquisa de HbS (15, 16).

Existem, no entanto, portadores de trago falciforme cujos eritrécitos nao ficam retidos no
filtro, dando-se a leucorredugdo normalmente (8, 2, 3). Assim, para a realiza¢do de uma transfu-
sdo sanguinea segura, é necessario ter em conta a situagao clinica da pessoa recetora, uma vez
que a transfusdo de CE com HbS, pode ser prejudicial para as pessoas recetoras que apresentem
hemoglobinopatias, acidose severa ou em recém-nascidos (17). Considerando este facto, nestes
casos, uma amostra do CE a transfundir deve ser analisada por Cromatografia Liquida de Alta
Performance (HPLC), como forma de despiste para a presenca de HbS, sendo esta outra potencial
forma de detecdo de pessoas dadoras portadoras de HbS, mesmo quando ndo surgem problemas
durante a leucorreducdo (18).

Em Portugal, o primeiro estudo a nivel nacional sobre a prevaléncia da HbS foi feito entre
1983 e 1985. Com este estudo verificou-se que a prevaléncia de portadores de HbS era de 0,32%,
com uma prevaléncia superior nas regides do sul do pais, como é o caso do Algarve que apresen-
tava uma prevaléncia de 0,68% (19). Segundo o rastreio orientado de portadores de hemoglobi-
nopatias feito entre 1987 e 1993 no ambito do Programa Nacional de Controlo das Hemoglobino-
patias (PNCH) coordenado pelo Instituto Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge (INSA), efetuado
nos distritos com maior prevaléncia de HbS (Beja, Evora, Faro, Leiria, Lisboa, Santarém e Settbal)
verificou-se uma prevaléncia de 8,9% de portadores de 3-talassémia e HbS (5).

Os ultimos dados publicados sobre a prevaléncia da HbS em Portugal datam a 2013 e foram
retirados da casuistica de hemoglobinopatias realizada pelo laboratério do Departamento de Pro-
mogdo da Saude e Prevengdo de Doengas Ndo Transmissiveis (DPSPDNT) do INSA. Segundo esta
casuistica, as hemoglobinopatias eram mais prevalentes nas regiGes do Algarve, Alentejo e Lisboa
e Vale do Tejo, sendo as mais frequentes a HbS e a B-talassémia. No primeiro semestre de 2013,
foram identificados 271 casos de hemoglobinopatias dentro dos quais, 8,9% eram HbS positivas
(2).

O presente estudo tem como objetivo geral a andlise da prevaléncia da HbS nas pessoas
dadoras de sangue do Algarve. Especificamente, realizou-se a caracterizagdo da populagdo de
pessoas dadoras no Algarve, detetadas como portadores de trago falciforme. Além disso, foram
estudadas as dadivas envolvidas em problemas na leucorredugdo quanto a data de colheita, lote
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do saco de colheita, quantificando o nimero de dadivas cuja causa para o problema na leucorre-
ducéo foi a presenga de HbS.

2. Materiais e Métodos

Efetuou-se um estudo retrospetivo e observacional através da analise de dados, referentes
ao periodo entre 1 de janeiro de 2018 e 7 de abril 2024, relativos a dadivas com filtracdo inter-
rompida durante a leucorreducdo do CE. Esses dados foram obtidos por conveniéncia e recolhidos
no Laboratdrio Regional de Saude Publica do Algarve, Dra. Laura Ayres (LLA) — Instituto Portugués
do Sangue e da Transplantacdo, I.P. (IPST), através da Aplicagdo Sistema de Informacgdo a Servigos
de Sangue (ASIS). A populagdo em estudo englobou todas as pessoas dadoras que efetuaram da-
diva de sangue na Unidade Local de Saude do Algarve, E.P.E. (ULSA), sendo estas posteriormente
processadas no LLA-IPST.

A partir dos relatdrios de Atividade Transfusional e Sistema Portugués de Hemovigilancia do
IPST e dos dados fornecidos pelo LLA-IPST, obteve-se o nimero total de dadivas efetuadas no
periodo abrangido pelo estudo, sendo consideradas para o estudo e analisadas as dadivas cuja
leucorreducdo foi interrompida.

Os dados foram recolhidos no ASIS em duas etapas. Primeiramente, foram considerados os
dados tendo em conta a data de colheita, lote do saco de colheita, grupo sanguineo e nimero de
dador a partir de listagens dos CE inutilizados por motivo de filtragao interrompida, no LLA-IPST.
Seguidamente, a partir do nimero de dador, foram recolhidos dados referentes as restantes va-
ridveis analisadas para cada pessoa dadora, no ASIS: sexo, naturalidade, nacionalidade, etnia, con-
celho de residéncia, data de nascimento, estatuto quanto a HbS (HbS positivas (HbS+) ou HbS
negativas (HbS-)), nUmero de dadivas efetuadas, valor de Hb referente a dadiva e a outras dadivas.
Verificando-se que esses dados se encontravam incompletos, ou em falta, excluiram-se as seguin-
tes variaveis: lote do saco de colheita; etnia; valores de Hb das outras dadivas.

Para uma caracterizagdo adequada da populagdo de pessoas dadoras HbS+, foram excluidas
as multiplas dadivas efetuadas por estas, de forma que cada pessoa dadora HbS+ fosse contabili-
zada apenas uma vez.

A data da colheita e a data da detegdo da HbS foram agrupadas por ano. A idade das pessoas
dadoras foi agrupada em classes de 10 em 10 anos. O nimero de dadivas efetuadas foi organizado
em intervalos de 10 em 10 dddivas.

Os dados foram tratados no Microsoft Excel e analisados no programa Software Package for
Social Sciences (SPSS), Versdo 29.0. Recorreu-se a anadlise de estatistica descritiva e inferéncial,
através do teste qui-quadrado, com nivel de significancia p <0,05.

3. Resultados

3.1. Prevaléncia de HbS nas dddivas sanguineas do Algarve, entre 2018 e 2024.

A partir dos dados dos relatérios de Atividade Transfusional e Sistema Portugués de Hemo-
vigilancia do IPST e dos dados obtidos através deste estudo no LLA foi possivel estimar a preva-
Iéncia da HbS nas dadivas sanguineas, na regido do Algarve, sendo esta de 0,12% em 2018; 0,17%
em 2019; 0,11% em 2020; 0,09 % em 2021; 0,14% em 2022; 0,09% em 2023. No geral, entre ja-
neiro de 2018 e abril de 2024, a prevaléncia da HbS na dadiva de sangue no Algarve foi cerca de
0,12% (Tabela 1).

Foram realizadas 66 614 dadivas entre 1 de janeiro de 2018 e 7 de abril de 2024, das quais
138 apresentaram problemas na leucorredugdo. Verificou-se que, aproximadamente, 57% (n=79)
das dddivas em estudo eram provenientes de individuos HbS+, 38% (n=52) de individuos HbS- e
5% (n=7) ndo tinham o estatuto HbS definido (Figura 1a).
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Tabela 1: Prevaléncia da HbS, a partir das dadivas HbS positivas cuja leucorredugdo foi interrompida.

- N® t:f.:,‘z?o‘;éad;vas N° dadivas Prevaléncia
na regidao do Algarve e HbS (%)

| 2018 | 10 766 13

| 2019 | 1@ =3 17 0,17
m 10 451 12 0,11
m 11 439 10 0,09
m 1 =) 15 0.14
m 10 179 ] 0,09
m 3294 3 0,09

66 614 79 0,12

? Fonte: Relatdrios de Atividade Transfusional e Sistema Portugués de Hemovigilancia-IPST 2018-2022
Fonte: LLA-IPST
¢Numero de dadivas HbS positivas até abril de 2024

As 138 ddadivas com problemas na leucorreducdo foram efetuadas por 98 pessoas dadoras,
das quais 49% (48) eram HbS+ (Tabela 2).

Tabela 2: Numero total de pessoas dadoras cujas dadivas originaram problemas na leucorredugdo,
entre janeiro 2018 e abril 2024.

N %
Pessoas dadoras
Pessoas dadoras HbS+ 48 49,0
Pessoas dadoras HbS- 43 43,9
Pessoas com estatuto HbS desconhecido 7 7,1
Total 98 100,0

Relativamente a data de colheita, os anos em que se verificou um maior nimero de dadivas
com problemas na leucorredugdo foram os anos de 2018 e de 2019 (18,8% e 18,1%, respetiva-
mente). Até abril de 2024 surgiram 9 ddadivas (6,5%) com problemas na leucorredugdo (Figura 1b).

18,8%
a) b) : 18,1%
15,2%
13,8% 13,8% 13.8%
57,2%
6,5%
HbS + mHDbS - mDesconhecido 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024

Figura 1: a) Percentagens das dadivas cuja leucorredugdo foi interrompida (n=138): HbS-: 37,7%; HbS+:
57,2%; Desconhecido: 5,1%. b) Data das colheitas das amostras em estudo (n=138): 2018: 18,8%; 2019:
18,1%; 2020: 15,2%; 2021: 13,8%; 2022: 13,8%; 2023: 13,8%; 2024: 6,5%.

3.2. Caracterizagdo das pessoas dadoras com HbS+

3.2.1. Grupo sanguineo, sexo e faixa etdria

O grupo sanguineo mais prevalente nas pessoas dadoras com HbS+ (n=48) foi o grupo O
(50%), seguido do grupo A (33,4%) e do grupo B (12,5%).

Relativamente ao sexo das 48 pessoas dadoras com HbS+, verificou-se que 52,1% (n=25)
eram do sexo masculino e 47,9% (n=23) do sexo feminino (Figura 2a). Em relagdo a faixa etéria
observou-se que a maioria das pessoas com HbS+ tinha entre 28 e 47 anos (28-37 anos: 25%
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(n=12), 38-48 anos: 23% (n=11)). A classe dos 18-27 anos foi a que obteve a menor quantidade de
pessoas portadoras do trago falciforme (14,6% (n=7)) (Figura 2b).

a) b)
23
- I

Feminino mMasculino

Figura 2: a) Frequéncias das pessoas dadoras HbS+ por sexo (n=48). Feminino: 23; Masculino: 25. b) Fre-
quéncias das pessoas dadoras HbS+ por faixas etdrias (n=48). 18-27 anos: 7 pessoas dadoras, 28-37 anos: 12
pessoas dadoras, 38-47 anos: 11 pessoas dadoras, 48-57 anos: 9 pessoas dadoras, 58-67 anos: 9 pessoas
dadoras.

3.2.2. Nacionalidade, naturalidade e area de residéncia

No que diz respeito a nacionalidade das pessoas dadoras HbS+, verificou-se que 28 sdo por-
tuguesas (58,3%), 18 sdo brasileiras (37,5%), 1 angolana (2,1%) e 1 mogambicana (2,1%) (Figura
3ba). Tendo em conta a naturalidade das pessoas dadoras HbS+, verificou-se que metade dos
individuos HbS+ eram naturais de Portugal (50% (n=24)), dos quais 75% (n=18) provinham das
regides do Algarve e Alentejo. A outra metade das pessoas dadoras HbS+, nasceram no estran-
geiro, sendo a sua maioria natural do Brasil (37,5% (n=18)), Angola (10% (n=5)) e Cabo Verde (2,1%
(n=1)) (Figura 3a).

A maioria das pessoas dadoras HbS+ (73%) residiam nos concelhos Algarvios de Faro (29,2%
(n=14)), Loulé (18,8% (n=9)), Portimao (14,6% (n=7)) e Silves (10,4% (n=5)).

a) b)

Cabo Verde: 1

Angola: 5

Alentejo: 7

Portugal: 24 Algarve: 11 ermrr
Brasil: 18

Centro: 2

Figura 3: a) Frequéncias das pessoas dadoras HbS+ por nacionalidade (n=48). Portugal: 28 pessoas, Brasil:
18 pessoas, Angola: 1 pessoa, Mogambique: 1 pessoa. b) Frequéncias das pessoas dadoras HbS+ por natura-
lidade (n=48). Portugal: 24 pessoas (Algarve 11 pessoas, Alentejo: 7 pessoas, Lisboa: 4 pessoas, Centro: 2
pessoas), Brasil: 18 pessoas, Angola: 5 pessoas, Cabo Verde: 1 pessoa.

3.3. Relagdio entre presenga/auséncia HbS nas pessoas dadoras/dddivas sanguineas

Foi avaliada a relagdo entre a presenca/auséncia de HbS nas pessoas dadoras, a sua natura-
lidade e nacionalidade, onde se observaram relagdes estatisticamente significativas (p=0,017 e
p<0,001, respetivamente). Em ambas, observou-se uma maior predominancia de dadivas HbS+
provenientes de pessoas de naturalidade e nacionalidade portuguesa, seguido da naturalidade e
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nacionalidade brasileira. E de destacar que a maioria das dadivas, em que ocorreram problemas
na leucorreducdo, provenientes de individuos brasileiros e angolanos, sdo HbS+ (Figura 4a e 4b).

a) b)
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Figura 4: a) Relagdo entre a naturalidade e o estatuto quanto a HbS das dadivas (n=138). HbS Negativo:
(35 Portugal, 7 Brasil, 2 Angola, 4 Alemanha, 3 Desconhecido, 1 Moldavia), HbS Positiva: (39 Portugal, 26
Brasil, 12 Angola, 1 Cabo Verde, 1 Desconhecido), Estatuto HbS Desconhecido: (6 Portugal, 1 Angola). b)
Relagdo entre a nacionalidade e o estatuto quanto a HbS das dadivas (n=138). HbS Negativo: (43 Portugal,
5 Brasil, 1 Angola, 3 Desconhecido), HbS Positiva: (46 Portugal, 29 Brasil, 4 Angola), Estatuto HbS Desconhe-
cido: (6 Portugal, 1 Paises Baixos)

4, Discussao

Neste estudo observacional foram analisadas 138 dadivas que apresentaram problemas na
leucorredugdo, efetuadas por 98 pessoas dadoras, onde se verificou que 57% destas dadivas apre-
sentaram um estudo positivo para a HbS. Este resultado sugere que a interrupgao da leucorredu-
¢do por obstrugdo dos filtros ndo ocorre apenas devido a presenga de HbS, sendo concordante
com os resultados de Duque J Florez et al. (2024) e Schuetz et al. (2004), que apresentam outros
fatores de influéncia no processo de leucorredugdo. A otimizagdo deste processo permite uma
reducdo das dadivas inutilizadas e do gasto desnecessario de recursos, associada a uma melhor
eficacia da leucorreducdo, resultando na obtencdo de componentes sanguineos de maior quali-
dade, com menor probabilidade de provocarem efeitos adversos no recetor (15, 16).

No que diz respeito a data da colheita das dadivas em que ocorreram problemas na leucor-
reducdo, observa-se uma diminuicao a partir de 2020 e nos anos seguintes. Perante este resultado
analisou-se o numero de dadivas neste periodo, através da consulta do Relatério de Atividade
Transfusional e Sistema Portugués de Hemovigilancia 2020 e verificou-se que a diminuicdo dos
problemas de leucorredugdo a partir de 2020 ndo é acompanhada por uma diminui¢gdo no numero
de dadivas homdlogas na regido do Algarve. Assim, poderao ter sido implementados outros pro-
cedimentos que possibilitaram a diminuicdo do niumero de dadivas com problemas na leucorre-
ducéo (20).

Relativamente a idade das pessoas dadoras em estudo, constatou-se que a faixa etaria entre
os 28 e 47 anos de idade é aquela onde se verifica um maior nimero de pessoas dadoras HbS+,
algo que é concordante com os relatérios de hemovigilancia de 2018 a 2022. Além disso, verificou-
se um menor numero de dadivas com problemas na leucorreducdo efetuadas por pessoas dado-
ras jovens (18-27 anos), facto este que pode, eventualmente, relacionar-se com o envelhecimento
da populagdo de pessoas dadoras evidenciada no relatdrio de hemovigilancia de 2022. E assim de
salientar a importancia da populacdo jovem na dadiva de sangue e da fidelizacdo das pessoas
dadoras, de todas as faixas etarias, essenciais para a supressao das necessidades de componentes
sanguineos que se verificam nos hospitais. As geragdes mais jovens sdo responsaveis por substi-
tuir as pessoas dadoras que deixam de doar sangue devido a sua idade, sendo por isso, funda-
mentais para a renovag¢do da populagdo de pessoas dadoras. As pessoas dadoras regulares tam-
bém sdo bastante importantes visto que representam uma fonte significativa e constante de da-
divas de sangue.

A prevaléncia dos diferentes grupos sanguineos nas pessoas dadoras HbS+, é semelhante a
que se verifica nas pessoas dadoras do Algarve, onde se constata que 44,38% das pessoas dadoras
sdo do grupo O, 43,33% sdo do grupo A, 8,60% s3o do grupo B e 3,68% sao do grupo AB. Nas
pessoas dadoras HbS+ também se constata que os grupos sanguineos predominantes sioo O e o
A (10, 20).
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Em relagcdo a naturalidade das pessoas dadoras, sdo de salientar dois aspetos: cerca de me-
tade das pessoas dadoras HbS+ sdo naturais do Brasil (18), Angola (5) e Cabo Verde (1), ainda que
a maioria da populagdo de pessoas dadoras apresente naturalidade portuguesa. Além disso, as
dadivas em que ocorreram problemas na leucorreducdo, provenientes de pessoas dadoras brasi-
leiras ou angolanas sdo maioritariamente HbS+. Isto estara relacionado com o facto de que a HbS
confere protegao perante o P. falciparum, e nestes paises, verifica-se uma prevaléncia superior
deste parasita. Como consequéncia de processos de sele¢cdo natural, esta caracteristica é preser-
vada levando, a uma maior prevaléncia de HbS em individuos naturais destes paises. Assim, tendo
em conta estes resultados, poder-se-a concluir que a prevaléncia da HbS nas pessoas dadoras
naturais do Brasil e Angola é superior a prevaléncia da HbS nas pessoas dadoras de naturalidade
portuguesa, algo que podera ser transponivel para a populagdo destes mesmos individuos (21).

Os achados observados ao nivel da naturalidade também se refletem ao nivel da nacionali-
dade. A naturalidade podera ser uma variavel que reflete melhor a relagdo existente entre a pre-
valéncia da HbS e do P. falciparum, em diferentes regides, uma vez que a transmissdo da HbS a
descendéncia se da principalmente em individuos que apresentam uma pool genética caracteris-
tica da regido endémica, ou seja, naturais ou descendentes de naturais dessa regido.

Um outro aspeto a salientar é a distribuicao geografica que a HbS apresenta em Portugal,
constatando-se que 75% das pessoas dadoras HbS+ naturais de Portugal, que doam sangue no
Algarve, sdo naturais do Algarve e do Alentejo. Esta predominancia tdo marcada podera estar
relacionada com a maior prevaléncia de HbS que se observou em estudos anteriores nas regides
do Algarve e Alentejo (5, 2).

Relativamente ao concelho de residéncia das pessoas dadoras HbS+, a predominancia de
individuos HbS+ nos concelhos de Faro, Portimao e Loulé poderd estar relacionada com a maior
densidade populacional que se verifica nesses concelhos, havendo, como tal, um maior nimero
de pessoas dadoras e também de imigrantes que tendem a habitar em cidades de maiores dimen-
sOes, como estas.

Neste estudo, verificou-se uma prevaléncia da HbS de 0,12% nas dadivas efetuadas no Al-
garve entre 2018 e abril de 2024. Esta prevaléncia varia bastante relativamente a observada em
estudos anteriormente mencionados, efetuados em Portugal: no rastreio efetuado por Martins
et al., observou-se uma prevaléncia de HbS no Algarve de 0,68%; no rastreio direcionado a gravi-
das e a individuos com histdria familiar positiva de HbS, coordenado pelo Instituto Nacional de
Saude Publica Dr. Ricardo Jorge (INSA), constatou-se uma frequéncia conjunta de portadores de
R-talassémias e HbS de 8,9%; no rastreio nacional, efetuado pelo INSA, principalmente em mu-
Iheres gravidas, verificou-se uma prevaléncia da HbS de: 6.5% em 2010, 7,0% em 2011, 9.4% em
2012 e 8.9% no primeiro semestre de 2013 (19, 22).

E de salientar que neste estudo foi analisada a prevaléncia da HbS nas pessoas dadoras,
numa regidao de Portugal, sendo algo pioneiro em Portugal. No entanto, apenas foram incluidas
pessoas dadoras, pelo que que os valores de individuos HbS+ na regido encontram-se subestima-
dos. Adicionalmente, as dadivas de individuos HbS+ podem ser submetidas ao processo de leu-
corredugdo sem que ocorram quaisquer complicagdes, existindo por isso pessoas dadoras de san-
gue no Algarve que serdo HbS+ e ndo foram identificadas como tal.

Outros estudos homologos a este foram efetuados noutros paises nomeadamente no Brasil,
Nigéria, entre outros paises. No estudo efetuado por Pinto et al. (2022), no Brasil, verificou-se
uma prevaléncia de HbS de cerca de 2,2% nas pessoas dadoras do estado de Minas Gerais no
Brasil. Ja no estudo de Lidani et al., (2015), também no Brasil, constatou-se uma prevaléncia de
cerca de 0,9% de HbS nas pessoas dadoras do estado do Parand. Tal como era esperado, ambas
as regides apresentam uma prevaléncia superior de HbS nas pessoas dadoras em relagdo ao pre-
sente estudo, referente a regido do Algarve. Estes resultados demonstram a maior prevaléncia de
HbS que se observa em regides endémicas de P. falciparum, mas também a variabilidade que se
verifica entre estas mesmas regides (23, 21).

Apesar dos individuos HbS+ serem geralmente assintomaticos e ndo apresentarem evidén-
cias claras que sejam indicativas da presenca de HbS, existem certos achados observados no he-
mograma que podem levar a suspeita da presenga de HbS, tais como a Hemoglobina Globular
Média inferior a 27 pg ou o Volume Globular Médio inferior a 80 fl. Como tal, poderia ser benéfico,
no caso de se observarem estes achados, efetuar a determinagao da HbS. Esta forma de rastreio
da HbS permite uma pesquisa célere e pouco dispendiosa, a qual pode ser direcionada a pessoas
dadoras com valores dos indices hematimétricos considerados suspeitos, de acordo com as ca-
racteristicas acima mencionadas, potenciando a dete¢do precoce de um maior nimero de indivi-
duos HbS+. Este rastreio traria vantagens para o individuo ao nivel do planeamento familiar, uma
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vez que um individuo portador do tracgo falciforme pode transmitir a HbS a sua descendéncia sob
a forma de traco falciforme ou até, caso o outro progenitor também seja portador de HbS, sob a
forma de hemoglobinopatia grave, ou seja, anemia falciforme (24).

Associada a este rastreio, poderia ser adotada uma outra medida: a exclusdo de pessoas
dadoras HbS+ cujas dadivas originem, repetidamente, problemas na leucorreducéo.

Como alternativa, tendo em conta a escassez de dadivas que se verifica atualmente, poder-
se-ia recorrer ao armazenamento do CE de pessoas dadoras conhecidas como HbS+ a 42C antes
deste ser submetido a leucorredugdo. De acordo com Amar K.O. et al., este procedimento reduz
a probabilidade da mesma ser interrompida, preservando a viabilidade da dadiva (3).

Como tal, é fundamental otimizar a leucorredugdo e os processos associados, algo que po-
dera ser alcangando através da adogdo das medidas anteriormente mencionadas, tendo em vista
a reducgdo das dadivas inutilizadas e ao gasto desnecessario de recursos, associada a uma melhor
eficacia da leucorredugdo, resultando na obtengdo de componentes sanguineos de maior quali-
dade, com menor probabilidade de provocarem efeitos adversos no recetor.

5. Conclusao

A prevaléncia da HbS nas dadivas de sangue efetuadas no Algarve entre 2018 e abril de 2024
foi de 0,12%, proveniente de 48 pessoas dadoras HbS+, predominantemente do sexo masculino,
entre os 28 e 47 anos de idade, dos grupos sanguineos O e A. Estas pessoas dadoras apresentam
maioritariamente naturalidade e nacionalidade portuguesas e brasileiras, residindo principal-
mente nos concelhos de Faro, Portimao e Loulé, tendo sido estabelecida uma relagao estatistica-
mente significativa entre a naturalidade destas pessoas dadoras. Das 138 dddivas analisadas em
que ocorreram problemas na leucorreducdo, cerca de 57% eram HbS+ e 38% eram HbS-.

Este estudo tal como os estudos semelhantes, previamente mencionados, possibilitam uma
melhor percegao acerca do contexto desta patologia, promovendo no futuro, a criagdo de medi-
das interventivas para a tomada de decisGes mais informada, face a esta problematica na dadiva
sanguinea.

Desta forma é recomendada a realizagdao de estudos homdlogos, replicados noutras regides
ou mesmo a nivel nacional, de modo a analisar a evolugdo do contexto da HbS no pais e atuali-
zando o conhecimento acerca desta hemoglobinopatia.
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Resumo: Os tumores do sistema nervoso central representam 14% da mortalidade oncoldgica global, com
uma taxa de incidéncia de 4,2% em Portugal. Estudos epidemioldgicos prévios evidenciam disparidades re-
gionais, etdrias e entre sexos na distribuicdo desta patologia. O presente estudo tem como objetivo avaliar
a prevaléncia de tumores encefalicos e proceder a sua caracterizagdo sociodemografica e clinica, bem como
investigar possiveis correlagbes em pacientes diagnosticados com esta patologia e acompanhados na Uni-
dade Local de Satde do Algarve (ULSAL). Realizou-se um estudo observacional retrospetivo baseado na ana-
lise de processos clinicos (n=278) extraidos da base de dados ULSAL, abrangendo o periodo de 2017 a 2020.
O estudo revelou uma maior prevaléncia de tumores encefalicos primarios (246 casos) em comparagdo com
os metastaticos (32 casos), com predomindncia no sexo feminino (54,3%) e na faixa etdria dos 51 aos 70 anos
(45,6%). Entre os tumores primarios, os mais prevalentes foram os gliomas (39,8%), seguidos pelos menin-
giomas (36,2%) e adenomas hipofisarios (6,5%). No grupo dos gliomas, observou-se uma preponderancia de
tumores malignos, com os glioblastomas a representarem 73,5% dos casos. Quanto aos meningiomas, pre-
dominaram os de natureza benigna, com 40,3% classificados como transicionais. A taxa de mortalidade apre-
sentou-se mais elevada no sexo masculino (51,9%), bem como nos casos de glioblastoma e na populagédo
idosa. As metastases mais frequentes sdo provenientes do cancro do pulmdo. O indice Ki-67 destaca-se como
o principal biomarcador, juntamente com a co-dele¢do 1p19q e a mutagdo IDH1/2. Em consonancia com os
dados mundiais e europeus, observou-se uma maior prevaléncia de gliomas, meningiomas e adenomas hi-
pofisarios.

Palavras-chave: Tumores encefalicos, metastaticos, glioblastoma, meningioma, prevaléncia.

1. Introdugdo

Atualmente o cancro é responsavel por mais de 7 milhGes de mortes no mundo a cada ano
(1), sendo os tumores do sistema nervoso central (SNC) responsaveis por 14% da mortalidade de
todos os cancros. Em 2020, os tumores do SNC corresponderam a 1,6% da taxa de incidéncia de
cancro mundial e a 2,3% da incidéncia padronizada por idade em Portugal, com uma taxa de 261,8
por 100.000 pessoas-ano (2). Os tumores do encéfalo correspondem a 90% dos tumores do SNC,
o qual abrange um grupo complexo e diverso de neoplasias benignos e malignos provenientes do
parénguima encefalico e das suas estruturas de suporte, ou metastaticos (3). Podem ser classifi-
cados de diversas formas: (i) quanto a histopatologia: de baixo a alto grau (I, II, lll, IV); (ii) ao
comportamento: benigno ao agressivo; e (iii) ao local de origem: primarios ou secundarios (me-
tastaticos). Dentro dos primarios podem ser subclassificados de acordo com a estrutura encefa-
lica de que originam, isto é: parénquima encefalico, glandula pituitaria, meninges e/ou base da
caixa craniana (4). Inclusive, a classificagdo atualmente mais adequada e utilizada no diagndstico
dos casos de incidéncia de tumores encefalicos é dada pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS),
a qual define critérios histopatolégicos, imunohistoquimicos, grau de malignidade definido pela
combinagdo da caracteristica histolégica e padrao de crescimento, e perfil molecular (5,6).
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A etiologia dos tumores encefalicos primdrios é algo incerta, tendo como fatores de risco: a
genética, radiacdo idnica, uso de telemdveis, exposi¢coes industriais, agentes infeciosos, traumas
cerebrais, tabaco e alcool (7-9). Apesar de serem considerados raros, estes sdo mais frequentes
em criangas do que em adultos, por outras palavras, sdo o segundo maior responsavel de morta-
lidade por cancro em jovens abaixo de 19 anos (10). Destes, os gliomas sdo os mais frequentes
(45%), seguindo-se do meningioma (27%) e do tumor da glandula pituitaria (1). Entre os gliomas,
o glioblastoma, de grau histopatoldgico 1V, é responsavel por 45% dos casos (11).

Os tumores metastaticos sdo derivados de processos carcinogénicos com origem fora do
encéfalo responsaveis pela maior parte das taxas de morbilidade e mortalidade decorrente dos
tumores encefalicos. As metdstases intracraniais mais comuns localizam-se no parénquima cere-
bral e geralmente ocorrem em conjunto com metastases em outros locais do SNC como cranio,
dura mater e a leptomeninge, tendo como origem, mais recorrente, dos cancros pulmonares, me-
lanomas e mamarios (12,13). Estudos realizados nos Estados Unidos da América demonstraram
que, embora os cancros do pulmdo e melanomas continuem a ser as fontes mais frequentes, o
cancro renal surge como a terceira origem mais comum de metdstases no encéfalo. No entanto,
é de realgar que dos 2% dos casos de cancro, apenas 12,1% desenvolveram metastase encefalica
(14). A'incidéncias destas metastases varia entre 9 a 17% em comparagdo com outras localizages
metastaticas, apresentando uma distribuicdo equitativa entre sexos e uma maior incidéncia na
populagdo adulta (15).

Os estudos epidemioldgicos revelam disparidades significativas na incidéncia de cancro en-
cefélico entre regides e géneros. Nos paises desenvolvidos, a taxa de incidéncia é superior (5,8 e
4,1 por 100.000 pessoas-ano para homens e mulheres, respetivamente) comparativamente aos
paises em desenvolvimento (3,0 e 2,1 por 100.000 pessoas-ano) (16).

Em Portugal, excluindo a Regido Auténoma dos Agores, registou-se em 2018 uma incidéncia
de tumores do encéfalo e SNC de 6,4 e 4,0 por 100.000 pessoas-ano para homens e mulheres,
respetivamente. Na regido do Algarve, os valores foram significativamente superiores, com 20
novos casos em homens e 17 em mulheres por 100.000 pessoas-ano (17). Comparativamente a
2020, observou-se um aumento de 1,6 na taxa masculina e 0,4 na feminina (2), corroborando a
tendéncia, ja evidenciada em estudos anteriores, de maior risco de desenvolvimento destes can-
cros nos homens (18-20). A distribuicdo etaria da incidéncia apresenta picos distintos: adultos
com mais de 60 anos (21,3 casos por 100.000 pessoas-ano), criangas dos 0 aos 4 anos (3,2 casos)
e adolescentes dos 10 aos 19 anos (2,3 casos) (2).

Em 2020, os tumores do SNC foram responsaveis por 4,2% da mortalidade oncolégica em
Portugal, correspondendo a uma taxa de 103,8 dbitos por 100.000 pessoas-ano. Observou-se uma
disparidade significativa entre géneros, com uma taxa de mortalidade superior no sexo masculino
(5,7 por 100.000) comparativamente ao sexo feminino (3,2 por 100.000) (2).

Considerando a relevancia epidemioldgica dos tumores encefélicos, é fundamental analisar
ndo apenas a sua prevaléncia, mas também as caracteristicas clinicas e sociodemograficas dos
pacientes. Neste contexto, o presente estudo visa avaliar a prevaléncia de tumores encefalicos e
proceder a sua caracterizagdo clinica e sociodemografica, bem como analisar possiveis correla-
¢Oes em pacientes diagnosticados e acompanhados na Unidade Local de Saude do Algarve (UL-
SAL). Este estudo proporcionara uma analise mais abrangente do perfil epidemiolégico dos tumo-
res encefalicos na regido do Algarve, potencialmente contribuindo para o aperfeicoamento das
estratégias de prevencgao, diagnodstico e tratamento destas neoplasias

2. Materiais e Métodos

O presente estudo consiste numa analise observacional retrospetiva de 967 casos de tumo-
res encefalicos. Os dados foram recolhidos no Servico de Anatomia Patoldgica da ULSA, utilizando
a base de dados SNOMED. A populagdao em estudo abrange residentes do Algarve tratados pelo
servigo de neurocirurgia, incluindo todas as faixas etarias, agrupadas em intervalos de 10 anos,
no periodo de 2017 a 2020.

A metodologia envolveu a obtengdo de uma lista de utentes no periodo especificado, se-
guida da caracterizagdo do diagndstico e informages complementares através do acesso ao Pro-
cesso Clinico de cada utente no programa SClinico. Os critérios de exclusdo foram: (i) utentes nao
diagnosticados com tumores (ii) utentes diagnosticados com tumores do SNC ndo encefalicos, (iii)
utentes nao residentes do Algarve, e (iv) tumores recidivantes. As varidveis em estudo foram di-
vididas em 2 grupos: caracteristicas sociodemograficas (idade, sexo, concelho de residéncia) e
caracteristicas clinicas (local de origem, grau histopatolégico e de malignidade definido pela
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combinagdo da caracteristica histolégica e padrdo de crescimento; perfil imunohistoquimico e
molecular tumoral, taxa de sobrevivéncia).

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa IBM SPSS Statistics versdao 28 e Mi-
crosoft Excel®. Foram aplicadas técnicas de estatistica descritiva para avaliar a distribuicdo das
variaveis e inferencial para testar relacGes de dependéncia estatisticamente significativas. Utiliza-
ram-se tabelas de frequéncias e o teste qui-quadrado para avaliar a relagdao entre varidveis quali-
tativas nominais e ordinais, com um intervalo de confianc¢a de 95% (p < 0,05).

3. Resultados

Os resultados seguidamente apresentados derivam da andlise de dados provenientes dos
servicos de Anatomia Patoldgica e Neurocirurgia da ULSAL, referentes a utentes residentes no
Algarve, com idades compreendidas entre os 0 e os 90 anos, no periodo de 2017 a 2020. De um
total de 967 amostras analisadas, 278 foram incluidas no estudo de acordo com os critérios pre-
viamente estabelecidos (n=278), das quais 127 correspondiam a individuos do sexo masculino e
151 do sexo feminino. Nos tumores do SNC, foram identificados 20 tipos de tumores primarios e
9 origens distintas de tumores metastaticos, com variagdes na prevaléncia relativamente ao sexo
e a idade, abrangendo individuos dos 8 aos 88 anos.

3.1. Prevaléncia dos tumores por local de origem e tipo histoldgico

Da andlise dos 278 casos incluidos no estudo, constatou-se que 246 correspondiam a tumo-
res primarios e 32 a tumores metastaticos. No que respeita aos tumores de origem primaria, iden-
tificou-se um total de 98 gliomas (39,8%), 89 meningiomas (36,2%), 16 adenomas hipofisarios
(6,5%), 11 schwannomas (4,4%) e 11 hemangiomas cavernosos (4,1%), entre outros tipos tumo-
rais (9%) (dados ndo apresentados).

Sendo os gliomas os tumores mais prevalentes, foram identificados nove tipos histoldgicos
distintos, em conformidade com a classificagdo proposta pela OMS). Constatou-se que os tumores
de grau IV sdo os mais prevalentes, sendo o glioblastoma responsavel por 73.5% dos casos, que
juntamente com os gliomas difusos (5,1%) totalizam 78,6% dos gliomas encontrados. Quanto aos
demais graus histopatolégicos, seguem-se os de grau Ill com 14,2%, grau Il e | ambos com 3,1%.
Quanto aos meningiomas, segundo tipo de tumor mais incidente, verifica-se o contrario, sendo
os tumores de grau | predominantes (74,2%), seguido do grau Il (18%) em que apenas o tumor
atipico foi identificado, e por fim o grau Ill (4,5%) que inclui os tumores anaplasicos e rabddide
(Tabela 3 e Figura 1).

4
Craulll — 14

Grau ll | BE 16
Grau | | BE 66
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Meningioma M Glioma

Figura 1. Frequéncias e percentagens da prevaléncia de tumores gliomas e meningiomas por grau tu-
moral. Gliomas segundo grau: IV - gliobastomas (73.5%) mais gliomas difusos (5,1%) totalizam 78,6% (n=77);
Il - astrocitoma anaplasico (7,1%), oligodendroglioma anaplasico (6,1%) e o xantoastrocitoma anaplasico
(1,0%) totalizam 14,2% (n=14); Il - astrocitoma difuso, xantoastrocitoma pleomérfico e oligodendroglioma
totalizam 3,1% (n=3); | astrocitoma pilocitico 3,1% (n=3); e sem outra especificagdo (SOE) 1% (n=1). Menin-
giomas segundo o grau: IV — 0% (n=0); Ill — tumores anaplasicos e rabdoide 4,5% (n=4); |l — tumor atipico
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18% (n=16); | - incluem os meningiomas angiomatoso, fibroso, meningotelial, psamomatoso, secretor e tran-
sicional totalizam 74,2% (n=66); e SOE 3,4% (n=3).

No que concerne a localizagdo anatémica, os casos analisados apresentam a seguinte distri-
buigdo: parénquima encefalico (43,1%), glandula hipofisaria (6,5%), meninges (37,4%), ossos do
cranio (0,8%), nervos e vasos cranianos (6,5%) e demais estruturas de suporte e anexas 0,8%). E
de salientar que em 12 casos ndo foi possivel determinar a localizacdo especifica devido a auséncia
de registo (dados ndo apresentados).

Os gliomas constituem os tumores de maior prevaléncia no parénquima encefalico, repre-
sentando 83,9% dos casos. De acordo com a Classificagdo Estatistica Internacional de Doengas e
Problemas Relacionados com a Saude (CID-10), estes podem ser categorizados consoante a sua
localizagdo especifica no parénquima encefélico (21). A distribuigdo topografica dos gliomas apre-
senta a seguinte configuracdo: lobo temporal (C71.2) 27%, seguido de 25,8% no lobo frontal
(C71.1) e 15,7% no lobo parietal (C71.3). As restantes localizagGes incluem: no cérebro — exceto
lobos e ventriculos (C70.0), lobo occipital (C71.4), ventriculo cerebral (C71.5), cerebelo (C71.6),
tronco cerebral (C71.7), lesdo invasiva de dois ou mais dos locais supracitados contiguos (C71.8)
e ndo especificado (C71.9) (Figura 2).

c711 l C!lZ 5!13 C71.4 l . C715 I I C716- C!17J €718 I c71.9
0 0 0 0 1 2 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0
0 1 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 1 0
0 1 2 0 0 0 3 0 1
1 0 0 0 0 0 0 0 0
3 1 0 0 0 0 0 0 0
2 1 0 0 0 1 1 0 0
16 20 12 1 3 1 3 2 6
23 24 14 1 4 a4 7 3 7

Figura 2. Frequéncia dos gliomas no parénquima encefélico segundo o estabelecido pela CID-10 da
OMS, em: cérebro — exceto: lobos e ventriculos (C70.0), lobo frontal (C71.1), lobo temporal (C71.2), lobo
parietal (C71.3), lobo occipital (C71.4), ventriculo cerebral (C71.5), cerebelo (C71.6), tronco cerebral (C71.7),
lesdo invasiva de dois ou mais dos locais supracitados contiguos (C71.8) e ndo especificado (C71.9), e entre
0s subtipos histopatoldgicos.

3.2. Prevaléncia por sexo nos tumores primdrios, metastdticos e grau tumoral

A analise dos casos apresentados revela uma distribuicdo assimétrica dos tumores encefili-
cos entre os sexos, com uma prevaléncia geral superior nas mulheres (54,3%) comparativamente
aos homens (45,7%). No sexo feminino, observa-se uma predominancia de meningiomas (43,5%),
seguido dos gliomas (32%). Em contraste, no sexo masculino, os gliomas constituem a maioria dos
diagnésticos (50%), seguido dos meningiomas (26,9%) (Figura 3a).
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Relativamente as metdastases cerebrais, estas sdo mais prevalentes no sexo masculino
(59,4%), sendo o tumor primario de origem pulmonar responsdvel por 47,4% dos casos. No sexo
feminino, o carcinoma mamadrio surge como a origem mais frequente das metastases cerebrais,
correspondendo a 46,2% dos casos (Figura 3b).

10

8
6
3
2
LIET 2 2 2B
1
5
0
Feminino Masculino 0

Feminino Masculino
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Figura 3. Frequéncia e percentagem dos principais tumores encefalicos primarios (A) e metastaticos
(B) entre os sexos feminino e masculino. A) sexo feminino: meningiomas 43,5% (n=60), gliomas 32% (n=44),
adenomas hipofisarios 8% (n=11), schawnoma 7,2% e outros 7,2% (n=10, respetivamente) e hemangioma
cavernoso 2,1% (n=3); sexo masculino: gliomas 50% (n=54), meningiomas 26,9% (n=29), outros 11,1% (n=12),
hemangioma cavernoso 6,5% (n=7), adenomas hipofisarios 4,6% (n=5) e schawnoma 0,9% (n=1). B) sexo
feminino: origem mamaria 46,2% (n=6), carcinoma sem origem primaria identificada 23,1% (n=3), seguido
de neuroenddcrino 15,4% (n=2); sexo masculino: origem pulmonar 59,4% (n=9), seguido de neuroenddcrino,
carcinoma e adenocarcinoma sem origem primaria identificada, 10,5% para cada (n=2, para cada).

Uma analise mais aprofundada dos meningiomas revela uma prevaléncia superior de menin-
giomas de grau | no sexo feminino, correspondendo a 86,7%, seguida de 11,7% no grau Il, sem
ocorréncias de grau IV. Por outro lado, no sexo masculino, observa-se uma distribuigdo mais equi-
librada, com 49,3% no grau |, 31% no grau Il e 10,4% nos graus lll e IV. No que concerne aos
gliomas, ambos os sexos apresentam uma predominancia de tumores de grau IV. Contudo, é de
salientar que no sexo feminino o grau IV representa 70,5% dos casos, seguido de 25% no grau lll,
enquanto no sexo masculino o grau IV é preponderante, correspondendo a 85,2% dos casos (Fi-

gura 4).
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Figura 4. Frequéncia dos meningiomas (A) e gliomas (B) entre os sexos e de acordo com o grau tumoral.
A) sexo feminino: grau | 86,7% (n=52), grau Il 11,7% (n=7), grau Ill 1,7% (n=1) e grau IV 0% (n=0); sexo mas-
culino: grau |1 49,3% (n=14), grau Il 31% (n=9), grau lll e IV 10,4% em cada (n=3, respetivamente). B) sexo
feminino: grau 1 4,5% (n=2), grau Il 0% (n=0), grau 11l 25% (n=11) e grau IV 70,5% (n=31); sexo masculino: grau
11,9% (n=1), grau |l e lll 5,5% em cada (n=3, respetivamente), grau IV 85,2% (n=46) e SOE 1,9% (n=1).
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3.3. Prevaléncia por faixa etdria nos tumores primdrios, metastdticos e grau histopatoldgico

Foram observados tumores primarios principalmente entre os 51 e os 70 anos, com 24,7%
dos individuos positivos entre os 51 e os 60 anos e 26,8% entre os 61 e os 70 anos. Relativamente
a distribuicdo dos individuos por faixa etdria entre os sexos, verifica-se que ha uma maior preva-
Iéncia entre as mulheres na faixa dos 51 aos 60 anos (30,4%), enquanto nos homens a prevaléncia
é maior entre os 61 e os 70 anos (32,4%) (dados ndo apresentados).

Relativamente aos tipos histopatoldgicos identificados nas diferentes faixas etdrias, obser-
vou-se que os gliomas sdo mais prevalentes entre os 61 e os 70 anos (13%; n=32), seguidos pela
faixa dos 51 aos 60 anos (10%; n=25). Por outro lado, os meningiomas apresentam uma maior
frequéncia nas faixas etdrias de 51 a 60 anos e de 71 a 80 anos, com uma prevaléncia de 10% em
cada (n=25 em cada) (Figura 5).
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Figura 5. Distribuicdo em fungdo da faixa etaria e dos cinco tumores primarios mais prevalentes: gli-
oma, meningioma, adenoma hipofisario, schwannoma e hemangioma cavernoso. Nos gliomas e schwanno-
mas, a faixa etaria mais prevalente é a dos 61-70 anos (n=32 e n=6, respetivamente). Nos meningiomas, as
faixas etdrias de 51-60 anos e de 71-80 anos apresentam uma distribuigdo igualitaria (n=25 em cada). Os
adenomas distribuem-se uniformemente entre as faixas etarias de 41-70 anos (n=4 em cada). Ja nos heman-
giomas cavernosos, a faixa etdria mais prevalente é a dos 11-20 anos (n=3).

Quanto as metdstases cerebrais, estas sdo mais frequentes nas faixas etdrias dos 51-60 anos
(31,3%), seguidas dos 71-80 anos (21,9%). Ndo foram registados casos antes dos 20 anos ou apos
os 81 anos. Destaca-se que os tumores de origem pulmonar, os mais prevalentes, estao distribu-
idos principalmente nas faixas etarias dos 71-80 anos (n=4; 40%) e dos 41-50 anos (n=3; 30%). No
que respeita ao segundo tumor mais frequente, de origem mamaria, este encontra-se distribuido
principalmente entre as faixas etdrias dos 31-40 anos e dos 51-60 anos (33,3% cada; n=2 cada
(Figura 6).
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Figura 6. A distribui¢do dos casos metastaticos, agrupados por faixas etérias de 10 em 10 anos (n=32),
revela as seguintes prevaléncias: 71-80 anos (21,9%, n=7); 61-70 anos (15,6%, n=5); 51-60 anos (31,3%,
n=10); 41-50 anos (18,75%, n=6); 31-40 anos (9,4%, n=3); e 21-30 anos (3,1%, n=1). Ndo foram observados
casos de metastases antes dos 20 anos ou apos os 81 anos.

3.4. Taxa de sobrevivéncia e mortalidade

Com base nos dados recolhidos dos relatdrios clinicos, constatou-se que, ao longo dos qua-
tro anos de acompanhamento, 122 dos 278 individuos validados ndo sobreviveram (43,9%). As
causas de morte foram atribuidas a tumores primarios em 90 casos, a tumores metastaticos em
21 casos e a outras causas em 11 casos. Consequentemente, observou-se uma taxa de sobrevi-
véncia de 56,1% entre os diagnosticados com cancro encefalico. No entanto, nota-se que os tu-
mores metastaticos apresentam uma taxa de mortalidade significativamente mais elevada em
comparagdo com os tumores primarios, com uma taxa de mortalidade de 65,6% para os indivi-
duos com metdstases identificadas e de 36,6% para os tumores primarios.

Relativamente a relagdo entre a sobrevivéncia e os tumores primarios mais incidentes, ob-
servou-se que nos gliomas a taxa de sobrevivéncia foi de apenas 28% (excluindo cinco dbitos por
outras causas), sendo o glioblastoma de grau IV responsavel pela maior taxa de mortalidade, re-
presentando 85% de todos os gliomas (n=57). Por outro lado, os meningiomas apresentaram uma
taxa de sobrevivéncia significativamente mais elevada, com 83,7% dos casos (excluindo trés obi-
tos resultantes de outras causas), sendo o meningioma atipico identificado como tendo a maior
taxa de mortalidade, correspondendo a 5,8% de todos os meningiomas e 31,3% dos casos de me-
ningiomas atipicos. Quanto aos demais tumores mais prevalentes, verificou-se que os hemangio-
mas cavernosos apresentaram 100% de sobrevivéncia entre os casos diagnosticados, os schwan-
nomas com 81,8% e os adenomas hipofisarios com 81,3% (Figura 7).
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Figura 7. Taxa de Mortalidade dos 5 tumores primarios mais prevalentes. Gliomas 72% (n=67); menin-
giomas 16,3% (n=14); adenomas hipofisarios 18,8% (n=3); schawnoma 18,2% (n=2) e hemangioma cavernoso
0% (n=0).

Quanto ao periodo de sobrevivéncia médio entre os casos de dbito em individuos diagnosti-
cados com gliomas, observou-se uma maior incidéncia no periodo inferior a 1 ano (n=47; 66,2%),
seguido de 1 ano (n=19; 26,8%). E de salientar que apenas 5,6% dos pacientes sobreviveram 2
anos apods o diagndstico e 1,4% atingiram os 3 anos de sobrevivéncia. No que concerne aos me-
ningiomas, constatou-se que a esperanca de vida apds o diagndstico foi igualmente inferior a 1
ano (n=8; 47,1%). Contudo, quando se analisa a expectativa de sobrevivéncia de 3 anos, os me-
ningiomas apresentam uma taxa de 23,6% (n=4) dos casos de 6bito observados (tabela 1).

Tabela 1. Distribuigdo do tempo médio de sobrevivéncia dos gliomas e meningiomas.
Tempo de Sobrevivéncia

<1lano 1ano 2 anos 3 anos
Astrocitoma Pilocitico 1 0 0 0
. Astrocitoma Anaplasico 6 0 0 0
Gliomas
Oligodendroglioma Anaplésico 1 1 0 0
Gliobastoma 39 18 4 1
Angiomatoso 0 0 1 0
Fibroso 2 0 0 0
Meningotelial 1 0 1 0
. Secretor 0 1 0 0
Meningiomas
Transicional 2 0 0 2
Atipico 2 1 1 1
Anaplasico 0 0 0 1
Rabdéide 1 0 0 0
Total 55 21 7 5

A taxa de mortalidade mais elevada provém das metastases (65,6%; n=21), sendo os tumo-
res de origem pulmonar responsaveis por 38,1% (n=8) dos casos de 6bito por metastases. Em
contrapartida, a metdstase mamadria apresenta uma taxa de sobrevivéncia significativa (83,3%).
No que concerne ao periodo de sobrevivéncia, 6 dos 10 casos de dbito por metdstase pulmonar
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ocorreram em menos de 1 ano apds o diagndstico e 2 no prazo de 1 ano. O mesmo padrdo ob-
serva-se nos carcinomas, em que 4 ébitos ocorreram em menos de 1 ano apds o diagnodstico (da-
dos ndo demonstrados).

No que diz respeito a taxa de sobrevivéncia e a distribuicdo por sexo, verificou-se que as
mulheres apresentaram uma taxa de sobrevivéncia superior, com 65% das 151 mulheres incluidas
no estudo, em comparagdao com 48,1% dos 129 homens observados. Relativamente ao tempo de
sobrevivéncia, a maioria dos 6bitos ocorreu num periodo inferior a um ano, correspondendo a
54% (n=34) das mortes nos homens e 62,5% (n=30) nas mulheres. Contudo, a percentagem total
de casos de morte com duracgdo igual ou inferior a um ano é mais elevada nos homens, atingindo
92,1%, em contraste com 83,3% nas mulheres (Figura 8a). Adicionalmente, na analise do tempo
de sobrevivéncia entre as faixas etarias incluidas no estudo, constatou-se a ocorréncia de ébitos
devido a doenga a partir dos 21 anos, sendo significativamente elevada na faixa dos 61-70 anos,
com 35 mortes (taxa de mortalidade de 31,5%). Entre todos os casos de ébito, o tempo de sobre-
vivéncia mais frequente é inferior a um ano (57,7%; n=64), sendo particularmente evidente na
faixa etaria dos 61-70 anos, correspondendo a 71,4% das mortes registadas, tanto por tumores
encefalicos primarios como por metastaticos (Figura 8b).

Faixa etdria

Figura 8. Frequéncia e percentagem do tempo de sobrevivéncia segundo o sexo (A) e a faixa etaria (B).
A) sexo feminino: < 1 ano 62,5% (n=30), 1 ano 20,8% (n=10), 2 anos 12,5% (n=6) e 3 anos 4,2% (n=2); sexo
masculino: < 1 ano 54% (n=34), 1 ano 38,1% (n=24), 2 anos 6,3% (n=4) e 3 anos 1,6% (n=1). B) faixa etaria
21-30: <1 ano 0,9% (n=1); 31-40: < 1 ano 1,8% (n=2) e 2 anos 0,9% (n=1); 41-50: < 1 ano 6,3% (n=7) e 1 ano
3,6% (n=4); 51-60: < 1 ano 11,7% (n=13), 1 ano 8,1% (n=9) e 2 anos 3,6% (n=4); 61-70: < 1 ano 22,5% (n=25),
1 ano 7,2% (n=8), 2 anos e 3 anos 0,9% cada (n=1 cada); 71-80: < 1 ano 10,8% (n=12), 1 ano 8,1% (n=9), 2
anos 2,7% (n=3) e 3 anos 0,9% (n=1); 81-90: < 1 ano e 1 ano 3,6% cada (n=4 cada), 2 anos e 3 anos 0,9% cada
(n=1 cada).

3.5. Marcadores moleculares

No ambito dos marcadores moleculares, observou-se uma elevada heterogeneidade, parti-
cularmente nos gliomas, meningiomas e adenomas hipofisarios, sendo estes os mais prevalentes
e, consequentemente, analisados com maior detalhe.

Nos gliomas, os marcadores moleculares investigados foram: Ki-67, p53, GFAP, IDH1, ATRX
e co-delegdo 1p19g. No que concerne ao marcador Ki-67, verificou-se que 27% (n=24) dos casos
apresentavam um indice de marcagdo elevado, sendo maioritariamente glioblastomas (83,3%;
n=20). Quanto aos restantes marcadores, observou-se que a mutacdo no gene p53 estava pre-
sente em 48,3% (n=42), o GFAP em 97,5% (n=77), 0 IDH1 em 12,2% (n=9), o ATRX em 93,8% (n=45)
e a co-delegdo 1p19q em 60% (n=3) dos casos analisados. E de salientar que, relativamente aos
marcadores GFAP e ATRX, a maioria dos casos positivos foram identificados em glioblastomas,
correspondendo a 57 (74%) e 32 (71%) casos, respetivamente (tabela 2).

No que diz respeito aos meningiomas, os marcadores moleculares analisados foram: Ki-67,
recetor de progesterona (PR) e o marcador de células endoteliais CD34. Relativamente ao marca-
dor Ki-67, constatou-se que 100% (n=62) dos casos apresentavam um indice de marcagao redu-
zido. Quanto aos restantes marcadores, 94,7% (n=18) expressavam PR, enquanto apenas 12,5%
(n=1) expressavam o CD34 (Tabela 2).
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No que concerne aos adenomas hipofisarios, os marcadores moleculares avaliados foram:
Ki-67, que apresentou 100% (n=16) de indice de marcagdo reduzido; prolactina positiva em 7%
(n=1); hormona estimulante da tiroide (TSH) e hormona luteinizante (LH) positivas em 13,3% cada
(n=2 cada); hormona foliculo-estimulante (FSH) positiva em 26,7% (n=4); hormona de cresci-
mento (GH) positiva em 18,8% (n=3); hormona adrenocorticotréfico (ACTH) positiva em 6,3%
(n=1); e recetores de estrogénio (RE) positivos em 75% (n=3). E importante salientar que a anélise
dos RE foi realizada apenas em 4 casos (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo dos marcadores moleculares nos gliomas, meningiomas e adenomas hipofisarios.
*para o Ki-67 positivo refere indice marcagdo elevado (>30%) e negativo a indice marcagdo baixo (<30%)

Marcadores avaliados Positivo (n; %) Negativo (n;%) Total (n)
Ki-67 24 (27%)* 65 (73%)* 89
053 42 (48,3%) 45 (51,3%) 87
GEAP 77 (97,5%) 2(2,5%) 79
Gliomas
IDH1 9(12,2%) 65 (87,8%) 74
ATRX 45 (93,8%) 3(6,2%) 48
co-delegdo 1p19q 3 (60%) 2 (40%) 5
Ki-67 0 (0%)* 62 (100%)* 62
Meningiomas PR 18 (94,7%) 1(5,3%) 19
cD34 1(12,5%) 7 (87,5%) 8
Ki-67 0 (0%)* 16 (100%)* 16
Prolactina 1(7%) 13 (97%) 14
TSH 2(13,3%) 13 (86,7%) 15
Adenomas LH 2 (13,3%) 13 (86,7%) 15
hipofisarios FSH 4(26,7%) 11 (73,3%) 15
GH 3(18,8%) 13 (81,2%) 16
ACTH 1(6,3%) 15 (93,7%) 16
RE 3 (75%) 1(25%) 4
4. Discussao

No presente estudo, em consonancia com investigacdes similares, os tumores mais preva-
lentes foram os gliomas (39,8%), seguidos pelos meningiomas (36,2%) e adenomas hipofisarios
(6,5%). Estes dados sugerem que a prevaléncia destes tumores primarios se mantém constante
ao longo dos anos, ndo sé em Portugal, mas também noutros paises europeus (22,23), na América
do Norte e do Sul (24,25), e na Asia (26,27). Adicionalmente, todas as investigagdes comparativas
corroboram as observagdes relativas aos glioblastomas, indicando que este é o subtipo mais pre-
valente entre os gliomas e, isoladamente, o terceiro tumor primario mais comum, sendo superado
apenas pelos meningiomas e adenomas (1,2,11,22). A elevada prevaléncia dos gliomas pode ser
atribuida a sua origem nas células gliais, que constituem aproximadamente metade da massa en-
cefdlica total. Assim como, a alta taxa mitdtica destas células que aumenta a probabilidade de
desenvolvimento carcinogénico, na qual a ndo reparagdo de mutagGes genéticas culmina num
processo neoplasico descontrolado (28,29).

Dos tumores encefalicos primdrios identificados, constatou-se que a maioria dos casos
(43,1%) se localizava no parénquima encefalico, seguido das meninges (37,4%) e da glandula hi-
pofisaria (6,5%). Do mesmo modo, a distribui¢do topografica observada é consistente com os re-
sultados de outros estudos relacionados, em que pode ser explicada pela correspondéncia entre
a localizagdo tumoral e a origem carcinogénica dos tipos mais prevalentes: os gliomas desenvol-
vem-se predominantemente no parénquima cerebral, os meningiomas tém origem nas meninges,
e os adenomas hipofisarios surgem na glandula hipodfise. Esta correlacdo anatdmica-patoldgica
reforga a importancia da compreensao da histogénese tumoral na abordagem diagndstica e tera-
péutica das neoplasias do SNC (11,27).

Quanto aos tumores no parénquima encefalico identificados, verificou-se que 26,9% locali-
zavam-se no lobo temporal, 24,0% no frontal e 14,4% no parietal, seguindo-se a distribui¢cdo para
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os tumores malignos. No que concerne aos gliomas, verifica-se uma predominancia significativa
de tumores localizados no parénquima cerebral, representando 83,9% dos casos. A distribui¢cdo
topografica destes tumores apresenta um padrdo consistente, com 27% dos casos identificados
no lobo temporal, 25,8% no lobo frontal e 15,7% no lobo parietal. E de salientar que, entre os
tumores malignos observados, os glioblastomas constituem uma proporg¢do substancial, corres-
pondendo a 83,3% dos casos. Embora outros estudos também identifiquem os gliomas como os
tumores mais prevalentes do parénquima cerebral, observam-se diferencgas significativas na sua
distribuicdo topografica (11,26,27). No presente estudo, a diferenca de prevaléncia entre os tu-
mores no lobo temporal e frontal é de apenas 2,9%, contrastando com discrepancias mais acen-
tuadas reportadas noutras investigacdes (23,25,27). Esta observagdo suscita a hipdtese de que
uma amostra populacional mais ampla poderia evidenciar uma maior prevaléncia no lobo frontal,
dada a sua maior extensdo anatémica (28). E igualmente relevante notar que, tanto no presente
estudo como nos demais analisados, o lobo occipital apresenta consistentemente a menor preva-
Iéncia de tumores encefalicos o que pode ser correlacionado com o fato de ser o menor lobo
cerebral (11,26,27). Estas observagdes sublinham a importancia de considerar ndo apenas a pre-
valéncia global dos tumores, mas também a sua distribuicdo especifica nos diferentes lobos cere-
brais.

Em contraste com os dados nacionais apresentados pelo Globocan e com as observacgdes
realizadas em 2018 para a regido do Algarve, o presente estudo revela uma prevaléncia superior
de tumores primarios no sexo feminino. Esta discrepancia é significativa, com um aumento de
aproximadamente 10% nos diagndsticos em mulheres (2). Esta tendéncia alinha-se com os estu-
dos observados na Europa (22,23) e Asia (26,27), divergindo, contudo, dos dados apresentados
na América, onde se verifica uma maior prevaléncia masculina (30). Diversos fatores podem con-
tribuir para esta disparidade, como aspetos culturais relacionados com o género, como a maior
propensdo das mulheres para procurar cuidados de salde, a exposicdo mais frequente a trata-
mentos hormonais e a campos eletromagnéticos, frequentemente associados aos programas de
rastreio do cancro da mama (23). E importante salientar que, apesar destas variagdes, a taxa ajus-
tada mundial em 2020 ainda indica uma maior incidéncia de diagndsticos de tumores do SNC no
sexo masculino (2).

No que concerne a distribuicdo dos tumores primarios mais prevalentes entre os sexos, ob-
serva-se uma concordancia com outros estudos na area. Verifica-se uma predominancia de me-
ningiomas no sexo feminino (43,5%), enquanto no sexo masculino os gliomas sdo mais frequentes
(50%) (22-27). Do mesmo modo, nota-se que tumores primarios benignos prevalecem nas mulhe-
res, uma vez que os meningiomas mais incidentes sdo do tipo meningioma transicional (benigno),
enquanto os tumores malignos prevalecem nos homens, sendo o glioblastoma o principal com
80% dos casos. Essa distribuicdo, podera estar associada a alguns fatores de risco observados re-
centemente na drea de neurooncologia, sugerindo que os meningiomas estao relacionados com
a estimulacdo hormonal de estrogénios, progesterona e androgénios, pelos quais também levam
a acreditar numa correlagdo dos meningiomas com cancros de mama (31,32). Entre os marcado-
res moleculares que serdo abordados posteriormente, destacam-se os recetores de estrogénio
como indicadores de progndstico e alvos terapéuticos. A relevancia destes recetores é corrobo-
rada pela remissdo observada em casos de meningiomas multiplos apds a administra¢do de anta-
gonistas do estrogénio. Inclusive, é possivel verificar que a diferenc¢a no racio mulher:homem para
os meningiomas deixa de ser significativa e, talvez até inverta-se, no periodo pré-puberdade, em-
bora os meningiomas nessa idade sejam muito raros (33,34). Quanto aos gliomas serem mais in-
cidentes em homens, pondera-se relacionar com o fato de esses tumores terem sua oncogénese
diretamente associada a mecanismos de mutagdo genética, principalmente o glioblastoma, e es-
tas serem mais prevalentes em homens do que em mulheres, com heranca familiar epigenética
associada (35).

Segundo dados da Globocan em 2020 e consoante o presente estudo, os tumores encefali-
cos sdao mais prevalentes em adultos acima dos 60 anos, sendo 26,8% dos casos entre os 61 e 70
anos, no qual somando-se a faixa dos 51 a 60 anos totalizam 51,5% dos casos (2). Este resultado
é comum ao estudo realizado na Espanha (22); na Franga (23), e nos EUA (11,18). Entretanto, nos
estudos asiaticos, o pico de incidéncia é abaixo dos 50 anos (26,27). Tais diferengas tendem a ser
explicadas pela piramide etaria invertida, observada principalmente na Europa, sendo Portugal
um dos paises com maior populacio idosa, enquanto na Asia prevalece a populacdo jovem. Como
exemplo, no Qatar em 2019 a distribui¢do etdria contava com apenas 1,1% da populagao acima
dos 65 anos, entretanto nos EUA contava com 16,21%, assim como em Portugal, com 22,15% da
populagdo acima dos 65 anos (6,30). Adicionalmente, é de salientar o crescente enfoque no bem-
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estar da populagdo geriatrica (65+) e os avancos significativos nas tecnologias médicas de imagem
e molecular complementares para o diagndéstico dos tumores encefalicos na Europa e América,
permitiram aumentar o nimero de consultas, rastreios e sensibilidade de diagndstico nessa faixa
etdria (6,23), aumentando o numero de diagnosticados. Entre essas faixas etdrias, tanto os me-
ningiomas como os glioblastomas aumentam a sua frequéncia com o avancar da idade, sendo que
0s meningiomas apresentam uma prevaléncia mais elevada a partir dos 65 anos, enquanto os
glioblastomas evidenciam um pico de incidéncia em individuos com idade superior a 75 anos (22—
27). Do mesmo modo, o presente estudo verificou que os gliomas foram mais prevalentes acima
dos 61 anos, sendo o glioblastoma responsavel por 32% dos tumores diagnosticados, enquanto
0s meningiomas se distribuiram igualmente entre os 51-60 e 71-80 anos. Dessa forma, além da
distribuicdo territorial por faixa etdria populacional, observa-se que a oncogénese é predominan-
temente um processo lento e de diagndstico tardio quando se trata de tumores encefalicos. Isso
pode ser atribuido a dificuldade de deteg¢do, especialmente nos casos de glioblastomas que apre-
sentam uma histologia complexa com infiltracdo tecidual adjacente (37). Adicionalmente, em ida-
des mais avancadas, a resposta imunoldgica torna-se menos eficiente, resultando em menor con-
trolo de falhas na replicagdo celular e, consequentemente, favorecendo a oncogénese. Algumas
mutacoes hereditarias associadas a predisposi¢do para o cancro, como as detetadas nos genes
IDH1 e IDH2 em pacientes com glioblastomas, estdo relacionadas a uma idade de diagndstico
significativamente mais jovem (44 anos), enquanto aqueles sem estas mutagdes tém uma média
de 62 anos. Adicionalmente, certas sindromes hereditarias foram identificadas como fatores de
risco para o desenvolvimento destes tumores; contudo, apenas cerca de 1% dos pacientes com
tumores encefalicos primarios apresentam alguma destas sindromes (6,16,30,36).

No que concerne a taxa de mortalidade dos tumores encefalicos, o presente estudo corro-
bora a elevada taxa de mortalidade associada a estas neoplasias, sendo responsdveis por 2,4% de
todas as mortes por cancro em Portugal (2). No conjunto de casos identificados neste estudo, a
taxa de mortalidade global foi de 43,9%, destacando-se as metastases cerebrais com 65,6% dos
casos. Em relacdo a taxa de mortalidade associada aos tumores primarios (36,6%), identifica-se
uma maior taxa relacionada com os gliomas (72%), especificamente os glioblastomas (85%), en-
quanto os meningiomas apresentam a menor taxa de mortalidade com apenas 16,3%, dado a
maioria ter sido identificado como benigno. Estes resultados obtidos estdo em consonancia com
investigagdes realizadas noutros paises europeus e na América, pois demonstram que aproxima-
damente 90% dos casos de meningiomas, predominantemente benignos, apresentam uma taxa
de sobrevivéncia superior a 5 anos apds o diagndstico. Em contrapartida, menos de 15% dos pa-
cientes diagnosticados com glioblastomas sobrevivem além dos 5 anos subsequentes ao diagnds-
tico (24,25,38).

No que concerne a taxa de sobrevivéncia entre sexo, constata-se que os individuos do sexo
feminino apresentam uma maior esperanca de vida apds o diagndstico de neoplasias encefalicas,
comparativamente aos do sexo masculino, corroborando observagbes prévias neste ambito
(24,25,38,39). O que pode ser correlacionado com o fato de os meningiomas serem mais preva-
lentes nas mulheres e esses, maioria benignos, terem maior taxa de sobrevivéncia, para além da
prevaléncia de graus tumorais mais baixos associados, ao contrario dos homens em que prevalece
o glioblastoma, de maior grau e maligno. Independente disso, as mulheres comprovam ter maior
sobrevivéncia mesmo quando comparado com homens no diagndstico de tumores primarios ma-
lignos, podendo-se atribuir a menor prevaléncia de comorbidades, maior aceitagao da doenga e
procura a tratamentos, assim como, maior resisténcia a doenga (40).

As neoplasias metastaticas, em contraposi¢do as neoplasias primarias, apresentaram uma
incidéncia reduzida no presente estudo, compreendendo apenas 32 casos (11,5%), o que limita a
obtencao de significancia estatistica na sua analise. Ndo obstante, na amostra obtida, constata-se
gue, em consonancia com investigacdes anteriores, os individuos com cancro do pulmao eviden-
ciam uma maior prevaléncia de metastases encefalicas diagnosticadas. Esta constatagdo podera
ser atribuida ao facto de a maioria dos doentes com neoplasia pulmonar ser habitualmente sub-
metida a rastreio de metastases encefalicas, contrariamente ao que se verifica com outras neo-
plasias primarias (42—44).

No ambito dos marcadores moleculares, verifica-se que, num contexto generalista, mais de
90% dos casos de neoplasias estudados por imunohistoquimica apresentam a determinagdo da
expressdo do gene Ki-67 como importante marcador nuclear relacionado com a proliferacdo de
células tumorais. A sua expressdo revelou-se inversamente proporcional ao progndstico dos do-
entes, sendo que quanto maior o indice de marcagdo (>30%), mais avangado se encontra o pro-
cesso neopldsico e metastatico, traduzindo-se num progndstico mais desfavoravel (45). No
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presente estudo, corrobora-se esta observacao, constatando-se que 20 dos 24 glioblastomas ava-
liados apresentavam um indice de marcacgdo Ki-67 alto. Em contrapartida, ao analisar-se a expres-
sdo nos adenomas e meningiomas, observa-se um indice de marcagdo Ki-67 baixo, um resultado
expectavel, dado que estas neoplasias estdo geralmente associadas a um comportamento beni-
gno, correlacionando-se com uma taxa de sobrevivéncia mais elevada (37).

No que concerne aos gliomas, a literatura cientifica atual destaca como marcadores mole-
culares mais validados no ambito da neurooncologia, especificamente para os tumores cerebrais
primarios: 1) a mutagdo do gene GFAP; 2) a co-dele¢do 1p/19q; 3) as mutagdes IDH1/2; e 4) a
identificacdo de mutagdes associadas a vias de sinalizagdo especificas (29,47). A sobreexpressdo
do GFAP foi observada maioritariamente nos glioblastomas, podendo ser correlacionado a sua
maior proliferagdo celular, assim como do envolvimento de mais células gliais. No entanto, tam-
bém foi nos glioblastomas onde tiveram resultados negativos, o que pode ser explicado pela he-
terogeneidade tumoral, nem sempre de células gliais, mas com origem em diferentes células en-
cefalicas com diferentes estagios de diferenciagdo (29,37,46).

A co-delegdo 1p/19q é identificada em aproximadamente 80% dos oligodendrogliomas, fre-
guentemente associada a mutagdo IDH1/2 (50-52). Nos casos em que esta marcagdo é positiva,
considera-se um indicador de progndstico favordvel em termos de sobrevivéncia, sendo a muta-
¢do IDH1 co-presente em 65% dos casos e a IDH2 em 3% (48,49). No presente estudo, devido a
dimensao reduzida da amostra, ndo foi possivel corroborar estatisticamente estas observagoes.
N3o obstante, verifica-se que 50% dos casos IDH1/2 positivos concentram-se nos oligodendrogli-
omas, assim como 67% dos casos com co-dele¢do 1p/19q identificada.

No que concerne ao ATRX, trata-se de uma mutacao epigenética que altera a remodelagdo
da cromatina para a expressdo génica, sendo predominantemente identificada em glioblastomas
secunddrios, resultante de uma série de mutagbes ndo reparadas (53). Esta alteragdo foi obser-
vada na maioria dos tumores diagnosticados, com uma prevaléncia de 71,1% nos glioblastomas,
sugerindo uma preponderancia de casos secunddrios. Relativamente a muta¢do p53, embora fre-
guentemente positiva nos casos diagnosticados, particularmente nos glioblastomas (associada di-
retamente a uma maior agressividade tumoral), ndo é possivel estabelecer um padrdo consistente
na sua pesquisa. Esta dificuldade deve-se a variabilidade na origem da mutagao, bem como a pos-
sibilidade de alteragGes ndo diretamente no gene e proteina TP53, mas nas vias de sinalizagdo
associadas (54).

Relativamente aos adenomas hipofisarios, ndao obstante a glandula hipdéfise ser uma estru-
tura enddcrina que tecnicamente nao integra o encéfalo, atualmente considera-se que os tumo-
res dela originarios sdo encefalicos, representando aproximadamente 10% dos tumores cerebrais
primarios (55), em consonancia com o verificado no presente estudo. A literatura cientifica indica
que, de entre os adenomas hipofisarios, 30% sao gonadotréficos, maioritariamente ndo funcio-
nantes, e apenas 1% sao tirotroficos, sendo estes predominantemente funcionantes (55,56). Ape-
sar da limitagdo da amostra para obtengdo de significancia estatistica, constatou-se que 31,3%
dos adenomas foram classificados como gonadotréficos, sendo que cinco destes foram categori-
zados apenas como ndo funcionantes, sem especificagdo adicional.

Os meningiomas ndo apresentam um marcador especifico, podendo expressar uma série de
recetores potencialmente promotores de crescimento, incluindo PR, GH e VEGF. Estes e outros
recetores constituem alvos potenciais para quimioterapia. Consequentemente, as terapias anti-
progesterona e antiangiogénicas sdo atualmente as mais utilizadas, direcionadas a pacientes com
meningioma que expressam PR e CD34 positivos, justificando assim a pesquisa imunohistoqui-
mica observada (57). A expressdao de um ou ambos os marcadores podera estar relacionada com
um progndstico mais favoravel, pelo qual no presente estudo observou-se que a positividade des-
tes marcadores era predominante em meningiomas de baixo grau, sendo a negatividade associ-
ada ao meningioma anaplasico, ja considerado maligno. Contudo, devido a limitacdo da amostra,
nao foi possivel estabelecer uma significancia estatistica para esta associagado.

5. Conclusoes

O presente estudo, abrangendo 278 amostras, permitiu concluir que, em consonancia com
os dados mundiais e europeus, na regido do Algarve, especificamente entre os utentes diagnosti-
cados na ULSAL entre 2017 e 2020, os tumores mais prevalentes foram os gliomas, meningiomas
e adenomas hipofisdrios. No que diz respeito aos gliomas, predominaram os tumores malignos de
grau mais elevado, sendo o glioblastoma responsavel por 73,5% dos casos. Por outro lado, nos
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meningiomas, prevaleceram os tumores benignos de menor grau, destacando-se o meningioma
transicional, que representou 40,4% dos casos.

Contrariamente aos estudos realizados em 2018 no Algarve e em 2020 pelo Globocan, a
presente analise revelou uma maior prevaléncia de casos femininos. No entanto, observou-se
uma semelhancga no que diz respeito a faixa etaria predominante, com maior incidéncia em indi-
viduos idosos (acima dos 60 anos). A taxa de mortalidade, conforme previsto, apresenta-se mais
elevada em homens, particularmente naqueles diagnosticados com glioblastoma e em idade
avancada, com uma expectativa de vida estimada de até um ano apds o diagnéstico clinico con-
firmado.

No que concerne ao padrdo de pesquisa de marcadores moleculares e imunohistoquimicos,
constatou-se que o Ki-67 é o mais reconhecido e frequentemente utilizado em todos os tumores
encefalicos, para além dos marcadores hormonais nos adenomas hipofisarios. Relativamente aos
gliomas e meningiomas, dada a recente inclusdo deste exame complementar no diagndstico
(2016), verifica-se uma heterogeneidade na investigagdo, sem um protocolo ainda estabelecido,
embora a sua importancia clinica ja seja evidente para a tomada de decisGes terapéuticas e prog-
nésticas. Ndo obstante, a codele¢do 1p/19qg e a mutagdo IDH1/2 sdo atualmente as mais reconhe-
cidas no ambito da biologia molecular neurooncoldgica para os oligodendrogliomas. Paralela-
mente, o0 GFAP mantém-se como um marcador fundamental para o diagndstico geral de gliomas.
E de salientar que o GFAP sérico tem demonstrado potencial como biomarcador diagndstico para
o glioblastoma multiforme, apresentando uma sensibilidade de 76% e uma especificidade de
100% para um valor de corte superior a 0,05 ug/L (58).

Em ultima andlise, os tumores metastaticos cerebrais mantém a prevaléncia de origem pul-
monar, sendo estes responsaveis pela taxa de mortalidade mais elevada entre os tumores ence-
falicos identificados. Esta constatagdo estda em conformidade com a literatura cientifica atual, que
indica que as metastases cerebrais de origem pulmonar representam aproximadamente 40-50%
de todos os casos de metastases cerebrais, seguidas pelas de origem mamdria (15-25%) e mela-
noma (5-20%). A elevada taxa de mortalidade associada a estas metastases reflete ndo s a agres-
sividade do tumor primario, mas também os desafios terapéuticos inerentes ao tratamento de
lesdes secunddrias no SNC.
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Abstract: Playgrounds are public spaces that offer recreational opportunities for hundreds of people, includ-
ing children, young people, adults, and the elderly. Numerous pathogenic bacteria have been described in
the literature as etiologic agents of several infections, with distinct manifestations and clinical outcomes,
particularly affecting children's health. This systematic review aims to perform a scoping review of the state
of the art regarding playgrounds contamination by potentially pathogenic bacteria and associated public
health concerns. An extensive search was conducted in PubMed and Web of Science, applying predefined
inclusion and exclusion criteria and described in a flow diagram of the methodology according to PRISMA
2020 Checklist standards. After quality assessment, 4 scientific articles were included and data extracted.
Two studies from USA and Poland focused on the identification of bacteria in sandboxes, one study from
Hungary accessed playground surfaces, and in a study from Mexico authors analyzed bacteria prevalence on
children's hands and toys in playgrounds. Data analysis demonstrated the presence of potentially pathogenic
bacteria in playgrounds in different sampling areas, highlighting a public health issue and raising awareness
about the hygiene conditions of the infrastructures and the importance of hand hygiene for those who fre-
quent them. Further research, in a global scale, is crucial in order to properly access overall pathogenicity
levels in these locations, particularly on surface areas where there is still limited information in the literature
and to perform an accurate risk assessment.

Keywords: Pathogenic bacteria; Playgrounds; Children; Public Health

1. Introduction

Playgrounds are public spaces that provide recreational activities for people of all ages, including chil-
dren, teenagers, adults, and the elderly. Additionally, several animals such as dogs, cats, and birds, among
others, often share these areas, potentially defecating and contributing to the presence of potentially path-
ogenic bacteria and other microorganisms. [1] Given the diversified age groups and high number of users,
these spaces require special care regarding cleaning and infrastructure maintenance. [2]

It is acknowledged that children, while playing in these spaces, are mostly unaware of many risks and
dangers from its surroundings. These include not only accidents and injuries but also infections caused by
potentially pathogenic agents present in the environment. [3] Young children do not control the reflex of
putting their hands in their mouths, thus it is crucial to monitor the levels of potentially pathogenic bacteria
found on playground surfaces and sand, ensuring their quality to prevent infections outbreaks. [4) In fact,
the combination of inefficient sanitation programs and the presence of potentially pathogenic bacteria on
playground equipment and toys may put children at risk. [5,6,7]

The World Health Organization (WHO) has stated that children who spend a considerable amount of
time playing in outdoor areas or with playground equipment and toys, are predisposed to respiratory infec-
tions. [8] Furthermore, the WHO also estimates that children aged 0 to 14 years are prone to gastrointestinal
diseases, including diarrhea, due to contact and infection from hands contaminated by toys. [8] Children
tend to be more susceptible to infections than adults [9], leading to greater concern about contact with
potentially pathogenic fecal bacteria. Epidemiological data analysis in beachgoers in the U.S. reposted an
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association between gastrointestinal diseases and exposure to sand contaminated with fecal indicator bac-
teria, finding the highest incidence of the disease and diarrhea in children under 5 years old. [10]

Relevantly, numerous playgrounds still use sandboxes for children, despite the fact that this sand ma-
trix is recognized by the WHO as a vector of infection. [11] In Europe, studies conducted on sandboxes re-
vealed contamination by a range of high-risk bacteria, including enteric bacteria from the Salmonella, Staph-
ylococcus, Enterococcus and antibiotic-resistant Escherichia coli (E. coli). [10] Salmonellosis is a severe dis-
ease caused by contact with contaminated sand from Salmonella spp. [12,13]

In 2024, the World Health Organization published a new and updated list of priority pathogens, cate-
gorized as medium, high, and critical risk. This list includes antibiotic-resistant bacteria such as Salmonella
spp., Shigella spp., Pseudomonas aeruginosa and S Staphylococcus aureus (S. aureus), all considered high
risk. It is estimated that in 2019, 1.27 million deaths were attributed to infections caused by antibiotic-re-
sistant bacteria, while around 5 million were associated with these microorganisms. [14]

This study aims to perform a scoping review of the state of the art regarding playgrounds contamina-
tion by potentially pathogenic bacteria in order to assess potential associated health risks, particularly for
children, and overall public health.

2. Materials and Methods

2.1. Research Strategy, Inclusion and Exclusion Criteria

In the present study, the Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses
(PRISMA) 2020 Checklist methodology [15] was adopted. This tool was developed to assist authors of sys-
tematic reviews in reporting the methods used clearly and consistently.

The utilized search terms were "bacteria" and "playground" (“bacteria AND playground”), with English
as the chosen language. The databases elected were PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) and Web
of Science (WoS) (www.webofscience.com). Articles that did not meet defined inclusion criteria were ex-
cluded from the review. Inclusion and exclusion criteria defined are summarized in Table 1.

Table 1 — Inclusion and exclusion criteria from the selected articles.

Inclusion criteria Exclusion criteria
Articles published between 1% January 2014 and Articles published before 1% January 2014;
30" may 2024; Articles published in other languages than English;
Articles published in English; Studies that were not made in playgrounds;
Free full-text articles; Studies not focused on pathogenic bacteria;
Original articles on the theme. Systematic reviews and field notes.

2.2. Article Selection

After the aforementioned search terms were used, several articles were obtained as a result. The articles
were selected using the Rayyan—Intelligent Systematic Review tool, a website that employs artificial intelli-
gence to automatically detect duplicate articles across multiple databases. It also features an intuitive inter-
face, accelerating the process of the initial article selection. [16]

Abstracts were screened, and articles unrelated to the topic were removed. Articles selection was performed
in three rounds: 1st: titles were screened in order to remove duplicated files or studies unrelated to the
topic. The selected papers were screen in Rayyan for additional scrutiny; 2nd: All abstracts were screened.
3rd: included papers were analyzed based in the predefined inclusion and exclusion criteria. Existent differ-
ences were discussed by three investigators (R.C., A.H and S.T). Data extraction was then performed by three
investigators (R.C., A.H and S.T). Four articles were selected for full analysis and subsequent inclusion in this
review, with data extraction and result analysis performed. [17]

2.3. Quality Assessment
Quality assessment of the included articles was performed by three investigators (R.C., A.H and S.T) using
Joanna Briggs Checklist, in order to reduce the risk of bias and discrepancies. This checklist consists of "Yes,"
"No," "Uncertain," or "Not Applicable" responses to 10 tabulated questions. A positive percentage of 10%
was applied to each parameter, with the 10 "Yes" responses assigned a score of 100%. Responses marked as
"Not Applicable" were not counted. Studies with a score of 80% or higher are considered high quality, studies
with a score between 50% and 79% (inclusive) are of moderate quality, and studies with a score below 49%
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are considered low quality. One of the articles was classified by the authors of the systematic review as high
quality, while the remaining three were evaluated as having moderate quality. [18]

3. Results

The workflow illustrated in Figure 1 was used for selecting studies, accordingly to PRISMA guidelines
for flow diagram methodology in systematic reviews.

The performed research, through PubMed and WoS databases, resulted in a total of 56 scientific arti-
cles, of which 22 were rejected for being duplicates, leaving 34 articles for screening. A total of 28 articles
were rejected for not meeting the inclusion and exclusion criteria, primarily due to lacking information on
the topic of bacterial contamination in playgrounds. Thus, 4 articles were included in the selection process.

[ ification of studies via and registers ]
Records identified from database: :;Zﬁ:;’“““ before
C\T:SM ;’J;‘; 37 Duplicate records removed:
(n=22)
Records screened Records axcluded
(n=34) (n=28)
°
£
g Reports sxcluded
Other places than
Reports assessed for eligibility playgrounds fn = 2)
(n=8) —|  Field notes (n =1)
Out of the scape (n =1)

Studies included in review
(n=4

[ inctudea I[

Figure 1. - PRISMA methodology of selection of papers.

3.1. Extracted data

Included studies were based on the detection of bacteria in playgrounds, with diverse sample collection sites
and associated methodologies. For data extraction was considered: the title of the article, the year of publi-
cation, the country of origin, the type of bacteria studied, the applied methodologies, the season or temper-
ature, the total number of samples, the research locations from which samples were collected and main
conclusions. Data extraction is summarized in Table 2.

Table2- Data extracted from the included papers.

Title Year and Relevant bacte-  Analysis tech- Season/ tempera- Number of Sample loca- Key observations Ref.
article ria nique ture samples tions
origin
Dete«ftion.of path- gOlfl, Cu‘— Fecal rjoliforms, Sele;tive culture AugusF and Septem- 60 pilot Children’s Presence of pathogenic bacteria [19]
ogenic micro- or- liacdn, Si- E. coli, S. au- mediaCHROMagar  ber (pilot study) and Hands and
ganisms on chil-  naloa, reus, Klebsiella ~ ECC; Mannitol Salt  a control study, be- + 37 toys on play- in children’s hands and toys
dren’s hands and  México. pneumoniae, Agar; McConkey; tween March and grounds
toys during play Streptococcus Blood Agar; Xylose  April. controls
pyogenes, Sal-  Lysine Deoxycho-
monella spp, late Agar
Serratia  spp, Membrane filtra-
Shigella spp. tion
PCR
Vertical stratifica- 2024, Enterococcus The most probable ~ Summer and winter 42 samples,3  Playground Presence of Enterococci and E [10]
tion and seasonal- N and E. coli numbers (MPN) of  starting with warm- by each play-  sandboxes. ’
ity of fecal indica- ew York. enterococci and E.  weather sampling in  ground.

tor bacteria in

the spring and

coliin the both layers of the
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New York City
playground sand-
boxes

coli, Enterolert
and Colilert.

summer months of
2022, followed by
cold-weather sam-
pling in January 2023
and ending with
warm-weather sam-
pling in the spring
and summer months
of 2023

sand (surface and basal).
Basal layers had less concen-
tration of both bacteria’s then

the surface layers.

Effectiveness of 2015, Po- Coliform bacte- Methodology leg-  April/May and Sep- 288 Playground Presence of coliform bacteria  [2]
the sandpits secu-  land ria, E. Coli. islated in the tember sandpits and E. coli
rity system Polish Norm PrPN-
against microor- Z-19000-2 Soil
ganisms and in- quality, not speci-
testinal parasites fied
sand contamina-
tion
I-!lgh clonal diver- 2024, Hun-  S. qureus Inoculantion onto All  samples .hav'e 355 samples  Sampled sur- S. aureus isolates were found in [20]
sity of S. aureus gary been collected in fair ~ were col- faces were
isolates from chil- Columbia  blood weather conditions  lected ‘ from  chosen as the 10 samples.
dren’s play- (15-25°C tempera- 24publicout- most hand
grounds in  Hun- agar plates and ture, dry weather). door  play- touched ar-  gouen were recovered from
gary Between September groundsin16 eas at the

onto Chromagar S. 2018 and September  cities of Hun-  sites. plastic surfaces, three from

2019. gary

aureus.

Catalase and latex

agglutination test

metal surfaces. No positive
samples from the wood

surfaces on the playground

equipment.

3.2. Bacterial Contamination on Children Hands and Toys

In the analyzed study regarding bacterial contamination of children hands and toys per-
formed by T. Martinez-Bastidas et coworkers [19], authors aimed to assess whether the recrea-
tional activities practiced by the enrolled children had an impact on the presence of pathogens,
such as bacteria, viruses, and parasites, on their hands and toys. Regarding bacteria assessment,
it focused on fecal coliforms, E. coli, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pyogenes,
Salmonella spp., Serratia spp., and Shigella spp.

In the pilot study, conducted between August and September 2009, in the urban area of
Culiacan, Mexico, authors assessed hands and toys contamination of 12 children, aged 2 to 12
years, who played in playgrounds and pedestrian walkways for one hour, over 5 consecutive
weeks, using the same toys and children, with a total of 60 samples collected. The control study
was conducted between March and April 2010, collecting samples from toys and the hands of 20
boys and 20 girls, also aged 2 to 12 years, weekly over a period of two months. Booth studies used
the same sample collection and transportation procedures.

For samples analysis, both classical and molecular biology methods were used, namely seed-
ing in specific culture media for presumptive identification, and confirmation with PCR.

Fecal coliforms were detected in all the samples collected from the children's hands in the
pilot study, as well as all the potentially pathogenic bacteria (except Shigella) at concentrations
up to 1x107 CFU. Streptococcus spp. was only detected in one of the samples from public walk-
ways. In the samples from the toys, fecal coliforms were identified in all of them. Similar results
were obtained for the samples from the hands, with no Shigella and Streptococcus detected.

In the control study, fecal coliforms were identified in 12.5% of the samples from the hands
of children playing in playgrounds, while no positivity for these microorganisms was detected in
samples from pedestrian walkways. S. aureus, Klebsiella pneumoniae, and Serratia spp. were de-
tected in 5% of the samples collected from the children's hands in both study locations. Regarding
the findings in the toys, fecal coliforms and potentially pathogenic bacteria (except S. aureus)
were also identified, with a less pronounced presence of these microorganisms in samples from
pedestrian walkways.
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5.3. S. aureus Contamination on Playground Surfaces

S. aureus is a key microorganism in human colonization, infection and environmental con-
tamination. The study conducted by Horvath, A. et al. [20] assessed the prevalence, antibiotic
susceptibility, virulence pattern, and clonal origin of S. aureus isolated from public outdoor play-
grounds from 16 cities in Hungary. Samples were collected from various playground surfaces, par-
ticularly surfaces frequently touched by children, such as slides, swings, and other playground
equipment.

Twenty-four public playgrounds were selected, and 355 samples were collected in an envi-
ronment temperature between 15-25°C on dry days.

Samples were collected using sterilized cotton swabs pre-moistened with sterile 0.9% so-
dium chloride solution and inoculated onto Columbia blood agar plates and Chromagar Staph au-
reus, incubating at 37°C for 24 hours. Presumptive S. aureus colonies was performed by catalase
tests and latex agglutination. Molecular typing was performed with PCR methods to detect spe-
cific genes and pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) to determine clonal diversity. Antibiotic
susceptibility testing was carried out using the Mueller—Hinton agar dilution method, as well as
the cefoxitin susceptibility test by disk diffusion.

Data analysis revealed a general prevalence of S. aureus in 2.81% of the samples (10 out of
the 355) and an elevated clonal diversity. No MRSA (Methicillin-resistant S. aureus) was detected,
but resistance to commonly used antibiotics such as penicillin, erythromycin, clindamycin, and
ciprofloxacin was. Interestingly, 7 of the positive samples were from plastic surfaces, 3 were from
metal, and no positive results were obtained from wood.

5.4. Bacterial Contamination in Sandbox Areas

In the present review, we identified two articles (Alessandra C. Leri et al. [10] and Magdalena
Btaszak et al. [2]) that analyzed bacterial contamination in sandboxes.

Alessandra C. Leri et coworkers performed a total of 42 samples collection from 13 play-
grounds in the New York metropolitan area, from the sandboxes within the studied parks and
were separated based on their stratification level within the sandbox itself. This collection initially
occurred in the summer, followed by January, and was repeated in the summer. The samples were
processed and diluted to obtain a representative supernatant of the sample.

Bacterial analysis was performed using enzymatic techniques with fluorescence indicators
(Enterolert and Colilert). The authors counted positive colonies for E. coli as a subset of total col-
iforms. The Most Probable Number (MPN) was reported per gram of dry sand.

The results demonstrated full positivity for enterococci in the surface samples, while this was
not observed for E. coli. In the basal samples, although there was a higher contamination of en-
terococci compared to E. coli, a notable decline in MPN per gram of dry sand for both bacteria
types were observed.

Regarding the study published by Magdalena Btaszak et al. [2], samples were collected in
2012 and 2013 from sandboxes in the Polish city of Szczecin, between April and May, and in Sep-
tember, of both years. A total of 8 sandboxes were selected, 4 of which were described as fenced
and the others as unfenced. A total of 9 samples were collected from each sandbox, resulting in
288 samples (n=288). It is further specified that, in each sandbox, 3 collection sites were identi-
fied: a central location and two approximately 20 cm from the edges, with 3 samples collected
from each location, spaced about 5 cm apart. The samples were taken from the surface layer,
estimated to be 1-10 cm deep.

Authors reported a noticeable difference in bacterial growth levels between fenced and un-
fenced sandboxes, with faster and exponential growth observed in the latter. No significant dif-
ferences were found between the spring and autumn samples from the fenced sandboxes. How-
ever, in unfenced sandboxes, a marked increase in bacterial growth was observed in the autumn
samples compared to the spring samples. These results led the authors to associate the presence
of fences as an important protective method for sandboxes, with minimal growth linked to con-
tamination brought in by the children themselves. Authors have also identified coliform bacteria
in a total of 234 samples, as well as the presence of E. coli in 171 samples.

Thus, there is consistency in the results of both studies in the sandboxes, with coliform bac-
teria and E. coli being identified, representing a public health risk.
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4, Discussion

In our daily lives, we are exposed to a wide variety of threats that are not visible to us. Due
to their rapid evolution and the development of resistances, bacteria are one of the main concerns
in this category. Children, due to their characteristic innocence and fragility, are more susceptible
to exposure to these pathogenic agents. [21] Playgrounds, which are popular spots for children's
recreation, can be points of bacterial agent dissemination. [22] This potential for exposure, cou-
pled with poor sanitation and maintenance, makes it urgent to assess the presence of potentially
pathogenic bacteria in order to ensure public health.

The order Enterobacterales, frequently mentioned in the list of potentially pathogenic bac-
teria prioritized by the WHO in 2024, includes bacteria such as E. coli, a species that now has
various strains resistant to carbapenems and cephalosporins. [23][24] Of the four articles ana-
lyzed in this systematic review, three presented positive results for the presence of fecal coli-
forms, with E. coli species being detected. [2][10][19] It is important to note that the article where
these results were not obtained was focused solely on investigating S. aureus. The presence of
fecal coliforms like E. coli is well-known as an indicator of fecal contamination, suggesting poor
hygiene conditions and representing a public health risk. [25]

The bacterium S. aureus, a major cause of various infections such as osteoarticular, skin,
pulmonary infections, and endocarditis, continues to be considered high risk. The presence of
resistant strains, particularly to methicillin, is the main concern. [26][27][28] In the study by An-
drea Horvath et al., which focuses on evaluating the presence of this species in playgrounds and
assessing its clonal diversity, no methicillin-resistant strains were identified, but antibiotic-re-
sistant colonies were found, including resistance to common antibiotics such as penicillin, eryth-
romycin, clindamycin, and ciprofloxacin, indicating a problem for antibiotic therapy. In the study
by T. Martinez-Bastidas et al., S. aureus colonies were also found, although resistance was not
evaluated. [19][20]

In addition to these bacteria, other clinically relevant bacteria are also highlighted in the
studies reviewed. Although strain identification was not carried out in the study by T. Martinez-
Bastidas et al., Salmonella spp., Klebsiella pneumoniae, Serratia spp., and Shigella spp. colonies
were found, which are also present in the new WHO list. [20][24]

Nevertheless, it is important to notice that the presence of colony-forming units per se may
not be significant for contagion. For infection to occur, there must be contact with a quantity
higher than the infection dose, meaning more than the number of pathogenic agents needed to
infect a host. [29] In the study conducted in Mexico, it was noted that the bacterial concentrations
found are similar to the infection doses of some of the bacteria analyzed. Due to their innocence
and inability to control the hand-to-mouth reflex, children become more susceptible to contact
with higher bacterial concentrations. According to Alessandra C. Leri et al., ingesting 1g of sand
can transmit up to 2400 E. coli bacteria. [19][10] Also, the evaluation of contamination in play-
grounds by antibiotic-resistant strains of potentially pathogenic bacteria is of high interest in de-
termining the risk of infection in these locations, however the literature reviewed did not provide
enough evidence to support any argument. [27][28]

Moreover, in a study conducted in Greece, referenced by Andrea Horvath et al., the im-
portance of the season in the presence of potentially pathogenic bacteria is highlighted, showing
different results in warm and cold seasons. In the studies by Alessandra C. Leri et al. and Magda-
lena Btaszak et al., although changes in bacterial growth based on the season were observed, they
were not substantial enough to support arguments. Therefore, a future evaluation of the impact
of weather conditions on bacterial development in playgrounds is of interest. [2][10][22]

It would also be relevant to evaluate bacterial behavior on different surfaces in playgrounds
to select materials that hinder bacterial spread and facilitate cleaning. In Andrea Horvath et al.'s
study, distinct results were obtained across various types of materials, with plastic surfaces show-
ing significant bacterial growth. [20] In Kusumaningrum H. et al.'s article, bacterial viability was
preserved on stainless steel surfaces. [30]

One of the limitations of this study is that two of the studies were conducted in Eastern
Europe, one in the United States, and one in Mexico, which may not be representative of the
reality in other locations, especially when assessing contamination by S. aureus, which, in Europe,
has only been studied in Hungary. [20] Therefore, these results highlight the need for continued
research on these bacteria to obtain more comprehensive conclusions on a global level.
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Conducting more studies in playgrounds with different characteristics, such as their location (rural
or urban) and proximity to schools, will also be important parameters for future research.

Furthermore, sandboxes are frequently used by animals as a defecation site, potentially har-
boring a wide variety of pathogenic agents. The absence or failure to enforce laws regarding pet
waste collection, as highlighted by T. Martinez-Bastidas et al., can be considered an aggravating
factor. [19][31]. Thus, the establishment of legislation and its conscious enforcement can be a way
to reduce bacterial contamination.

Overall, the clear contamination of playgrounds by potentially pathogenic agents, demon-
strated that it is extremely important to implement measures such as proper maintenance of
sandboxes, regular disinfection of playgrounds, and the practice of hand hygiene, reducing the
risk of bacterial infection and ensuring public health. [10][32]

5. Conclusions

Overall, this scope review sustains the urge to provide robust science for implementation of
proper measures regarding sandboxes maintenance, regular disinfection of play-grounds, and the
practice of hand hygiene and the institution of legislation to protect public health, particularly in
critical developmental stages. The presence of coliform bacteria in playgrounds and other bacteria
considered potentially pathogenic, including S. aureus is clear, which indicates that there is con-
tamination by potentially pathogenic bacteria in playgrounds.

Overall, data analysis may serve as a public health alert, not only for direct infection potential
of susceptible individuals (children, sick, elderly) but also for environmental dispersion of these
microorganisms. Further studies will provide crucial data to policy makers and stakeholders.
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Abstract: Blood Banks are indispensable in medical-surgical hospital practice. They are specialized transfu-
sion departments with established protocols and standards of good practice. Over the last two decades, the
Blood Banks have defined their internal working procedures and quality guidelines, thereby establishing their
quality management systems (QMS). Understanding the guiding standards for the creation and implemen-
tation of QMS is essential. These standards vary depending on the objective of achieving a certified or ac-
credited organization.

A QMS serves many purposes, one of which is to use preventive measures to protect against non-conformi-
ties, thereby fostering risk-based thinking. Risk management can be defined as a process that identifies,
monitors, and manages events that could potentially impact the performance of an organization's activities.
Given the significant risks associated with transfusion processes, it is crucial to implement a QMS and create
risk matrices within that system. Risk matrices not only make it possible to identify the risks inherent in
organizations but also to classify them and assess their cause, effect, probability of occurrence, and impact.
The risk matrix also makes it possible to define appropriate mitigating actions and responsibilities within
organizations, making it a powerful strategy for analysing and preventing errors and near misses.

This study sought to investigate the implementation of this new regulatory requirement in Portuguese Blood
Banks by administering a questionnaire to Biomedical Laboratory Scientists (BLS) with degrees in Clinical
Analyses and Public Health, or Biomedical Laboratory Sciences who are employed in these institutions.

Keywords: Risk management, Quality management systems, Accreditation, Certification, Blood Bank

1. Introduction

Blood Banks are required to establish their operational procedures, define their quality guid-
ing documents, and develop their own Quality Management Systems (QMS). The control of doc-
umentation and quality management in these services primarily follows the requirements of the
NP EN ISO 9001:2015 QMS standard, in addition to laboratory certification. In the latest normative
updates, the NP EN 1SO 9001:2015 QMS Standard, NP EN ISO/IEC 17025:2018 for the Accredita-
tion of Testing Laboratories, and NP EN I1SO 15189:2024 for the Accreditation of Clinical Testing
Laboratories have introduced new requirements. Risk management has become a key focus in
these updates, as well as in accreditation models such as the ACSA and the Joint Commission
International (JCI), which are applied to healthcare systems. [1].

Blood banks provide vital services, but they carry several risks during the different stages of
the transfusion process. The risks may be biological, immunological, or related to the laboratory
and transfusion procedures themselves. Therefore, establishing preventive measures to protect
patients from these risks is extremely important. [2]. Risk management is interpreted as a process
that seeks to identify, monitor, and manage events that could potentially affect the performance
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of a service or company's activities. It makes it possible to ensure the organization's objectives
and achievements at different management levels and even its relationship with its employees
and investors [3]. It employs various techniques and tools to ensure effective and economical
service management, all while adhering to legally mandated precautions. [3].

This management approach allows for the monitoring and control of potential adverse
events for patients, even those that are unlikely or unpredictable. By utilizing risk matrices, ap-
propriate responses and identification of the resources needed to prevent or reduce harm to the
patient can be established. Risk management is hence an important tool applied to QMS within
Blood Banks. Risk matrices not only identify risks but also allow for their classification. This in-
volves evaluating each risk’s cause, effect, probability, and impact, determining appropriate miti-
gation actions, and assigning responsibilities. Consequently, they become a powerful strategy for
analysing and preventing errors and near misses. [4,5,6].

Considering that Blood Banks are fundamental hospital departments that complement
emergency and medical-surgical services and given the significant consequences that errors in
transfusion medicine can have on human lives, it is crucial to evaluate how risk assessment ma-
trices are utilized in these services. In this sense, this study aimed to study the implementation of
this new requirement in Portuguese Blood Banks by carrying out a questionnaire among the Bio-
medical Laboratory Scientists (BLS) with degrees in Clinical Analyses and Public Health, or Biomed-
ical Laboratory Sciences who are employed in these institutions.

2. Materials and Methods

This work was a prospective, cross-sectional study.

A questionnaire was distributed to BLS professionals working in Blood Banks throughout Por-
tugal. The form was completed using the Google Forms platform and subsequently published on
social networks that met the inclusion criteria.

The inclusion criteria were as follows: Participants must possess a degree in Clinical Analyses
and Public Health or Biomedical Laboratory Sciences. They should work in the blood banks of
public or private hospitals or clinics. Furthermore, participants must have access to social net-
works. The criteria for excluding respondents from the questionnaire included: BLS from areas
outside of the Clinical Analyses and Public Health or Biomedical Laboratory Sciences courses, BLS
who exclusively worked in Clinical Pathology Laboratories, and BLS who did not have access to the
specified social networks. The data and statistics were analysed using Excel, based on the received
responses.

3. Results

By publishing the questionnaire on social media, a total of 18 anonymous responses were
collected from BLS. The questionnaire can be found in Supplementary Document 1.

3.1. Knowledge of certification and accreditation standards by Biomedical Laboratory
Scientists

Regarding the knowledge of the NP EN ISO 9001:2015 certification standard by the BLS who
work in the Blood Banks Services, 17 individuals answered affirmatively, corresponding to 94.4%.
Only 1 respondent answered negatively, corresponding to 5.6% of the total sample (Figure 1a).
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a) 1. Are you familiar with the NP EN ISO 9001:2015 certification b) 2. Are you familiar with the NP EN ISO 17025:2018

standard ? accreditationstandard ?

18 Answers 18 Answers

g

C) 3. Are you familiar with the ACSA certificationmodel ? d) 4. Are you familiar with the Joint Commission International
accreditationmodel ?

18 Answers 18 Answers

Figure 1. Graphics representing the answers to the questions: a) “Are you familiar with the NP EN ISO
9001:2015 certification standard?”; b) “Are you familiar with the NP EN ISO 17025:2018 accreditation stand-
ard?”; c) “Are you familiar with the ACSA certification model?”; and d) “Are you familiar with the Joint Com-
mission International accreditation model?”. “Yes” answers in blue and “No” answers in orange.

As for the NP EN ISO 17025:2018 standard, only 50% (9) of the BLS are aware of this standard
for accrediting testing laboratories (Figure 1b). However, this percentage is higher (66.7%, corre-
sponding to 12 BLS) for both ACSA certification model (Figure 1c) and the JCl accreditation model
(Figure 1d).

3.2. Implementation of a quality management system and risk management in Blood Bank
services

Based on the responses gathered, all Blood Banks, where the BLS operates, have
implemented a QMS (Figure 2a). However, 33.3% (6 members) report that they have not received
any training in quality management (Figure 2b) or do not understand the regulatory requirements
related to risk assessment (Figure 2c). Interestingly, only 11.1% (2 BLS members) are unfamiliar
with what a risk matrix is (Figure 2d).

Regarding the construction of risk matrices in Blood Banks, 12 participants (66.7%) reported
having developed them in their Blood Banks (Figure 3a). From this point in the questionnaire, only
12 participants answered the following questions regarding the implementation of a risk matrix
in blood banks. Consequently, the same percentage of respondents (66.7%), which corresponds
to only 8 BLS, indicated that they did not participate in either the design of the matrix or the
definition of mitigating actions (Figure 3b).
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a 5. Does the immuno-haemotherapy department where you
work have a quality management system in place?

18 Answers

mves

C) 7. Are you aware of recent regulatory requirements regarding
risk assessment ?

18 Answers

u Yes

b)

18 Answers

d)

18 Answers

6. Have you undertaken any quality training ?

8. Do you know what a risk matrixis ?

Figure 2. Graphics representing the answers to the questions: a) “Does the immuno-haemotherapy depart-
ment where you work have a quality management system in place?”; b) “Have you undertaken any quality
training?”; c) “Are you aware of recent regulatory requirements regarding risk assessment?”; and d) “Do you
know what a risk matrix is?”. “Yes” answers in blue and “No” answers in orange.

a 9. Has a risk matrix been constructed in your service ?

b)

10. Did you participate in the construction of the risk

assessment matrix and the definition of mitigatingactions ?

: ‘° 12Answers ,

Figure 3. Graphics representing the answers to the questions: a) “Has a risk matrix been constructed in your
service?”; and b) “Did you participate in the construction of the risk assessment matrix and the definition of
mitigating actions”. “Yes” answers in blue and “No” answers in orange.
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3.2. Use of risk matrices in Blood Bank Services

A majority of participants (58.3%) supported the dynamic application of the risk matrix in
blood banks (Figure 4a). However, the same percentage expressed a negative opinion regarding
the participation of BLS (in service delivery and technical teams) in updating the risk matrix (Figure
4b). Despite this, 11 out of the 12 participants (91.7%) agreed that the construction of the risk
matrix significantly facilitated the implementation of actions to prevent errors or near misses in
blood banks. Only one participant believed that creating a risk matrix does not aid in the
implementation of preventive actions (Figure 4c). Additionally, 83.3% (10 participants) of the BLS
felt that utilizing the risk matrix has improved the efficiency and effectiveness of the service
(Figure 4d). They also indicated that the blood banks have become more organized with the
implementation of the QMS (Figure 5c).

a) 11. Is the risk matrix applied dynamically in your service ? b) 12. Are you involved in updating your service's risk matrix ?
12 Answers 12 Answers
"
C) 13. In your opinion, did the construction of a risk matrix d) 14. In your opinion, does the use of a risk matrix in the service
facilitate the implementation of preventive actions against allow for better efficiency and effectiveness in service ?

12 Answers

errors or near misses ?

12 Answers

Figure 4. Graphics representing the answers to the questions: a) “Is the risk matrix applied dynamically in
your service?”; b) “Are you involved in updating your service's risk matrix?”; c) “In your opinion, did the con-
struction of a risk matrix facilitate the implementation of preventive actions against errors or near misses?”;
and d) “In your opinion, does the use of a risk matrix in the service allow for better efficiency and effectiveness
in service?”. “Yes” answers in blue and “No” answers in orange.

When asked about the assessment of the risk itself, and the simultaneous creation of oppor-
tunities, 8 participants (66.7%) indicated that defining these concepts was not easy (Figure 5a).
However, 11 BLS’s (91.7%) believe that their participation in the QMS and in developing the risk
matrix is important (Figure 5b).
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a)

12 Answers

15. Inyour opinion, is it easy to assess risks and b) 16. Do you consider your participationin the quality
simultaneously generate opportunities ?

management system and in the preparation of the risk matrix

important?
12 Answers

C) 17. Inyour opinion, is your service more organised with the
implementation of the quality management system ?

12 Answers

" Yes

= No

Figure 5. Graphics representing the answers to the questions: a) “In your opinion, is it easy to assess risks
and simultaneously generate opportunities?”; b) “Do you consider your participation in the quality manage-
ment system and in the preparation of the risk matrix important?”; and c) “In your opinion, is your service
more organized with the implementation of the quality management system?”. “Yes” answers in blue and
“No” answers in orange.

3.3. The risk in Blood Bank Services

When directly asked about the risk in blood banks, 58.3% (7 BLSs) perceived their service as
low risk, 16.7% (2) as moderate risk, and 25% (3) as high risk (Figure 6a).

Regarding the awareness of other health professionals about the risks associated with trans-
fusion practices, 7 participants (58.3%) affirmed that this awareness is present in hospital settings,
while 5 participants (41.7%) disagreed (Figure 6b). Nevertheless, a significant majority of the BLS
respondents (91.7%, or 11 participants) reported the existence of multidisciplinary teams that are
responsible for risk management (Figure 6c).
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a)

12 Answers

c)

12 Answers

18. In general, how do you rate your service? b) 19. Do you consider that other healthcare professionals (from

12 Answers

Figure 6. Graphics representing the answers to the questions: a) “In general, how do you consider your ser-
vice (a service with extreme risks, in “green”; a service with moderate risks, in “yellow”; a service with high
risks in “red; and a service with extreme risks in “blue”; b) “Do you consider that other healthcare profes-
sionals (from other clinical services in your hospital) are aware of the risks inherent in transfusion practice?”;
and c) “In your hospital unit, are there multidisciplinary teams to manage the risk?”. “Yes” answers in blue
and “No” answers in orange.

4, Discussion

The questionnaire presented here allowed for a general and indirect study of the implemen-
tation of QMS and risk matrices in various blood banks across the country. It also facilitated an
understanding of the involvement of stakeholders in their implementation.

In the initial stage of analysis, it is evident that BLS are more familiar with the NP EN ISO
9001:2015 certification standard (which outlines the requirements for a QMS) [7], than with the
NP EN ISO 17025:2018 accreditation standard for testing laboratories.[8] Knowledge of the ACSA
certification model and the JCl accreditation model falls in between these two levels of familiarity.
These conclusions can be attributed to the fact that most institutions or companies are certified
by the NP EN ISO 9001:2015 standard, while the ACSA and JCI models are more applied in hospital
environments.

In the context of implementing QMS and risk matrices in blood banks, all service delivery
team members (BLS) work in departments where a QMS is established. This indicates a commit-
ment to quality practices within these departments and the health institutions themselves. How-
ever, there are notable gaps in the quality training that BLS have received, as well as in their un-
derstanding of regulatory requirements related to risk assessment. These findings demonstrate
the necessity for blood banks to provide and promote quality training for their employees and to
integrate this training into the QMS framework. Despite the lack of repeated training, only 11.1%
of respondents did not recognize a risk matrix. This suggests that even without specific quality
training, BLS understand the importance of implementing risk matrices in blood banks. This
awareness may result from the numerous risks involved in blood transfusion processes and the
significant impact that those risks can have on patients' lives. [9]
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According to the obtained answers, it is also clear that most Blood Banks have built a risk
matrix. The answer to the aforementioned question shows the growing interest in continuous
improvement within the services and the effort to enhance efficiency through risk-based thinking.
Nonetheless, it is important to note that the BLS are not involved in the development of the risk
assessment matrix or in defining mitigating actions. This could be attributed to a lack of training
for BLS on this topic or their potential exclusion by managers of Blood Banks or Hospital’s quality
teams. Moreover, in terms of how the risk matrix is applied and updated in blood banks, over half
of the BLSs reported that the risk matrix is applied dynamically. However, the same percentage
indicated that they do not participate in updating the matrix. Additionally, while the BLS
acknowledge the importance of implementing the risk matrix, they do not influence its revision.
Even though, the majority of the BLS stated that the implementation of the risk matrix has made
it easier to identify preventive actions, resulting in a more effective and efficient service. This
approach demonstrates that using risk matrices, enhances risk-based thinking [10], even within
hospital organizations. Additionally, the BLS believes that the matrix helps to prevent errors and
near misses.

When asked about their ability to assess risks while also identifying opportunities for im-

provement, 66.7% of the BLS found it challenging to do so. However, 91.7% of these technicians
believe that it is important for them to be involved in implementing the QMS and the risk matrix.
Analysis of these results reveals that while the BLS faces difficulties in developing preventive
measures and strategies, it shows great interest in participating in their creation.
When asked about the risks associated with their services, 58.3% of respondents indicated that
their blood banks posed low risks. This result may reflect the effective application of risk matrices
and QMS, as well as the efficiency and effectiveness of the implemented risk mitigation strategies.
Additionally, the presence of specialized teams with clinical and laboratory experience (common
in blood banks) can enhance confidence in the operations. However, it is important to consider
that there may be a lack of awareness among staff regarding the significant risks involved, as
blood banks are one of the services known to carry high risks that can greatly impact patients
during the transfusion process.

On the other hand, 25% of the BLS reported that their services present high risks. This indi-

cates a heightened awareness of risk within blood banks, regardless of how it is defined and de-
scribed in risk matrices. The questionnaire also revealed that other clinical services in the hospital
units recognize the inherent risks associated with transfusion practices. This is a very positive find-
ing, as it suggests that healthcare professionals are conscious of the high risks involved in trans-
fusions and are likely more attentive in detecting errors or near misses. Additionally, approxi-
mately 92% of BLS indicated that their hospital units have multidisciplinary risk management
teams in place.
This study is limited by the small number of responses received. Although the topic is quite spe-
cific, we were unable to collect a higher volume of responses. Further research is essential to
understand the reality of blood banks in Portugal and the role of BLS in quality and risk manage-
ment. Nonetheless, this study allowed for the first conclusions about BLS perception of the imple-
mentation of risk matrices in Blood Bank Services in Portugal, and to the best of our knowledge,
this is the first study to assess this subject.

5. Conclusions

In conclusion, most of BLS have knowledge about certification and accreditation standards.
However, a lack of specialized training in quality management and the absence of specialized per-
sonnel in the development of risk matrices has led to challenges in defining preventive measures.

When establishing a QMS and risk management, particularly with the proper development
of risk matrices, it is advisable to involve a multidisciplinary team. This study highlighted the lim-
ited involvement of specialized personnel in creating and updating risk matrices in blood banks.
Therefore, it is essential to encourage these health professionals to engage in risk management
and to raise awareness among hospital managers about the importance of their expertise in qual-
ity management.

Supplementary Materials: Questionnaire, given to Biomedical Laboratory Scientists.
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Resumo

Atualmente, o manuseamento do telemdvel é uma necessidade, e com o uso excessivo, este torna-se sus-
cetivel a transferéncia e propagagdo de microrganismos se ndo for higienizado. O Staphyloccocus aureus é
uma bactéria Gram-positiva, frequentemente encontrada na pele e mucosas humanas, podendo causar in-
fecBes graves quando, a partir de ambientes propicios, como as superficies dos telemdveis. E importante
monitorizar o nivel de contaminagdo dos dispositivos e os habitos de higiene dos seus utilizadores. Foi apli-
cado um questionario a 56 estudantes do curso de Ciéncias Biomédicas Laboratoriais. Foi avaliada a higieni-
zagdo dos telemoveis e das maos do seu manipulador em amostras de 50 destes participantes, obtidas atra-
vés da passagem de zaragatoas, na superficie das mdos e dos respetivos telemdveis. Foi avaliada a presenca
de estafilococos produtores de coagulase nas mdos dos estudantes e a presenga de microrganismos meso-
filos contaminantes na superficie dos seus dispositivos mdveis. Os resultados do estudo mostraram que o
comportamento da higieniza¢do dos telemdveis ndo foi efetuado por 26,8% da populagdo em estudo, sendo
que 18% dos dispositivos eletrénicos se encontravam com niveis superiores a 100 UFC de microrganismos
mesofilos. A colonizagdo por S. aureus foi encontrada em 12% das maos dos participantes.O nosso estudo
ndo mostrou uma relagdo direta entre a presenga de microrganismos mesodfilos aerdbios na superficie dos
telemdveis e a presencga de estafilococos produtores de coagulase nas maos dos utilizadores. No entanto,
demonstra que estes dispositivos eletronicos albergam uma grande variedade de microrganismos, sugerindo
gue possam estar associados a sua manipulagdo, e que podem estar contaminados com microrganismos
patogénicos, como é o caso do S. aureus.

Palavras Chave: Higienizagdo; Telemdveis; Maos; Staphyloccocus aureus; Microrganismos mesofilos

1. Introdugdo

Nos tempos atuais, verifica-se que as pessoas tém uma maior necessidade de ter em sua
posse um dispositivo moével, cujo uso excessivo contribui para uma interagao constante entre as
maos humanas e os telemdveis. Uma das preocupacgGes relacionadas com a saude publica esta na
avaliacdo da sua limpeza, e na garantia de que sejam utilizados sem risco de transmissdo de agen-
tes patogénicos, pois a combinagdo de fatores como temperatura, humidade e o material da tela
criam um ambiente favordvel para a proliferagdo de microrganismos (1). Estd documentado que
a higienizacdo frequente destes dispositivos mdveis permite prevenir a transmissao de infecGes,
nomeadamente do virus da gripe, Sars-Cov-2 e bactérias, como Escherichia coli, Klebsiella spp. e
Proteus (2).

Ha mais de 150 anos que a higiene das maos é reconhecida como a principal medida para
evitar a transmissdo de agentes infeciosos (3). De forma geral, as populagGes tém um conheci-
mento limitado sobre a forma de propagac¢do de microrganismos (4), sendo por isso importante
a transmissdo de conhecimento e a literacia em sadde, como forma de minimizar o risco de expo-
sicdo a agentes patogénicos através da utilizagdo de dispositivos moveis (4). A capacidade de ade-
sdo de determinadas bactérias a superficies abidticas, tem implicacGes importantes, pois estes
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organismos podem sobreviver por longos periodos, através da formacdo de biofilmes. Exemplos
de microrganismos meséfilos que podem formar biofilmes em ambientes abidticos incluem varias
espécies de bactérias como Staphylococcus spp., E. coli e Pseudomonas spp. (5).

A superficie dos telemoveis e a sua manipulagdo, contribuem para abrigar uma variedade de
microrganismos, as condi¢des de temperatura do telemdvel, a falta de higiene e a humidade das
maos podem criar boas condi¢Ges para o desenvolvimento de agentes patogénicos (1), que po-
dem passar, com alguma facilidade, para a face, olhos, maos e boca do utilizador.

O Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva, produtora de coagulase, frequente-
mente encontrada na pele e mucosas humanas, podendo ser inofensiva em situagdes normais,
mas também pode causar infe¢cdes graves quando introduzida em cortes ou feridas (6). Além
disso, 0 S. aureus desenvolveu resisténcia a multiplos antibioticos, tornando-se uma preocupacao
significativa na saude publica (7). Este microrganismo coloniza as regides rugosas das maos, o que
torna a sua remocgdo e desinfe¢do bastante dificil (8). Estas bactérias podem advir de ambientes
propicios ao seu desenvolvimento, como as superficies dos telemdveis realgando a importancia
de avaliar a contaminacdo destes dispositivos.

Este estudo tem como objetivo conhecer o comportamento de estudantes do curso de Ci-
éncias Biomédicas Laboratoriais (CBL) sobre a higienizagdo dos seus telemdveis, bem como avaliar
a contaminagao das suas maos por estafilococos produtores de coagulase e avaliar a presenca de
microrganismos mesdfilos nos seus dispositivos eletrénicos.

2. Material e Métodos

Este é um estudo descritivo quantitativo, que pretende avaliar a higieniza¢do dos teleméveis
e das mdos dos seus manipuladores. A amostra de conveniéncia é constituida por 56 estudantes
do curso de licenciatura em CBL, que responderam a um questiondrio e para 50 destes estudantes
foram recolhidas amostras para avaliagao laboratorial microbioldgica.

A pesquisa de microrganismos mesofilos aerdbios foi realizada em amostras recolhidas da
superficie dos telemdveis, com base no protocolo de avaliagdo da higienizagdo de superficies em
contacto com alimentos (9), com uma adaptagdo aos telemdveis.

De uma forma genérica a colheita das amostras na superficie dos telemdveis, foi realizada
da seguinte forma: humedeceu-se cada zaragatoa (PVL, Portugal, Odivelas) nos respetivos tubos
de solugdo Maximum Recovery Diluent (Biogerm, Portugal, Porto) e recolheram-se as amostras
por passagem das zaragatoas sobre cada superficie a analisar em varias dire¢des, introduzindo-se
nos respetivos tubos, que de seguida foram agitados no vortéx (VWR, Portugal, Oeiras), durante
30 segundos (solugdo mae). 1 ml de cada amostra solugdo mae foi pipetada para duas placas de
Petri (JMGS, Portugal, Odivelas). Efetuaram-se duas dilui¢des, a 1/10 e 1/100 e pipetou-se, a partir
destas, 1 ml para duas placas de Petri. Utilizou-se a técnica de incorporacao, adicionando as amos-
tras nas placas de Petri, meio de Plate Count Agar (Biogerm, Portugal, Porto) fundido e arrefecido
a 44°C. Misturou-se suavemente, deixou-se arrefecer e incubou-se a 30°+1°C durante 72h. No
final do tempo de incubagédo, procedeu-se a contagem de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)
de microrganismos mesofilos aerdbios. os parametros microbioldgicos de interesse foram o nu-
mero de UFC de microrganismos mesofilos aerdbios (amostra positiva que significa igual ou supe-
rior a 1 UFC).

Procedemos a uma categoriza¢do do nivel de higienizagao dos dispositivos moveis, tendo
em conta o nimero de UFC de microrganismos mesofilos. Assim, as amostras foram classificadas
em 3 grupos (<100, 100-300, =300 UFC). O estado de higiene dos teleméveis foi classificado como
“satisfatdrio” nos casos em que foram contados um numero de UFC inferior a 100 (UFC<100);
como “insatisfatério” nos casos com um nimero de UFC entre 100 a 300 (100-300 UFC); e como
“mau” nos casos com contagens de UFC superiores a 300 (UFC>300).

A pesquisa de estafilococos produtores de coagulase positiva nas maos tem como base a
recolha de amostras da superficie das maos dos utilizadores dos telemodveis por passagem de za-
ragatoas, transferidas para tubos de solucao salina Maximum Recovery Diluent. Os tubos que con-
tinham as zaragatoas, foram agitados no vértex durante 30 segundos. Semeou-se por técnica de
espalhamento 0,1 ml no meio de Manitol Salt Agar (MSA) (Frilabo, Portugal, Porto), que incubou
a 37°C/48h, fazendo em paralelo um pré-enriquecimento em meio Chapman (Frilabo, Portugal,
Porto). Nos casos em que se observaram coldnias no meio MSA, repicaram-se para tubos de caldo
Brain-Heart (Frilabo, Portugal, Porto), que foi incubar a 37°C/24h. Fez-se um esfregaco que se
corou pela técnica de Gram, e no caso de se observarem cocos Gram-positivos, efetuou-se a prova
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da coagulase, que consiste em colocar 0,3 ml de plasma de coelho (Biomerieux, Portugal, Oeiras),
juntamente com 0,1ml de caldo de Brain-Heart com crescimento bacteriano. Incubou-se a 37°C e
fez-se a interpretagdo apds 4h. Consideraram-se positivas para S. aureus, as amostras em que se
observaram cocos Gram-positivos e cuja prova da coagulase foi positiva (9).

O questionario aplicado neste estudo sobre a higienizacdo dos telemadveis, baseou-se num
questionario validado pelo Ministério da Educagdo sobre a higienizagao pessoal, que foi adaptada
ao nosso estudo (10). Foi questionada a frequéncia de higienizagdo dos telemdveis (“todos os
dias”, “2 a 3 vezes por semana”, “1 vez por semana” e “raramente”) e também das m&os dos seus
utilizadores (“Muitas vezes”, “Algumas vezes”, “Raramente” e “Nunca”), para além disso, foi ques-
tionado sobre o conhecimento de microrganismos e o risco de saude associados a falta de higie-
nizacdo dos dispositivos méveis (“sim” e “ndo”) (Anexo 1).

No que se refere ao tratamento de dados, utilizamos a plataforma Microsoft Excel versdo
2404 (Microsoft, Estados Unidos da América, Washington). Foram realizadas frequéncias absolu-
tas, relativas e o teste exato de Fisher para avaliar a associagdo entre a presenga de microrganis-
mos mesofilos aerdbios, com a existéncia de microrganismos produtores de coagulase, aplicando
um nivel de significancia de 0,05.

A apreciagdo ética do estudo teve um parecer favoravel apds avaliagao da comissao de ética
do Instituto Politécnico de Braganca (IPB), cujo o cddigo do processo é P518287 e o n2 de reque-
rimento: R629458.

3. Resultados

No que diz respeito as amostras recolhidas na superficie dos telemadveis (n=50), os resulta-
dos obtidos relativamente a pesquisa de microrganismos mesofilos aerdbios na superficie dos
telemdveis encontram-se na Tabela 1.

Das 50 amostras analisadas, verificou-se que 5 ultrapassaram 300 UFC (10%) nas placas de
Petri das solugdes mae, sendo necessario recorrer as diluicdes efetuadas para contagem do nu-
mero definitivo de UFC. Quando tivemos de recorrer as placas com diluicbes de 1/100, essas
amostras correspondiam aquelas que apresentavam um nimero mais elevado de microrganismos
mesofilos aerdbios, o que é expectavel pelo fato de que nas placas de solugdo mae e de diluigdo
1/10 se terem obtido contagens superiores a 300 UFC.

Tabela 1 - Pesquisa de microrganismo meséfilos aerébios na superficie dos teleméveis

Amostras UFC Amostras UFC Amostras UFC
1 156 18 0 35 5
2 40 19 262 36 2200
3 19 20 10 37 41
4 9 21 0 38 20
5 33 22 14 39 3
6 4 23 3 40 15
7 15 24 0 41 34
8 17 25 2 42 2
9 3 26 15 43 21
10 0 27 2 44 60000
11 0 28 3 45 243
12 5 29 32 46 60000
13 2 30 6 47 12
14 3 31 9 48 200
15 2 32 58 49 3
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Tendo em conta a categorizagdo de acordo com o nivel de higienizagdo dos dispositivos
moéveis, 82% (n=41) das amostras refletem higienizagdo satisfatéria do dispositivo (<100 UFC),
enquanto que 8% (n=4) e 10% (n=5) apresentam nivel de higienizagdo insatisfatoria (100 a 300
UFC) e ma (>300 UFC), respetivamente.

Verificou-se que em 6 amostras (12%) recolhidas nas maos (5, 7, 45, 47, 48, 49) apresenta-
vam um teste positivo na prova da coagulase, o que significa que existe possibilidade de presenca
de S. aureus. Tal como se observa na Tabela 2, neste grupo ha menor proporgao de amostras
refletindo higienizacdo satisfatoria do telemdvel em comparagdo com o grupo de amostras coa-
gulase negativa (66,7% vs 84%), embora esta diferenga ndo seja estatisticamente significativa
(p=0,293).

Tabela 2- Relagdo entre a presenga de estafilococos produtores de coagulase nas maos e o estado higiénico dos telemdveis

presencga de estafilococos produtores de coagulase nas maos

Estado higiénico dos teleméveis Coagulase — Coagulase + Valor-p*
n=44 n=6
n % n %
Satisfatorio (<100 UFC) 37 84,0 4 66,7
Insatisfatério (100-300 UFC) 2 4,6 2 33,3 0,293
Mau (>300 UFC) 5 11,4 0 0

* teste exato de Fisher comparando Satisfatério com Insatisfatério/Mau

Os resultados das respostas ao questionario apresentam-se na Tabela 3. Dos 56 participantes
que responderam ao questionario, 62,5% (n=35) lavam as mdos com alguma frequéncia e nin-
guém respondeu que nunca ou raramente lava as maos. No entanto, a questdo “Com que fre-
quéncia higienizas o teu telemdvel?”, um em cada quatro participantes (26,8%; n=15) responde-
ram “Nunca” e cerca de metade (51,8%; n=29) reportaram fazé-lo apenas “uma vez por semana”.
Um em cada cinco participantes (23,2%; n=13) ndo conhece os riscos associados a ndo higieniza-
¢do dos dispositivos e metade dos participantes ndo tem conhecimento sobre algum microrga-

nismo associado a falta de higieniza¢do dos teleméveis.

Tabela 3 — Respostas aos inquéritos sobre a higieniza¢do dos estudantes de CBL

n %

Nunca ou raramente 0 0
Com que frequéncia lavas as mados, por dia? Algumas vezes 35 62,5
Muitas vezes 21 37,5

Com que frequéncia higienizas o telemoével? Nunca 15 26,8
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1 vez por semana 29 51,8

2 a 3 vezes por semana 9 16,0

Todos os dias 3 5,4

Estas ciente dos riscos de satde associados a falta de higienizagdo Sim 43 76,8
do telemével? N3o 13 23,2
Tens conhecimento de algum microrganismo associado a falta de hi- Sim 28 50,0
gienizagdo do telemdvel? N&o 28 50,0

4, Discussao

No nosso estudo, 18% dos estudantes de CBL participantes possuem telemdveis com baixo
nivel de higienizagdo, ou seja, apresentam valores de microrganismos mesdfilos superiores a 100
UFC (10% com classificacdo “mau” e 8% com classificagdo “insatisfatdrio”). Estes dispositivos mé-
veis sdo objetos capazes de abrigar microrganismos, tornando-se uma possivel forma de trans-
missdo de infecOes (2). Outros autores observaram uma taxa de crescimento de agentes patogé-
nicos de 40-100% na superficie de telemdveis, sendo a maioria bactérias potencialmente nosoco-
miais, causando infegGes relacionadas com os cuidados de saude (IACS) (11). Os nossos resultados
permitem documentar a falta de higienizacdo dos dispositivos mdveis dos estudantes, ainda que
com taxas de contaminagdo inferiores a outros estudos (11).

Resultados diferentes foram observados em estudos semelhantes realizados noutros paises.
Uma pesquisa que avaliou a higienizacdo dos telemodveis de estudantes e profissionais de saude
no Brasil, mostrou que 100% destes dispositivos estavam contaminados com microrganismos,
sendo que 51,1% continham S. aureus (2). Num outro estudo realizado na Arabia Saudita, em
estudantes de medicina, a contaminagao bacteriana dos telemdveis foi de 96,2%. Neste trabalho,
as amostras recolhidas nos telemadveis continham S. aureus, o que representa elevada percenta-
gem de contaminacdo com este microrganismo patogénico (12). A sua transferéncia para estes
dispositivos mdveis advém, muito provavelmente das maos dos seus utilizadores. Estas evidéncias
da presenca de S. aureus, quer nas maos quer nos telemdveis, mostram a importancia da sua
monotorizagdo principalmente, porque este agente patogénico desenvolveu resisténcia a multi-
plos antibidticos, tornando-se uma preocupacdo significativa na satde publica (7). Estes aspetos
reforgam a importancia da ado¢do de medidas de controlo para prevenir a ocorréncia de IACS (2).

De acordo com os nossos resultados, 12% das amostras recolhidas nas maos dos utilizadores
destes dispositivos mdveis, estavam contaminadas com estafilococos produtores de coagulase, o
que vai ao encontro de outros estudos que consideram que cerca de 10-20% da populagado pode
ser portadora assintomatica de S. aureus (6,13). Os nossos resultados parecem estar de acordo
com outra pesquisa realizada em profissionais de saiide num hospital de Portugal, que relata que
8,9% dos individuos eram portadores de S. aureus nas maos (14).

Apesar dos resultados do nosso estudo mostrarem niveis de contaminagao dos teleméveis
e nas maos dos seus utilizadores, inferiores aos encontrados noutros estudos (2, 11, 12), os cui-
dados com a higienizagdo por parte dos estudantes universitarios deveriam ser redobrados, de
forma a prevenir e controlar a ocorréncia de IACS. Além disso, apesar da maioria dos universitarios
inquiridos desinfetarem os seus telemdveis com frequéncia (51,8% responderam 1 vez por se-
mana), uma elevada percentagem (26.8%) diz nunca adotar procedimentos de higiene, o que pa-
rece estar associado a presenca de microrganismos mesofilos >300 UFC em 10% das amostras
recolhidas nos telemdveis e a presenca de S. aureus nas maos dos seus manipuladores (12% das
amostras). Podemos também associar os niveis de contaminacdo referidos com as respostas a
questdo “O que utilizas para fazer a higienizagdo do telemdvel?”, pois cerca de 30% utilizam mé-
todos que ndo permitem uma remocao eficaz de microrganismos, como um pano ou papel que
ndo tém impregnado qualquer desinfetante.

No entanto, é de referir que 62,5% dos estudantes referem lavar as maos com alguma fre-
quéncia e 37,5% dizem fazé-lo muitas vezes. Apesar de ndo ter sido efetuada a avaliagdo de outros
agentes patogénicos, os nossos resultados mostram que ndo houve presenga do microrganismo
patogénico S. aureus nas maos dos manipuladores em 88% das amostras e que 82% das amostras
dos telemoveis apresentavam um estado higiénico satisfatério (UFC<100).

As amostras que tiveram um resultado positivo para S. aureus nas maos, ndo correspondiam
aos telemoveis, cujas superficies apresentaram maior nimero de UFC de microrganismos
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mesofilos. No entanto convém salientar que as amostras das maos com prova coagulase positiva
correspondem a dispositivos com menor percentagem de higienizagdo satisfatoria. Ndo se obser-
vou significancia estatistica para esta diferenca, mas é de salientar que a dimensdo amostral é
pequena. No entanto, podemos concluir que a ma higiene dos telemédveis afetara o crescimento
da colonizagdo bacteriana nas maos, que ocorre devido ao contato com os teleméveis e vice-
versa, situagdo documentada noutras investigagdes (11). Seria por isso interessante, em estudos
posteriores, avaliar outros parametros microbiolégicos numa maior amostra de teleméveis e das
maos dos seus manipuladores, por forma a perceber se ha relacdo com o estado de higienizacdo
desses dispositivos e determinar a magnitude de uma possivel contaminagdo e transmissdo de
doenca.

5. Conclusdes

Os telemoveis e as maos dos seus utilizadores podem atuar como um portador de agentes
infeciosos sugerindo a necessidade de uma higiene adequada ndo s6 das maos, mas também da
superficie destes dispositivos.

Os resultados do nosso estudo demonstram que estes dispositivos eletrénicos e as nossas
maos albergam uma variedade de organismos patogénicos, mesmo nao existindo sintomas de
doenga. Os resultados ndo mostram uma relagdo direta entre a presenga de microrganismos
mesofilos aerdbios na superficie dos telemdveis com a presenca de estafilococos produtores de
coagulase nas maos. No entanto, os dados apontam para uma tendéncia de colonizagao bacteri-
ana dos dispositivos moveis e das maos dos seus utilizadores, que pode estar associada a uma
inadequada higienizagao dos mesmos, bem como a falta de conhecimento de procedimentos de
limpeza e desinfe¢do, que evitam a transmissdo de infegdes.

Sendo os estudantes, incluidos no estudo, futuros profissionais de saude, os valores obtidos
reforgam a importancia da adogdo de medidas de higiene e a prevengdo da transmissdo de infe-
¢Oes associadas aos cuidados de saude.

Consideramos assim que sdo necessarios estudos adicionais, seja com uma amostragem
maior, analise de outros indices higiénicos, nomeadamente microrganismos indicadores de con-
taminagdo ou até mesmo relacionar com outros fatores, como por exemplo fatores sazonais.
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Abstract: Transfusion therapy with packed red blood cells (RBC) is frequently used in sickle cell anaemia (SCA)
patients. Although SCA is common among African populations, current migratory dynamics and genetic var-
iability across different groups present challenges in transfusion practices, particularly regarding the risk of
alloimmunization. This study aimed to review the topic of RBC transfusion in patients with SCA and to de-
scribe the importance of implementing new strategies and best practices in transfusion medicine to prevent
or reduce alloimmunization in these patients.

A literature review was carried out on the websites PubMed, Google Scholar, and ELSEVIER using the key-
words: transfusion, SCA, and alloimmunization.

The literature reports that alloantibody development is directly proportional to the number of RBC units
administered. The frequency of the C, E, K, Jkb, Fya, Fyb, Lea and S antigens are of low frequency in African
individuals compared to those of European descent. RH system allo-antibodies, mainly C, E, and K represent
more than two-thirds of detected antibodies. Also, variants D, C, and E are common in African individuals
thus contributing to allo-immunization. Furthermore, autoantibodies are frequently found in previously im-
munized patients or developed concomitantly in SCA patients.

Solutions to overcome the limitations of serological tests and detect antigen variants include donor selection,
access to transfusion history, extending antigenic and phenotypic compatibility between donor and patient,

and molecular typing, mainly in the detection of RH system variants.

Keywords: Sickle cell anaemia, genotyping methods, red blood cells transfusion, alloimmunization, hemo-
globin

1. Introduction

Sickle cell anaemia (SCA) is an inherited disorder that causes abnormal shapes in red blood
cells. [1-3] The aetiology involves a mutation in a single gene of the haemoglobin B chains, which
transforms normal haemoglobin into a pathological form. This mutation alters the structure of
erythrocytes, changing them from a rounded, biconcave disc shape to a sickle shape. [1-4]

The first scientific reference to sickle cells was made in 1910 by James Bryan Herrick. In 1949,
Pauling et al. described a point mutation in the gene encoding the B chain of haemoglobin on
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chromosome 11, where a adenine is replaced by a thymine. This change results in the substitution
of an amino acid: glutamic acid is replaced by valine at the sixth position of the B chain. [2,3]

The structural modification reflects significant changes in the physicochemical properties of
the haemoglobin molecule. One of these changes involves the polymerization process, whereby
the B chain of haemoglobin S (HbS) has an unusual tendency to bind to different B chains of HbS
when in a deoxygenated state. The resulting simple structural unit is a twisted, rope-like shape
composed of entire chains of haemoglobin molecules with interlinked B chains. The result is a
series of rigid polymerized haemoglobin molecules, decreasing erythrocytes' flexibility. [1-3]

Polymerization is a continuous process in SCA that depends on several factors. These factors
include the rate and extent of deoxygenation as polymerization proceeds, with a decrease in ox-
ygen saturation within haemoglobin; the concentration of HbS within the cells, where higher con-
centrations lead to faster polymerization; the composition of intracellular haemoglobin, as vari-
ous haemoglobin variants can create a dilution effect, reducing the interactions between HbS
molecules; the percentage of fetal haemoglobin (HbF), where a greater quantity results in low-
ered polymerization; and finally, the pH level, as a decrease in pH reduces haemoglobin’s affinity
for oxygen, thereby enhancing the polymerization process. [2,3] Polymerization causes an in-
crease in the permeability of the erythrocyte membrane to cations (sodium, potassium, magne-
sium, and calcium). These ions cross the erythrocyte membrane, reducing the concentration gra-
dient, activating various membrane transport systems, and promoting water release, which
causes dehydration of the erythrocytes. Dehydration increases the concentration of HbS within
the cells, leading to increased polymerization. As a result of these episodes of polymerization and
dehydration, dense and irreversibly sickled cells form. These rigid and fragile cells are prone to
premature destruction, resulting in anemia. [2,3] In addition, erythrocytes in SCA tend to express
a higher affinity for vascular endothelium. This affinity and the increased concentrations of some
plasma proteins such as cytokines (in times of stress) contribute to greater adhesion of erythro-
cytes to the endothelium, leading to vascular obstruction. [2,3]

The presence of sickle-shaped erythrocytes in the bloodstream can hinder blood flow due to
vascular obstruction, leading to ischemia and vaso-occlusive crises. Hence, it can also cause prem-
ature destruction of erythrocytes, leading to a haemolytic anaemia. [1-4]

Itis currently estimated that over 52,000 people suffer from SCA in Europe, primarily among
individuals of African, Mediterranean, and Asian descent. [4] Its spread across Europe and the
world can be attributed to increased migration. The most common treatment for patients with
SCA, especially during hemolytic crises, is transfusion of red blood cell (RBC) concentrates. How-
ever, given the risks associated with blood transfusions, such as allo-immunization and the anti-
genic differences between populations — specifically the antigens C, E, K, Jkb, Fya, Fyb, Lea, and S
— it is crucial to study, prevent, and manage cases of allo-immunization to promote safer transfu-
sions.

This study aims to review the risks of RBC transfusion in patients with SCA and to describe
new strategies, techniques, and best practices in transfusion medicine that can reduce allo-im-
munization in these patients.

2. Materials and Methods

To conduct this work, a literature review was performed on the websites PubMed, Google
Scholar, and ELSEVIER, resulting in 29 scientific articles selected and published between the years
2000 and 2024. The following keyword combinations were utilized during the search: transfusion,
sickle cell anemia, and allo-immunization. The selected articles focused on the application of
transfusion therapy in patients with SCA and the associated risks of RBC transfusion in these pa-
tients. Articles on SCA and other haemoglobinopathies, transfusion practices in SCA, the risks of
alloimmunization, and blood system considerations were included. The exclusion criteria encom-
passed cases involving other types of anaemia due to deficiencies in erythrocyte production, other
hemolytic causes, enzyme deficiencies, membrane alterations, excessive blood loss, and other
transfusion-related risks such as biological hazards or errors in the transfusion process.
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3. Blood transfusion as treatment for SCA

Blood transfusion therapy is essential for monitoring patients with SCA. The objectives of
blood transfusion include reducing the percentage of HbS in erythrocytes, suppressing its synthe-
sis, improving tissue oxygenation, and correcting anaemia. [3,5-8]

There are indications and criteria for RBC transfusions, depending on the patient's clinical
condition. [3,9] Some indications are described in Table 1.

Depending on the patient's clinical condition, the transfusion technique applied may also be
different. RBC administration can be by simple transfusion or by exchange transfusion. Simple
transfusion consists of infusing donor blood without removing blood from the patient. [5,7,8,10]
However, this technique can increase blood viscosity, worsening vaso-occlusion and causing iron
overload over time, requiring treatment with iron chelators or changing the transfusion modality.
[5,7,10] Is normally indicated in splenic sequestration crises, in which the spleen increases in size
due to increased erythrocyte haemolysis, which results in a sudden drop in haemoglobin levels,
or hepatic and acute chest syndrome. [10]

Exchange transfusion involves removing blood from the patient during or before the infusion
of donor blood. This removal may be partial or total and may be performed by phlebotomy (man-
ual) or apheresis. Partial exchange by phlebotomy and its replacement by sequential infusion of
donor blood allows greater changes in the proportion of HbS to HbA when compared with the
simple transfusion technique. Apheresis exchange is useful in clinical situations which require a
rapid and drastic reduction of HbS. [8] In this technique, iron overload is also less frequent than
with simple transfusion. [5]

Table 1. Indications for transfusion in patients with sickle cell anaemia. Adapted from Chou ST, et al. 2016 [9]

Indications for transfusion in patients with sickle cell anaemia

Because of SCA, neurological complications such as strokes may occur. Stroke is usually ischemic,

Stroke

resulting from the obstruction of cerebral arteries by sickle cells.

This syndrome is described as an acute lung disease and is the second leading cause of hospital ad-
Acute chest syndrome mission. The cause is not yet fully known, but it is suspected to be caused by infectious processes and

vaso-occlusion of the pulmonary vasculature.

Due to the presence of sickle-shaped erythrocytes in the bloodstream, it can impede blood flow lead-

Acute vasocclusive episodes

ing to vascular obstruction. Being the main cause for hospital admissions.

It is the result of microvascular occlusion that may develop after several crises of vasocclusive epi-

Organ failure

sodes.

Acute liver damage Consequence of vascular occlusion of the hepatic sinusoids.

Because of severe hemolysis, the spleen becomes more functional to eliminate sickle-shaped eryth-

Acute splenomegaly

rocytes. As a result, the spleen enlarges rapidly.

Abbreviations List: SCA: Sickle cell anaemia

3.1. Risks associated with transfusion of red blood cell concentrates
3.1.1. Alloimmunization

Alloimmunization is the process of producing antibodies (anti-) against non-self antigens. It
occurs when an individual is exposed to these antigens, such as through an RBC transfusion.

Alloimmunization is one of the most common complications of RBC transfusion. Its main
cause is phenotypic incompatibility between donor and receiver, since differences in antigen ex-
pression are greater between ethnicities. [7,9-15] SCA patients face a higher risk of exposure to
new antigens due to the frequency of transfusion episodes. In addition, most donors are of Euro-
pean descent, while SCA patients are primarily of African descent. [12]
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Some of the red cell antigens present in European individuals are not common to those of
African descent. The frequency of antigens C, E, K, Jkb, Fya, Fyb, Lea and S are low in African indi-
viduals compared with those of European descent. [12] Allo-antibodies of the RH system, mainly
C, E, and K, account for more than two-thirds of the antibodies detected. [9,12-16]

Alloimmunization may also be related to the limitations of serological tests in detecting an-
tigen variants. [9,12,14,16] These variants are mainly located in the RHD and RHCE genes that
encode the proteins that express the D, C, ¢, E, and e antigens. Variants D, C, and E are frequently
found in individuals of African descent, who may develop alloimmune antibodies when exposed
to antigenic epitopes that they do not possess. [9,12,14]

The RHD gene encodes the D antigen, the RHCE gene encodes the C, E, and E antigens with
different combinations (Figure 1). [14,17,18] Individuals who have an alteration in the RHD gene,
for example, could encode partial D, characterized by the absence of one or more epitopes of the
normal D antigen. When these individuals are exposed to normal D antigen, they are at risk of
forming anti-D. In contrast, individuals with the altered RHD gene encoding weak D, whose ex-
pression of D antigen is reduced, but which possesses all of the respective epitopes, normally do
not form anti-D (Figure 2). [14,17,18]
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Figure 1. Structure of the RH gene locus and RH protein. (A) The two RHD genes and RHCE have opposite
orientation and faces from each other. A third gene, SMP1, is located between RHD and RHCE. The RHD gene
is flanked by two highly homologous and of identical orientation. (B) Represents the RH protein. The amino
acids that differ between RHD and RHCE are dispersed throughout the protein represented by the black and
grey circles. The RH protein forms twelve transmembrane helices and six extracellular loops. Adapted from
Flegel, et al. [18]

The risk of alloimmunization is also linked to the total number of blood units administered.
According to Eckman et al. [10], the prevalence of allo-antibody formation is directly proportional
to the number of units administered. These studies demonstrated that between 50 and 99 RBC
transfusions there is 25% alloimmunization; between 100 and 199 transfusions alloimmunization
increases to 46%; and with 200 more transfusions the allo-immunization percentage rises to 57%.
In summary, administering a higher number of units increases the risk of exposure to unfamiliar
antigens. Reducing the number of transfused units may help lower the incidence of alloimmun-
ization. [10]

Additionally, patients with SCA may face further risks after transfusions, such as hypervis-
cosity. RBC transfusions elevate blood viscosity without reducing the number of sickle-shaped
cells. Patients with relatively higher haemoglobin levels, at both beginning and end of the trans-
fusion, are at a greater risk of developing hyperviscosity syndrome. [15]

Additionally, patients with SCA often develop autoantibodies [11,12,15]. While there is lim-
ited data on the formation of these autoantibodies, they are commonly observed in SCA patients
who have been previously immunized or who develop them concurrently. [7,11,12] Clinically,
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these autoantibodies can potentiate moderate or severe haemolytic crises. [7,11,12] They are
usually warm antibodies, characterized as panagglutinins, with no apparent specificity. [7,11,12]
The greatest implication of the presence of autoantibodies in transfusion practice is the possibility
that they camouflage the detection of alloantibodies. [7] Given the link between auto- and allo-
antibodies, it is crucial to implement alternative techniques and solutions to decrease the produc-
tion rates of these antibodies in patients with SCA.

partial D including D categories

0

o)
~
~
Q
~

Figure 2. Differences between weak D and partial D. The amino acid positions affected in weak D are shown
by black circles; those affected in the D partials are shown by the grey circles. Adapted from Flegel, et al. [18]

4. Transfusion strategies to reduce alloimmunization in patients with SCA
4.1 Donor selection

Enhancing communication with the African community to improve donor recruitment tar-
geted at the SCA community enables blood banks to provide safer blood units for patients.
[9,12,13,15]

4.2 Extended phenotyping

The extent of antigenic/phenotypic compatibility, between donor and receiver, significantly
reduces alloimmunization. [9,10,12,13,15]

Multiple studies show that routinely assessing antigenic and phenotypic compatibility in pa-
tients with SCA decreases the rate of alloimmunization. [9,10,12,15]

In the study developed by Tahhan et al. [19] for example, none of the 40 patients who re-
ceived RBC units with previous and coincident phenotypic extension developed allo-antibodies.
Antigenic and phenotypic compatibility should be assessed in all patients with SCA proposed for
RBC transfusion. This includes testing not only for ABO, Rh and Kell groups, but also for the Duffy,
Kidd, and MNS systems, as antibodies to these systems present clinical significance.
[9,10,12,13,15] However, limited compatibility to the C, E, and K antigens can considerably reduce
alloimmunization, since antibodies of the Rh (C, D, E) and Kell systems are the most commonly
developed by patients with SCA. [9,10,12,13,15,16] In fact, studies developed by several research-
ers reveal that the prevalence of alloimmunization in patients with SCA varies between 27% and
75% with only ABO-D compatibility, between 5% and 14% with limited compatibility of C, E, and
K, and between 0% and 7% with extended antigen compatibility. [9,15]

Thus, broad phenotyping of patients with SCA and RBC units can reduce or minimize alloim-
munization.

4.3 Molecular typing

RH variants have contributed to high rates of alloimmunization despite serological compati-
bility for antigens C, E and K. [9,12,20,21]
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Alloimmunization occurs in patients whose erythrocytes are positive (by serological tests) or
negative for the antigen. This is due to the complexity of RH epitopes in erythrocyte membranes
and the reactivity between the RHD and RHCE alleles that encode these RH epitopes.
[9,12,17,20,21]

Alloantibody formation against partial antigens poses significant challenges in transfusion
practice. [12,14,16,20] Therefore, molecular typing techniques are seen as a beneficial solution
to the limitations of serological tests in identifying antigenic variants. [21,22]

In the investigation conducted by Putzulu, R. et al. [22], a small number of patients with
hemoglobinopathies, such as thalassemia and SCA, who were regularly transfused, were studied
using a genotyping technique. This study demonstrated that genotyping was effective in confirm-
ing and amplifying the phenotypes of blood groups obtained through serological methods. Addi-
tionally, it facilitated the accurate selection of compatible RBC units and reduced the risk of allo-
immunization.

In another study performed by Chou S et al. [20], they examined the relationship between
RH genotypes and the production of irregular antibodies Patients with SCA who were immunized
with blood from African-American donors experienced reactions, despite previously established
serological compatibility among RH (D, C, E) and Kell antigens. In these cases, the genotyping tech-
nique was performed in an attempt to explain the occurrence of these unexpected antibodies.
Genotyping revealed that 87% of patients had RH variant alleles, which potentially encoded al-
tered or partial RH antigens and 26 antibodies were explained by homozygosity of the RH variant
alleles. [20] However, the inheritance of RH variants did not justify the existence of another 65
antibodies, concluding that there is high complexity in RH antigens and their variants. [14,22]

Another advantage of this technique is the ability to detect the mutation that causes the
Fy(a- b-) phenotype of the Duffy system. This mutation prevents the expression of the Fyb antigen
on the erythrocyte membrane but allows its expression on non-erythroid cells. Thus, individuals
with this phenotype will be able to receive units positive for the Fyb antigen without the risk of
alloimmunization. [14,22]

Therefore, the genotyping technique is recommended in patients with SCA to select the
most compatible RBC units and minimize RH alloimmunization. [16,21,22] It is also important to
consider that red cell antigens result from single nucleotide polymorphisms (SNPs), which differ
from individual to individual. A limited number of alleles or SNPs determines the molecular
knowledge and prediction for most phenotypes. [16,21]

The molecular basis of the 35 blood systems is known, including their antigens and respec-
tive phenotypes. [16,21] There are many methods and techniques for performing genotyping, but
the majority of them are based on DNA and its amplification through the Polymerase Chain Reac-
tion (PCR) [16,21].

Hybridization techniques with oligonucleotide probes specific for erythrocyte antigen alleles
are also used. [16,21] This technique aims to detect specific DNA sequences of the blood group
antigen alleles and perform their sequencing.

For the detection of RH variants, prototype RHD and RHCE platforms have been developed,
each with known variant alleles. [16] More than 200 RHD alleles responsible for encoding partial
and weak D antigens and at least 100 RHCE alleles encoding altered antigens have been described.
[16] However, the RH genes and the RHCE gene share 97% homology in nucleotide sequences.
This nucleotide proximity can result in many variants and hybrid alleles involving both loci. [16,17]
DNA detection of the RH system thus remains a challenge due to the large number of variants and
their genetic complexity. Furthermore, these techniques are restricted to DNA sequences of al-
ready known variants, which limits the detection of new mutations in the alleles of blood group
genes, particularly the RH system. [16] New studies are needed to identify new genetic variants
that predispose to alloimmunization and to determine their clinical significance to ensure greater
compatibility between donor and receiver. [14,16,17]

In conclusion, regardless of the limitations of the technique and the high costs, the introduc-
tion of genotyping into transfusion practice in patients with SCA would help confirm serological
tests and choose RBC units to be transfused. The main objective is to obtain an extensively com-
patible transfusion to reduce the risks of alloimmunization [16,21] and the morbidity and mortal-
ity linked to transfusional reactions. [16]

5. Duffy system in sickle cell anaemia: another problem in transfusional practice
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5.1 Duffy system

The Duffy system antigens are the Fya and Fyb antigens, both encoded in the FY gene located
on chromosome 1 by the FYA and FYB alleles. [22-24] The differences between the Fya and Fyb
antigens are explained by a simple base substitution in one nucleotide. In the allele for the Fya
antigen, the nucleotide base is guanine and in the allele for the Fyb antigen, it is adenine. [23-26]

Fya and Fyb antibodies are frequently found in patients after immunization by RBC transfu-
sion. Both can cause immediate or delayed haemolytic transfusion reactions and also perinatal
haemolytic disease, [24] and are therefore considered antibodies with clinical significance. Anti-
Fya is, however, most often produced from sensitization by blood transfusion or pregnancy. Anti-
Fyb is about twenty times less common than anti-Fya and is usually associated with other anti-
bodies. [24] The genetic variation gives rise to several phenotypes of the Duffy system Fy(a+b-),
Fy(a+b+), Fy(a-b+) and Fy(a-b-) [24-26], as described in Table 2.

Anti-Fy3 was described in 1971 by Albrey et al [27], who discovered the antibody in a Euro-
pean woman pregnant with her third child. This antibody has also been described in several stud-
ies performed in individuals of African ethnicity during investigations of delayed hemolytic trans-
fusion reactions, considering this antibody clinically significant.

The Fy4 and Fy5 antigens were reported in 1973. [24] Anti-Fy4 was only described in a study
by Behazad et al. [28], in a 12-year-old patient with SCA. However, some doubts arise about the
detection of this antibody associated with inconsistent results between laboratories and also with
sample instability during storage and transport. [24,26] In the same year (1973), anti-Fy5 was de-
scribed by Colledge et al. [29], in a child of only 11 years old also with SCA. This antibody is fre-
quently associated with delayed haemolytic transfusion reactions in patients with SCA.

Table 2. Duffy system antigens. Adapted from Meny GM. et al. 2019 [26]

Antigens Symbol ISBT ISBT N2
Fy? FY1 008001
Fy? FY2 008002
Fy* FY3 008003
Fy* FY4 008004
Fy® FY5 008005
Fy® FY6 008006

ISBT - International Society of Blood Transfusion.

5.2 Fy(a-b-) phenotype

This phenotype is predominant in African individuals, although it can also be detected (alt-
hough very rarely) in Europeans (Table 3). [24] It is characterized by the absence of the Fyb antigen
in erythrocytes, however, it is present in other cells of the body. This characteristic is explained
by a point mutation in the promoter region of the FYB gene, called GATA-box, leading to a sus-
pension of the expression of the Fyb antigen in erythrocytes, but not altering its expression in
other tissues. [24-26,30] For this reason, individuals with this phenotype when exposed to Duffy
antigens (Fya and Fyb) during a transfusion may develop anti-Fya, and eventually not develop
anti-Fyb. [24]

Went R et al. [31] also described a clinical case of a hospitalization episode of a 49-year-old
female patient, previously diagnosed with SCA, with clinical symptoms of fever, shortness of
breath and abdominal pain. The patient already had a history of several admissions and multiple
RBC transfusions over several years, which resulted in the formation of the following allo-antibod-
ies: Anti-K, Anti-S, Anti-M, Anti-Fya, Anti-Lea, Anti-Leb, and Anti-Lua. Once again, in this episode,
RBC units were requested from the National Blood Service (NBS). The patient's blood group was
0 Rh(D) Negative and she received, on that occasion, six units of ABO-Rh(D) RBC compatible and
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negative for the Kell, M, S and Fya antigens. The NBS later informed the hospital's admissions
department that the patient had developed another allo-antibody — an anti-Fy3. [31] Again, anti-
Fy3 emerged after several transfusion episodes in patients previously sensitized with anti-Fya.
[31] As a consequence, it becomes difficult to choose compatible RBC units, since the presence of
an anti-Fy3 restricts compatibility with the African ethnic group where the donor population is
not very representative and, on the other hand, as in the example of this patient, other antibodies
must be considered, such as anti-K, anti-M and anti-Fya. [31] In a second admission of the patient
with a transfusion request, only RBC units positive for the M antigen were available at that NBS,
but given the history, their use would have a significant risk. NBS contacted the US blood donor
service, which has a significant pool of donors from the African community and found that over
150 individuals matched the Fy(a-b-) phenotype. However, the problem is the logistical time re-
quired to obtain the units in an emergency situation. [31] One solution for cases like this would
be to regularly perform antibody testing on stable patients between crises, facilitating the detec-
tion of new antibodies outside of haemolytic crises, and allowing time to be saved in searching
for and acquiring compatible units. [31] Another solution would be to simultaneously perform the
genotyping technique to improve the selection of RBC units for these chronically transfused pa-
tients. [31]

Table 3 - Types of phenotypes in the Duffy system. Adapted from Meny GM. et al. 2019 [26]

Erythrocyte Prevalence %

phenotype Caucasians Blacks Alleles
Fy(a+b-) 20t 10t FY*01/FY*01 ou FY*A/FY*A
Fy(a-b+) 32 20 FY*02/FY*02 ou FY*B/FY*B
Fy(a+b+) 48 3 FY*A/FY*B
Fy(a-b-) Very rare 67 FY*/N.01-05, FY*/N.01-02*%

T Present in 70-90% of the Asian population. ¥ Nomenclature pending approval by ISBT.

6. Conclusions

SCA is a hereditary haemolytic anaemia characterized by the sickle shape of erythrocytes
due to the production of abnormal haemoglobin (HbS) causing several clinical complications. This
haemoglobinopathy is prevalent in the African population.

The spread of this disease through the migration of the African population to other conti-
nents constitutes a problem in transfusion practice for several reasons, such as: divergences in
phenotypes and genotypes between the African population and the European population and the
presence of multiple variants of antigens in the RH system. These situations contribute to the
occurrence of alloimmunization in patients with SCA, becoming one of the most common post-
transfusion complications.

To reduce alloimmunization rates in patients with SCA, it is necessary to reformulate routine
practices in transfusion therapy. Extending phenotypic/antigenic matching between donors and
receivers with targeted donor selection and recruitment from the SCA community may provide
safer blood units for these patients. The application of molecular typing in the detection of RH
system variants, complementary to serological tests, can also reduce the risk of alloimmunization.

In Portugal and Europe, it is necessary to perform further studies on this topic to adopt new
practices in Blood Bank Services. To effectively weigh the benefits and costs of the techniques
mentioned, as well as the risks associated with not implementing them, it is crucial to standardize
strategies and best practices in transfusion medicine, to reduce alloimmunization in patients with
SCA.
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