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Resumo

Este relatorio de estagio do Mestrado em Andlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra, tem por objetivo descrever as atividades desenvolvidas durante o
estagio efetuado no laboratério Clinova. O estdgio envolveu as diferentes dreas laboratoriais,
nomeadamente a Bioquimica Clinica, a Microbiologia, a Hematologia e a Imunologia, estando
este relatorio centrado nas dreas de Hematologia e Imunologia. E descrita a importincia
clinica das andlises efetuadas, as metodologias utilizadas na sua execugdo e os fundamentos, o
material e equipamentos utilizados e a respetiva interpreta¢ao de resultados, assim como os

controlos de qualidade efetuados.

Abstract

This internship report for the Clinical Analysis Masters at “Faculdade de Farmdcia da
Universidade de Coimbra” pretends to describe all the activities in which | was involved
during my internship at Clinova laboratory. Although it involved different laboratorial areas,
such as Biochemistry, Microbiology, Haematology and Immunology, this report is focused on
Haematology and Immunology. It describes the clinical relevance of each test, the methods
used for analysis and its fundaments, as well as the equipment involved and results

evaluation, and the use of internal and external quality controls.
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. Introducao

O presente relatério diz respeito ao estdgio em andlises clinicas que integra o Mestrado em
Andlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra. O estagio foi
realizado no laboratério Clinova em Torres Novas, e teve a duragido de 600 horas.

Inicialmente o estdgio envolveu a aprendizagem das normas de higiene e seguran¢a do
laboratério, do atendimento aos utentes e das normas de colheitas de amostras, as quais
foram postas em prética ao longo de todo o estdgio. No que diz respeito a realizagdo das
andlises foram abrangidas todas as sec¢des do laboratério, nomeadamente a Microbiologia, a
Bioquimica, a Hematologia e a Imunologia. Este relatério centra-se nas atividades
desenvolvidas nas dreas da Hematologia e da Imunologia.

Na drea da Microbiologia o estdgio envolveu a realizagdo de andlises bacterioldgicas,
parasitolégicas e micologicas de diversos produtos biologicos, nomeadamente: urinas,
exsudados vaginais, uretrais, orofaringeos, nasais, auriculares, amostras de pus, esperma,
expetoragao, fezes, cabelos, unhas e raspados da pele. Estive envolvida em todo o processo,
desde a colheita de amostras, processamento, isolamento e identificagio dos agentes
patogénicos envolvidos, realizagao e interpretagdo de antibiogramas, até a interpretagio e
validacio dos resultados obtidos.

Nas dreas da Bioquimica, Hematologia e Imunologia tive oportunidade de aprofundar os
fundamentos tedricos dos métodos analiticos utilizados e aplica-los a pratica laboratorial, e
aprender os procedimentos de operagio, calibragdo, controlo e manutengio dos
equipamentos utilizados, das técnicas manuais e do material e reagentes envolvidos. Ao
longo do estdgio fui desempenhando as diversas fungdes técnico-cientificas que fazem parte
destas areas, adquirindo autonomia na realizagao dessas tarefas, desde o processamento das
amostras até a valida¢do do resultado final.

O principal objetivo deste estdgio foi a obtengdo de competéncias para o exercicio
profissional das Andlises Clinicas, na realizagdo, validagio e interpretagio de técnicas
laboratoriais e seus resultados, aplicadas a prevengdo, diagndstico e monitorizagio da
doenga, de forma a poderem ser desempenhadas com rigor em laboratérios publicos ou

privados.
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II. Caracterizacdao do Laboratério de estagio

O estégio foi realizado no laboratério Clinova, situado no Edificio Parque, Largo D. Diogo
Fernandes de Almeida, numa zona central da cidade de Torres Novas. A dire¢io técnica
encontra-se a cargo da Dra. Manuela Paulino, farmacéutica especialista em anélises clinicas.

O Clinova apresenta umas instalagdes amplas e muito funcionais, bem iluminadas,
climatizadas, e dotadas de musica ambiente, de forma a garantir a satisfagdo de utentes e
funcionarios. Encontra-se na sua maioria automatizado, e totalmente informatizado. Na
tabela | encontra-se a lista de equipamentos utilizados. E composto por uma equipa de
profissionais competentes e habilitados, que inclui: | diretora técnica, | especialista em
andlises clinicas, 2 técnicas superiores, 2 técnicas de andlises clinicas, 3 auxiliares e 3
administrativas.

Além do laboratério central existem nove postos de colheitas em localidades préximas.
O laboratério efetua ainda andlises para hospitais, lares de idosos, domicilios e medicina do

trabalho, possuindo uma média de |50 utentes diarios.

Tabela | —  Equipamentos e respetivos fornecedores utilizados no laboratério Clinova.
Secc¢do Equipamento Fornecedor
Bioquimica Dimension RXL Siemens

Hydrasis Sebia Phadia
Hematologia Syxmex XT-2000i Emilio de Azevedo Campos
Sysmex CA-500 Siemens
Adams HA-8160 Ménarini
Alifax Test | Batista Marques
Microbiologia Aution Max AX-4280 Ménarini
MicroScan AutoScan 4 Siemens
Imunologia ADVIA Centaur Siemens
Immulite 2000 Siemens
VIDAS BioMérieux

O laboratério Clinova encontra-se certificado pela Norma NP EN ISO 9001:2008. A
Politica da Qualidade envolve o desenvolvimento e aperfeicoamento continuo das técnicas e
equipamentos, bem como a formagao continua de todos os colaboradores, por forma a
garantir a constante melhoria na precisio cientifica de todos os resultados obtidos.
Pretende-se fundamentalmente servir o utente, mantendo para isso trés regras padrio: o
respeito, a confianga e a honestidade em todo o trabalho d

esenvolvido.
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Ill. Controlo de Qualidade

|. Controlo de Qualidade Interno (CQI)

O CQI permite avaliar a precisao, variabilidade e reprodutibilidade dos métodos usados,
detetando erros aleatérios e permitindo a sua corregio'.

Nas secgdes de bioquimica, hematologia e imunologia do Clinova o CQI é efetuado
diariamente para todos os parametros, antes do processamento das amostras. Para as
andlises quantitativas existem geralmente trés niveis de controlo, sendo realizados
alternadamente, um por dia. Para as andlises qualitativas alternam-se os controlos positivo e
negativo. A aceitagdo dos controlos baseia-se nos valores das bulas dos controlos, e na
interpretacdo de cartas de controlo (cartas de Levey-Jennings) tendo em conta as regras de
Westgard. Os limites de aceitagdo sdo de +3SD. Quando algum resultado se encontra fora
de controlo procede-se a agdo corretiva, seja através de calibragdes, verificagio da
estabilidade de reagentes ou controlos, ou outras de natureza técnica. E entio efetuado
novo controlo, sendo as amostras analisadas apenas apos verificagdo da sua conformidade.
Quando existe mudanga de lote de reagentes é efetuada a respetiva calibragio e sio
realizados todos os niveis de controlo, de forma a garantir a qualidade do novo reagente e
dos resultados obtidos.

Na microbiologia é efetuado semanalmente o controlo da biocontaminagdo das
superficies de trabalho e da estufa, através da utilizagdo de placas de gelose de controlo
microbiolégico. O CQI do equipamento dos antibiogramas é efetuado mensalmente, através
da realizagio de identificagao de uma amostra de controlo externo cujo agente patogénico ja

é conhecido.

2. Avaliagdo Externa da Qualidade (AEQ)

A AEQ consiste na avaliagdo da performance do método. Permite ao laboratério verificar se
os seus resultados s3do consistentes com os de outros laboratérios usando os mesmos
métodos, ou métodos similares, confirmando que estio a ser utilizados corretamente'.

Nas secgdes de bioquimica, hematologia e imunologia do Clinova o programa utilizado
para a AEQ é o RIQAS (Randox, Irlanda). E realizado um controlo mensal para cada
parametro analisado no laboratério, excetuando as técnicas manuais. Caso o relatério
recebido contenha um resultado inaceitdivel é entdo investigada a possivel causa,
procedendo-se a respetiva agao corretiva. Na microbiologia é efetuado o controlo mensal

de parasitologia e bacteriologia da AEFA (Associagdo Espanhola de Farmacéuticos Analistas),
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efetuando-se a identificagdo dos microrganismos, e o respetivo antibiograma para a AEQ de

bacteriologia.

V. Hematologia

A seccdo de hematologia do laboratério Clinova encontra-se praticamente toda
automatizada, com exce¢do da imunohematologia que envolve a realizagio de técnicas
manuais. Durante o estagio em hematologia obtive formagio em todos os equipamentos
utilizados, ficando responséavel pela sua preparagdo didria. Esta envolveu a verificagdo de
reagentes, realizagio de calibragdes e controlos didrios, e manutengdes. Fiquei ainda
responsavel pela realizagdo das técnicas manuais de imunohematologia, apds a respetiva
formagdo. Ao longo do tempo fui consolidando os conhecimentos tedricos adquiridos
durante o mestrado em andlises clinicas, o que me permitiu efetuar a validagio dos
resultados obtidos.

A Hematologia inclui os estudos das células sanguineas e da coagulagao. Engloba a andlise
da concentragio, estrutura e fungdo das células; os seus precursores na medula éssea; os
constituintes quimicos do plasma ou soro ligados a estrutura e fungdo das células sanguineas;
e as plaquetas e proteinas envolvidas na coagulagio'. Neste capitulo sio referidas as anilises
efetuadas na secgdo de hematologia do laboratério Clinova, a sua importéncia clinica e forma
de diagnéstico laboratorial, assim como o respetivo equipamento e método utilizados. Em

anexo | apresentam-se os valores de referéncia dessas anlises.

|. Contagem de células sanguineas

A contagem das células sanguineas é efetuada através da realizagdo do hemograma, um dos
exames mais pedidos na pratica quotidiana. O hemograma compreende a contagem dos
elementos figurados do sangue (gldbulos vermelhos, brancos, plaquetas e eventualmente
reticulocitos), das diferentes categorias de gldbulos brancos (neutrdfilos, eosindfilos,
basdfilos, linfocitos e mondcitos), e o calculo dos indices eritrocitarios (VGM, HGM e

CHGM) a partir do doseamento da hemoglobina e do hematécrito’.

Equipamento e método

A contagem do hemograma ¢é efetuada no Syxmex XT-
2000i (Fig. I). Este autoanalisador utiliza os seguintes
métodos: citometria de fluxo; focagem hidrodindmica; e

o método da SLS-hemoglobina. As determinagdes sao

Figura | — Sysmex XT-2000i’.
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efetuadas em sangue total em EDTA. Em anexo Il apresenta-se um resultado
obtido neste equipamento.

A contagem de leucécitos é efetuada por citometria de fluxo. Este método analisa as
caracteristicas quimicas e fisicas das células em suspensio, a medida que passam num fluxo
laminar. Um laser semicondutor é emitido e atravessa o fluxo de células, ocorrendo
dispersio da luz em vérias diregdes. Diferentes detetores sio apontados ao local
atravessado pelo feixe de luz, convertendo a luz em pulsos elétricos. Consoante o tipo de
dispersio de luz, diferentes caracteristicas sio detetadas: Forward Scatter (dispersao frontal)
deteta o tamanho celular; Side Scatter (dispersido lateral) a complexidade celular; e Side
Fluorescence (fluorescéncia lateral) a quantidade de acidos nucleicos’.

A contagem de eritrocitos e plaquetas é efetuada por focagem hidrodinamica. Apés a
injecdo da amostra as células sdo rodeadas por uma solugdo salina, que garante um
alinhamento através do orificio de dete¢do mantendo-as na posi¢ao central do fluxo. A
amostra passa entdo para o tubo de captura que nao permite a recirculagdo das células,
evitando a formagdo de falsos pulsos. A intensidade dos pulsos elétricos de cada célula
analisada é proporcional ao seu volume. O hematécrito é determinado com base na
contagem dos eritrécitos e no volume detetado para cada um deles’.

A determinagio da hemoglobina é feita pelo método da SLS-hemoglobina. E utilizado
o surfactante laurilsulfato de sédio (SLS), evitando o uso de cianeto. A reagido ocorre pela
seguinte ordem: hemolise dos eritrécitos; alteragao da conformagdo da molécula de globina;
oxidagao do ferro; e formagdao do complexo SLS-hemoglobina. A quantificagdo é feita pela

leitura da absorvancia a 555nm°.

l.1. Leucébcitos

Os leucocitos formam a primeira linha de defesa do corpo contra microrganismos invasores.
Os neutrofilos e os mondcitos respondem através do processo da fagocitose, enquanto os
linfécitos produzem principalmente anticorpos. A presenga de alteragdes no quadro
leucocitario normal pode assim indicar uma resposta inespecifica as infe¢des bacterianas ou
virais. Pode, no entanto, fornecer também orientagdes diagnosticas para certas doengas

especificas, benignas ou malignas®.

Diagnéstico laboratorial

A contagem dos leucécitos do sangue periférico é dada em valor absoluto e em
percentagem. Inclui os polimorfonucleares ou granulécitos (neutrofilos, eosindfilos e

baséfilos) e os mononucleares (linfécitos e mondcitos)’. As anomalias na contagem dos
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leucocitos podem estar associadas a diversas patologias. Na tabela 2 escontram-se descritas

as alteragSes mais frequentes, e as possiveis causas.

Tabela 2 —  Interpretagio de alteragdes no leucograma.
Parimetro Alteracgio Designagdo Possiveis causas
Neutrofilos Aumento Neutrofilia Infecbes bacterianas, inflamacdes, necrose

muscular aguda e tabagismo.

Diminui¢ao Neutropenia ~ Profunda: Agranulocitose medicamentosa e
leucemia aguda.
Moderada: causa medicamentosa, téxica ou viral.
Moderada croénica: Sindroma de Felty (frequente

no lipus e doengas enddcrinas).

Eosindfilos Aumento Eosinofilia Alergias, eczema, intolerdncias medicamentosas e

parasitoses.

Basofilos Aumento Basofilia Leucemia mieloide croénica, policitemia vera,

mixedema, varicela, variola e colite ulcerativa.

Linfocitos Aumento Linfocitose Doengas infeciosas: brucelose, febre tifoide,
hepatite viral, varicela e rubéola. No adulto pode

indicar leucemia linfoide crénica.

Monécitos Aumento Monocitose Recuperagdo das neutropenias medicamentosas,
fase inicial de doencgas virais ou parasitirias e

decurso de anemias sideroblasticas.

No Clinova, sempre que existe algum pardmetro fora dos valores de referéncia e/ou o
analisador apresente uma mensagem de alerta, é efetuada a repeticdio do hemograma para
confirmagdo. A observagio do esfregaco de sangue periférico (Cap. 2) é efectuada em caso

de alteragdes acentuadas.

|.2. Eritrécitos

Os eritrécitos sao as mais abundantes de todas as células do organismo, necessarias para o
suprimento de oxigénio aos tecidos. O eritrdcito transporta a hemoglobina, cuja fungdo é o
transporte do oxigénio e do diéxido de carbono, mantendo-a no seu estado funcional'.
Existe um equilibrio entre a libertagdo de eritrécitos para o sangue e a sua remogao.
Ocorre anemia quando a remogao sofre um aumento que ndo pode ser compensado pelo
aumento da produgdo, quando a libertagdo de eritrécitos para o sangue estd diminuida, ou

ainda quando ambos os processos coexistem'.
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|.3. Hemoglobina

A hemoglobina é uma proteina complexa que consiste numa unidade heme (um complexo
de um atomo de ferro no interior de quatro estruturas porfirinicas) e uma unidade de
globina (dois pares de cadeias polipeptidicas; um par de cadeias o e um par de cadeias f3). A
principal fungdo da hemoglobina é o transporte do oxigénio®.

O teor total de hemoglobina no sangue depende principalmente do numero de
eritrécitos e, em menor grau, da quantidade de hemoglobina existente em cada eritrocito.

Um baixo valor de hemoglobina esta associado a anemia®.

|.4. Hematocrito

O hematodcrito consiste na relagdo entre o volume dos eritrécitos e o volume de sangue
total. E definidko como a percentagem de eritrécitos numa massa de sangue, apds
centrifugagdo. Sendo o sangue total constituido essencialmente por eritrécitos e plasma, a
percentagem de eritrécitos sedimentados fornece uma estimativa indireta do nimero de
eritrécitos/dL de sangue total. Por conseguinte, o hematécrito depende principalmente do

numero de eritrécitos, embora também seja afetado pelo tamanho médio das células*.

|.5. Constantes eritrocitarias

A partir do nimero de eritrécitos, da hemoglobina e do hematécrito é possivel calcular
indices globulares ou constantes eritrocitdrias. Estas fornecem informagio sobre o tamanho
e conteitdo em hemoglobina dos eritrécitos, sendo de grande utilidade na caracterizagdo

morfolégica de anemias. Estes indices sdo fornecidos pelo autoanalisador™.

|.5.1. Volume Globular Médio (VGM)

Corresponde a razdo entre o volume ocupado

VGM (fL) = Hematocrito(%) x 10 pelos GVs e o n° total destes, fornecendo uma ideia
N° de GVs (10°/mm?®)

do tamanho do eritrécito médio. Valores baixos de

VGM sio indicativos de microcitose e valores elevados sio indicativos de macrocitose®.

|.5.2. Hemoglobina Globular Média (HGM)

Expressa a quantidade de hemoglobina que

HGM (pg) = Hemoglobina (g/dL) x 10 existe em média no eritrécito, sendo calculada
N° de GVs (10°/mm’)

através da razdo entre a hemoglobina e o

niumero de eritrécitos. A HGM ¢é influenciada pelo tamanho dos eritrécitos e pela

quantidade de hemoglobina em relagio ao tamanho da célula. Um valor baixo de HGM

7
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indica hipocromia e estd normalmente associado a microcitose; um valor elevado estd

associado a macrocitose’.

|.5.3. Concentracao da Hemoglobina Globular Média (CHGM)

Representa a concentragdo média de hemoglobina

CHGM (g/dL) = HGB (g/dL) x 100 no eritrocito. A CHGM depende da relagio entre a
HCT (%)

quantidade de hemoglobina e o volume do

eritrécito. Por norma a hemoglobina ocupa um tergo do volume do GV*,

|.5.4. Amplitude de Distribuicao dos Eritrocitos (RDW)

Permite avaliar a variagdo no tamanho e didametro dos eritrécitos, representando uma
medida da heterogeneidade da populagio eritrocitaria. Obtém-se a partir do histograma®*.
Em condigdes normais, a maioria dos eritrécitos tem aproximadamente o mesmo
tamanho, produzindo apenas um pico no histograma; a presenga de doenga pode modificar o
tamanho de alguns deles. A diferenga de tamanho entre os eritrécitos normais e menos

normais produz mais de um pico no histograma ou um alargamento do pico normal®.

|.6. Reticulécitos

Os reticulécitos sio eritrécitos imaturos em circulagio ha menos de 48 horas. Sio
reconhecidos gragas a coloragio que pde em evidéncia o reticulo de que sio providos,
composto por restos de ribossomas. Fornecem uma estimativa da velocidade de produgédo

de eritrécitos pela medula 6ssea, sendo portanto uma medida da eritropoiese efetiva®.

Diagnéstico laboratorial de anemias

Considera-se a presenga de anemia quando a concentragio de hemoglobina ou o
hematécrito se encontram abaixo do limite inferior dos valores de referéncia. A classificagio
da anemia ¢ util porque fornece uma referéncia conveniente para o diagndstico diferencial. A
anemia pode ser classificada de acordo com a patogenia, e neste caso trés mecanismos
podem ser responsaveis:

I. Anemia por deficiéncia de fatores, devido a deficiéncia de matérias-primas
hematopoiéticas vitais. As mais comuns sao a deficiéncia de ferro e a deficiéncia de
acido folico, vitamina B,, ou ambas;

2. Anemia por defeito de produgdo, devido a incapacidade de libertagdo de eritrécito

maduros no sangue periférico. Pode ser devida a : (1) substituicio da medula éssea por
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fibrose ou neoplasia; (2) hipoplasia da medula dssea, geralmente devido a substincias
quimicas; ou (3) devido a doengas sistémicas;

3. Anemia por deplegio, devido a perda de eritrécitos do sangue periférico. As causas
mais comuns s3o: (1) hemorragia, aguda ou croénica; (2) anemia hemolitica; ou (3)

hiperesplenismo'*.

Outra classificagdo das anemias baseia-se na morfologia dos eritrécitos. Podem assim ser
classificadas em microciticas, normociticas ou macrociticas, e podem ser subdivididas em
hipocrémicas ou normocrémicas'™*. Na figura 2 encontra-se esquematizado o diagnéstico das
anemias de acordo com esta classificagio. Sao também referidos outros parametros

laboratoriais que ajudam ao diagnéstico clinico.

Hemoglobina ou hematdcrito

- Extensdo do sangue periférico e indices eritrociticos
N

| 1
Normocrdmica Macrocitica
Normocitica
|
! |

) [
Reticulécitos aumentados ~ Reticuldcitos normais Reticulécitos aumentados

Hipocrémica

Deficiéncia de 4cido

I
Reticulécitos normais félico ou de vitamina B12

Neoplasia maligna Hipotireoidismo
Mieloma Cirrose
Doenga cronica Reticulocitose

Doenga hemolitica
Perda aguda de sangue

Anemia hemolitica
(especialmente talassemia)

Eletroforese da Deficiéncia de ferro  Doenga cronica

Medula 6ssea
hemoglobina FS + CTFF iculbci
: e o Conagome tilicten
Ferritina Eletroforese das Eletroforese das d S ido f¢ g Li
0 ( proteinas séricas ‘0 acido 10l1co no soro
proteinas séricas (Medula 6ssea, (T4 ;/013 TSH ou
FS + CTFF avaliagdo para cirrose,

imunoeletroforese ¢
) se necessario)

Figura 2 — Guia simplificado para o diagnéstico de anemias*.

Legenda: FS — Ferro sérico; CTFF — Capacidade total de fixagdao do ferro.

|.7. Plaquetas

As plaquetas sao células que derivam dos megacariécitos da medula éssea. Tém fungdes na
hemostase (Cap. 5) e na manutencio da integridade vascular'.

A diminuigdo no niumero de plaquetas denomina-se por trombocitopenia, e constitui a
anormalidade plaquetdria mais comum. Esta condi¢io pode ter diversas etiologias: (1)
trombocitopenia imunoldgica: induzida por drogas; idiopatica; ou poés-transfusional; (2)
hiperesplenismo; (3) deficiéncia da medula 6ssea; ou (4) outras causas. Todavia, a
trombocitose também pode ocorrer em certas circunstancias. Na maioria dos casos nao
existe nenhum problema clinico até que a contagem ultrapasse | milhio/mm’. Quando
ultrapassa esse valor, verifica-se uma tendéncia aumentada ao sangramento e ao
desenvolvimento de trombose. As doengas mais comuns associadas a trombocitose incluem

a trombocitemia idiopitica e as sindromes mieloproliferativas’. No laboratério Clinova
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resultados de trombocitopenia ou trombocitose sdo confirmados em esfregaco de sangue

periférico.

2. Estudo morfolégico do sangue periférico

O exame microscopico das distensdes sanguineas constitui um dos exames laboratoriais de
maior utilidade em hematologia. Permite visualizar o tamanho geral das células e identificar
alteragdes no tamanho, forma e estrutura dos leucécitos e eritrocitos, que podem ter
importancia diagndstica em certas doengas, assim como observar formas imaturas
patolodgicas. Permite ainda avaliar a quantidade de hemoglobina nos eritrécitos, estimar a
contagem de plaquetas e identificar a presenca de agregados plaquetdrios*.

No Clinova utiliza-se o método de May-Griinwald-Giemsa como processo de coloragao.
Consiste numa mistura de corantes de caracteristicas neutras, dependentes do pH da
solugdo corante, que em condigdes apropriadas coram os componentes nucleares e
citoplasmdticos dos leucécitos, com predominancia de tons vermelhos quando 4cidos

(aciddfilos) e azulados diversos quando basicos (basofilicos)’.

2.1. Eritrécitos

Os eritrocitos sao células anucleadas, acidéfilas e em

e & O 0090

DCC YeD @ h}%( forma de disco bicéncavo, cujo didmetro varia entre 6-8

) DA PN , = . ;

YO0 Y (t) G um. Na distensdo sanguinea apresentam uma area central

ED A = ) v

A" A*N*T. 3 . ‘1 .

QC)O Nt mais pdlida, que ocupa aproximadamente um ter¢o da
4

Ii() AOQD é célula (Fig. 3). As células que apresentam morfologia

Figura 3 — Sangue periférico normal sao descritas como normociticas e

mostrando eritrécitos normocrémicas’. No laboratério Clinova apenas se

normais. comenta a morfologia eritrocitdria anormal.

Anomalias dos eritrécitos detetadas na extensdao sanguinea

Em situagdes patoldgicas os eritrocitos podem apresentar alteragdes no tamanho, forma,
estrutura e coloragdo, ou apresentar inclusdes eritrocitdrias. Pode ainda ser observada a
formagio de rouleaux e a presenca de eritroblastos'. Na tabela 3 escontram-se descritas as
alteragdes dos eritrécitos mais frequentes, e as principais causas.

Tabela 3 — Interpretacdo de alteragdes nos eritrécitos*®
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Alteragio Carateristicas Principais Causas
Tamanho
Microcitose Diminui¢do do tamanho Anemias por deficiéncia de ferro e

Macrocitose

Aumento do tamanho

talassemias
Anemias megalobldsticas por defeito

de vitamina B,, e/ou acido félico

Forma

Esferocitos

Eliptocitos

Dacriécitos

Equindcitos

Acantdcitos

Queratécitos

Esquizocitos

Em alvo

Estomatdcitos

Em forma de esfera

Eritrocitos alargados

Em forma de lagrima

Cobertos de pequenas
espiculas
Cobertos de espiculas de

diferentes comprimentos
Eritrocitos com pares de
espiculas (geralmente duas)
Fragmentos de eritrocitos
Coloragido aumentada no
meio da drea de palidez

central

Que apresentam uma fenda

Esferocitose hereditiria e anemias
hemoliticas autoimunes

Eliptocitose congénita

Anemia  megaloblastica; talassemia
minor; e mielofibrose
Hepatopatias; sindrome hemolitica

urémica; e défice de piruvatocinase
Abetalipoproteinemia; hepatopatias; e
apos esplenectomia

Anemia hemolitica microangiopatica e
coagulagdo intravascular disseminada
Anemias hemoliticas microangiopatica
e mecanica

talassemias;

Ictericia obstrutiva;

doenca hepatica; e hemoglobinopatias

Hepatopatia alcoolica

Inclusdes eritrocitarias

Pontilhado baséfilo

Corpos de
Howell-Jolly

Corpusculos de

Pappenheimer

Pequenas  estruturas azul

escuras por toda a area
hemoglobinizada do
eritrocito

Uma pequena inclusio azul
escura, de DNA, por
eritrocito

Pequenas inclusées granulares

escuras de hemossiderina

Intoxicagdo por chumbo; f-talassemia
minor; anemias megaloblasticas; e

hemoglobinas instaveis

Anemias hemoliticas graves e apds

esplenectomia

Pos esplenectomia; anemia hemolitica

grave; e anemias sideroblasticas

Rouleaux

Eritrocitos que aderem uns
aos outros, dando o aspeto
de pilhas de  moedas

espalhadas

Gravidez; condicdes inflamatdrias; e
discrasias de células plasmaticas, como

o mieloma multiplo

Eritroblastos

Precursores dos eritrécitos

Eritropoiese hiperplasica ou infiltragdo

da medula 6ssea
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2.2. Leucécitos

Numa distensdo sanguinea apropriada os leucécitos devem estar distribuidos regularmente,
sem concentrar-se excessivamente ao longo das margens ou na cauda. Os granulécitos sao
encontrados preferencialmente ao longo das margens e na cauda da distensdo, enquanto os

linfécitos se encontram ao centro®.

2.2.1. Neutréfilos

O neutréfilo maduro (Fig. 4) mede entre 12 a |5 um de didmetro. O citoplasma é acidéfilo,
com muitos granulos finos que coram de castanho a réseo. O nucleo possui cromatina em
grumos, sendo dividido em dois a cinco Iébulos distintos por estreitos filamentos de

heterocromatina densa, limitados pela membrana nuclear”.

2.2.2. Eosiné6filos

O eosindfilo (Fig. 4) mede entre 12 a |7 um de didmetro. O nucleo é usualmente bilobulado,
mas pode ser trilobulado. Os granulos dos eosindfilos sdo esféricos, preenchem o citoplasma

e coram-se de laranja-avermelhado; o citoplasma é levemente baséfilo®.

2.2.3. Basé6filos

O basdfilo (Fig. 4) tem tamanho semelhante ao do neutréfilo (10 2 14 um de didmetro). O

seu nlcleo é segmentado e os granulos sio maiores e coram de purpura escura’.

2.2.4. Monécitos

O monécito (Fig. 4) é a maior célula do sangue periférico normal, com didmetro entre 12 a
20 um. Apresenta um nucleo irregular, parcialmente lobulado ou em forma de ferradura, e

citoplasma cinza-azulado opaco que pode conter granulos azuréfilos finos”.

2.2.5. Linfécitos

O linfécito (Fig. 4) tem um didmetro que varia de 10 a 16 um. Os linfocitos pequenos, que
predominam, tém um nucleo redondo com cromatina condensada que ocupa a maior parte
da célula. O citoplasma é escasso e ndao apresenta granulagdes. Os linfécitos grandes
possuem citoplasma mais abundante e cromatina nuclear menos condensada. O citoplasma

cora-se de azul palido, podendo apresentar pequeno nimero de granulos azuréfilos®.
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Figura 4 — Sangue periférico mostrando dois neutréfilos, um eosinéfilo, um basdfilo, um

monocito e um linfécito. (acedido em http://www.conhecersaude.com)

Anomalias dos leucécitos detetadas na extensdao sanguinea

As alteragbes leucocitdrias, além de quantitativas, podem também ser qualitativas. Deste
ponto de vista os leucécitos podem exibir maior grau de imaturidade, alteragdes
morfolégicas da sua estrutura celular ou produ¢io aumentada de tipos de leucécitos menos
comuns. Consoante a situagdo observada, diversas patologias podem estar associadas,
nomeadamente: distirbios benignos dos leucécitos; leucemias agudas; leucemias mieloides

crénicas e sindromas mielodisplasicas; leucemias linfoides crénicas; linfomas; ou mieloma™®.

2.3. Plaquetas

As plaquetas sdo células anucleadas com a forma de disco delgado, com cerca de |-3um de
diametro, que contém finos granulos azurdfilos dispersos no citoplasma. No sangue

anticoagulado pelo EDTA as plaquetas geralmente permanecem separadas umas das outras’.

Anomalias das plaquetas detetadas na extensio sanguinea

As plaquetas podem apresentar alteragdes de tamanho possiveis de ser avaliadas ao
microscépio. Plaquetas grandes sdo chamadas de macro trombdcitos, e plaquetas muito
grandes sio denominadas plaquetas gigantes. Quando a renovagdo plaquetdria estd
aumentada as plaquetas sdo usualmente grandes. Consequentemente, auséncia de plaquetas
grandes em pacientes com trombocitopenia sugere um defeito na produgio plaquetaria’.

A agregacio plaquetdria pode ocorrer como resultado da estimulagdo durante a pungao,
ou mediada por imunoglobulina. O satelitismo plaquetdrio é outro fendmeno que pode
ocorrer, sendo induzido por um fator plasmatico, usualmente IgG ou IgM°. A observacio

destas situagdes no esfregaco sanguineo permite-nos assim excluir falsas trombocitopenias.

3. Talassemias e hemoglobinopatias
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A porgao globinica da hemoglobina normal (HbA,) é constituida por dois pares de cadeias o
e dois pares de cadeias f§ (02f32). Todas as hemoglobinas normais possuem duas cadeias a,
no entanto, certas hemoglobinas apresentam uma ou ambas as cadeias 3 com sequéncia de
aminoacidos diferente das cadeias habituais. Assim, a HbA, possui duas cadeias O (0282),

enquanto a HbF apresenta duas cadeias y (02y2). Estas trés hemoglobinas (A,, A, e F) estdo
normalmente presentes nos eritrécitos do adulto; todavia, as hemoglobinas A, e F sé
ocorrem normalmente em diminutas quantidades®.

Existem dois grupos principais de distlrbios genéticos da hemoglobina: (I) talassemias,
que resultam de um desequilibrio na sintese de cadeias normais de globina e (2)
hemoglobinopatias, como a drepanocitose e as hemoglobinas instaveis, que resultam de
mutagdes de aminodcidos na cadeia de globina. A quantificagdo das fragdes normais da
hemoglobina (A, A, e F) e a detegio de hemoglobinas anormais (S, C, E e D), permitem a

identificagio destas situagdes patoldgicas'.

Equipamento e método

O ADAMS HA-8160 (Fig. 5) realiza o doseamento

P _ ] das diferentes fragdes de hemoglobina através da
'_._ - sua separagao por cromatografia liquida de alta

pressio (HPLC), utilizando uma coluna de resina de

= troca cationica em fase reversa. A leitura das fragdes
o TN
~ VT

I

f respeita a hemoglobinas variante, apenas deteta a

obtidas é realizada a 415nm e 500nm. No que

Figura 5 — ADAMS HA-8160°. sua presen¢a, nio fazendo a distingio entre elas®.

Estas determinagdes sao efetuadas em sangue total

em EDTA, e as amostras podem ser conservadas refrigeradas até 5 dias.

Diagnéstico laboratorial

Para cada amostra analisada é obtido um cromatograma com a identificagdo de 3 picos (F, s-
Alc e A2) e a indicagdo da respetiva percentagem. Caso haja uma hemoglobina variante
aparece um pico com a observagao S/C Window. Nestes casos a amostra é enviada para um
laboratério externo para realizagio da eletroforese de hemoglobinas. Em anexo |l
apresenta-se o cromatograma de uma amostra patolégica obtido no ADAMA HA-8160.
Valores alterados de HbA, HbA, ou HbF permitem identificar talassemias. Estas patologias

consistem num defeito na sintese das cadeias o ou 3 da HbA. Nas a-talassemias ha uma

produgdo diminuida de cadeias o e, como tal, ocorre uma diminuigdo da HbA (a232), da
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HbA, (0282) e da HbF (a2y2). Nas p-talassemias ha uma diminui¢do na sintese das cadeias 3

e, portanto um aumento da HbF (02y2) ou HbA, (¢:282) relativamente a HbA (a:2f2)*.

3.1. Pesquisa de células falciformes

A hemoglobina falciforme ou hemoglobina S (HbS) é uma hemoglobina anormal que pode
produzir varios estados patolégicos. A HbS ocorre principalmente em individuos de raga
negra e resulta de uma mutagdo na cadeia B da globina. Esta modificagio favorece a
polimerizagdo da forma desoxigenada da hemoglobina que deforma os eritrécitos, tornando-
os em forma de foice (drepandcitos), fragilizando-os e tornando-os rigidos, o que pode
provocar anemia hemolitica e acidentes vaso-oclusivos®.

O estado heterozigético da HbS é denominado carater falciforme, uma condi¢ao benigna,
sem sintomas clinicos ou anormalidades hematoloégicas. Nestes casos a falciformagio dos
eritrécitos pode ser desencadeada por pressdes extremamente baixas de oxigénio, podendo
ocorrer enfartes esplénicos em viagens em altitudes elevadas, em avides nao pressurizados.
O estado homozigético da HbS produz anemia falciforme, uma anemia hemolitica crénica

que se manifesta na infincia e é geralmente fatal antes dos 30 anos de idade'.

Diagnéstico laboratorial

No laboratério Clinova a presenga de células falciformes é efetuada pelo teste da

falciformagao. Este teste tem por base a indugdo da formagdo de células falciformes quando

, . 4 , . ,

o sangue é colocado em anaerobiose’. Quando se obtém um resultado positivo, a amostra é
enviada para um laboratério externo para confirmagao por eletroforese de hemoglobinas.

A anemia falciforme reconhece-se pela presenga de 80-90% de HbS, e praticamente

auséncia de HbA, sendo o restante constituido por HbF'*.

4. Velocidade de sedimentagio

A sedimentagdo das hemdcias varia com um certo nimero de fatores, entre os quais a
concentragao plasmatica das proteinas implicadas na inflamagao e as imunoglobulinas séricas.
A VS permite objetivar eventuais desequilibrios entre estes diferentes fatores. Embora este
teste seja muito pedido, nem sempre ¢é facil da interpretar, ndo sendo raros os casos em que

uma VS elevada de modo isolado permanece inexplicavel.
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Equipamento e método

O Alifax Test | (Fig. 6) determina a velocidade de
sedimentagdo por fotometria capilar de fluxo. A
determinagdo é feita em sangue total em EDTA. O sangue é
centrifugado num capilar a 20G e a leitura é feita por

fotometria de infravermelhos a um comprimento de onda de

950nm. Os impulsos elétricos captados por um detetor de

. . 7
Figura 6 — Alifax Test I". fotodiodos estio diretamente relacionados com a

concentragdo de eritrécitos no capilar. O numero de
impulsos medidos por metade do tempo é usado para delinear a curva de sedimentagao para
cada amostra, e os valores sdo entio convertidos para valores comparados ao método de

Westergreen’.

Diagnéstico laboratorial

Sao considerados patolégicos os casos em que a VS se encontra elevada, o que pode
ocorrer devido a diversos fatores: fatores eritrocitarios, como anemia, aglutinagio
eritrocitaria e formagao de cilindros; doengas inflamatérias, infeciosas e reumaticas; cancros
e necroses tecidulares; e imunoglobulinas anormais: gamopatias monoclonais e elevagdes
policlonais por  hiperestimulagio do sistema imunitirio (hepatites  cronicas,

glomerulonefrites, etc.)”.

5. Coagulagio sanguinea

O sistema hemostatico protege o sistema vascular e permite que, em caso de lesdo, os
tecidos sejam reparados e as suas fungdes restabelecidas. Depende de complexas interagdes
entre a parede dos vasos, as plaquetas e os processos de coagulacio e fibrindlise. E um dos
mecanismos de defesa mais basicos do organismo pois preserva a integridade da circulagido e
limita a perda de sangue. A sequéncia de reagdes locais que culmina no controlo da
hemorragia, a partir de um vaso lesado, define-se como heméstase. E regulada por
diferentes mecanismos e inclui varias fases:

|. Resposta vascular (constri¢io do vaso lesado);

2. Hemostase priméria (formagdo do trombo plaquetario);

3. Hemoéstase secundaria ou coagulagio (formagio do codgulo de fibrina)®.

A coagulagdo sanguinea é um processo autocatalitico e autolimitado que culmina na
formagdo de trombina em quantidades suficientes para a conversio do fibrinogénio em

fibrina. Resulta da ativagdo sequencial dos fatores da coagulagio e da formagido de
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complexos membranares. O codgulo sanguineo é o promotor dos processos de reparagao

definitiva®,

Modelo Clédssico da Coagulagiao

Este modelo convencional referido como "cascata" foi proposto para explicar a fisiologia da
coagulagdo do sangue. Segundo este modelo, a coagulagio ocorre por meio de ativagao
proteolitica sequencial de proenzimas por protéases do plasma, resultando na formagao de

trombina que, entdo, quebra a molécula de fibrinogénio em monémeros de fibrina (Fig. 7).

X1
HMWK — -
XIIa
Plaquetas Factor Tecidual
Colagénio l VI Ca .

XI » XIa

v

X GF > Ka

VII — VIIa | Pho
Ca?¥

Via
Comum v —> ‘A“l?’.o“*

Pro-trombina » [Trombina + Fragmento 1+2

l 1 FpA+FpB

Fibrinogénio Fibrina soluvel

Fibrina insolavel
Figura 7 — Visio Classica da Cascata da Coagulagio®. Legenda: HMWK - cininogénio de alto peso

molecular; Fp — fibrinopeptideo; Pho — fosfolipidos; FT — fator tecidual.

Esta proposta divide a coagulagao em uma via extrinseca (envolvendo elementos do sangue e
também elementos que usualmente n3o estio presentes no espag¢o intravascular) e uma via
intrinseca (iniciada por componentes presentes no espago intravascular), que convergem
para uma via comum, a partir da ativagio do fator X. Na via extrinseca, o fator VIl
plasmético é ativado na presenga de seu cofator, o fator tecidual (FT), formando o complexo
fator VIl ativado/FT (FVIIa/FT), responsavel pela ativagio do fator X. Na via intrinseca, a
ativagdo do fator Xll ocorre quando o sangue entra em contato com uma superficie
contendo cargas elétricas negativas. Este processo é denominado "ativagio por contato" e
requer ainda a presenga de outros componentes do plasma: pré-calicreina (uma
serinoprotease) e cininogénio de alto peso molecular (um cofator ndo enzimatico). O fator

Xl ativado ativa o fator Xl que, por sua vez, ativa o fator IX. O fator IX ativado, na presenga
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de fator VIl ativado por tragos de trombina, e em presenca e ides cilcio, ativa o fator X da
coagulagio, desencadeando a formagio de trombina e, subsequentemente, de fibrina’.

O conceito cléssico da cascata da coagulagdo tem entretanto falhado como um modelo
do processo hemostatico in vivo. A constatagdo de que os individuos deficientes em fator
XlI ndo tém hemorragias, de que a deficiéncia em fator Xl| conduz a uma heterogeneidade de
sintomas hemorrégicos e de que deficiéncias nos fatores VIl (Hemofilia A) ou IX (Hemofilia
B) produzem hemorragias graves, conduziu a uma reformulagio da hipoétese classica do

processo de coagulagdo. Surgiu assim o modelo celular da coagulagio®.

Modelo Celular da Coagulagido

De forma diferente da visio tradicional, propde-se um modelo em que os recetores
celulares especificos passam a ter importancia no processo de coagulagdo. Dessa forma, as
células podem desempenhar diferentes papéis na hemostasia, dependendo do seu
complemento de recetores de superficie. De acordo com este modelo a coagulagio ocorre
em trés estagios que se sobrepdem (Fig. 8): (1) Inicio, que ocorre numa célula que expressa
o fator tecidual; (2) Amplificagdo, no qual as plaquetas e os cofatores sio ativados para
preparar o terreno para a gera¢io de trombina em larga escala; (3) Propagagio, na qual

grandes quantidades de trombina passam a ser geradas na superficie das plaquetas'®.

INICIACAQ

Vo PROPAGACAQ
X Trordbina

Protrorabina X
1X
Tmmbm\ FWiVIlla . X/I
vf X1 Va 3
= / [
Plaguetas Zla
AMPLIFICACAQ Plagquetas Ativaras

Figura 8 — Esquema da coagulagio baseado no modelo celular'.

Segundo este modelo, a iniciagdo da coagulagdo ocorre nas células que apresentam fator
tecidual, o qual conduz a ativagdo do fator VII. Se um estimulo pré-coagulante ¢é
suficientemente forte, o complexo FVIIa/FT ativa os fatores IX e X que iniciam o processo
de coagulagdo, levando a formagio de trombina. A amplificagdo da resposta coagulante
ocorre conforme a agdo se move da célula para a superficie plaquetdria; o estimulo pré-
coagulante é amplificado conforme as plaquetas aderem, sdo ativadas e acumulam cofatores
ativados em sua superficie. Finalmente na fase de propagacdo, proteases ativas combinam-se

aos seus cofatores na superficie plaquetaria, que é o lugar melhor adaptado para gerar
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quantidades hemostaticas de trombina. A atividade dos complexos proé-coagulantes produz

uma geragio macica de trombina que resulta na polimerizagio da fibrina'’.

Equipamento e método

Os doseamentos dos parametros analiticos que

) ’: avaliam a coagulagio sanguinea sio efetuados em
' plasma citratado no Sysmex CA-500 (Fig. 9) por
. ' métodos coagulimétricos''.

A determinagdo do tempo de protrombina é feita

e —— —_

o~

por medi¢ao do tempo de coagulagido a 37°C de um
Figura 9 — Sysmex CA-500"".

plasma recalcificado na presenca de fator tecidular e

de fosfolipidos (tromboplastina), que ativa o fator X e inibe a intervencio dos fatores XIlI, XI
e IX. A partir desta medigio é efetuado o célculo do fibrinogénio'".

O tempo de tromboplastina parcial ativada é determinado por medigdo do tempo de
coagulagao a 37°C de um plasma citratado em presenca de fosfolipidos, de cilcio e de um
ativador dos fatores de contacto''.

Estas determinagdes devem ser efetuadas num curto espago de tempo apods a colheita.

Caso isso ndo seja possivel as amostras devem ser congeladas.

5.1. Tempo de protrombina

O tempo de protrombina (TP) é utilizado em trés situagdes: (1) monitorizagio da
terapéutica com anticoagulantes; (2) triagem de disturbios do sistema da coagulagio; e (3)
como prova de fungiao hepdtica. Este teste explora principalmente a existéncia de defeitos
no sistema extrinseco da coagulagio (protrombina e fatores II, V, VIl e X)*.

Na medi¢ao do TP a tromboplastina desempenha um papel fundamental. De forma a
uniformizar os resultados nao havendo influéncia do reagente ou da técnica utilizada, foi
criado o INR (/nternational Normalized Ratio). O INR é a razido entre o TP do doente, em
segundos, e o tempo padrdo. Esta razdo é elevada a um indice de sensibilidade internacional,
que carateriza a tromboplastina utilizada relativamente a uma tromboplastina internacional

padrio. O INR é a expressio internacional do TP, independentemente do laboratério’.

Diagnéstico laboratorial

O prolongamento do TP pode dever-se a diversas causas, nomeadamente:
I. Tratamento anticoagulante por antivitamina K (AVK): o TP é sensivel a diminui¢do de
trés dos fatores dependentes da vitamina K, os fatores Il, VIl e X;
2. Hipovitaminoses K: na auséncia de tratamento pelos AVK a interpretagio do
prolongamento do TP necessita do doseamento dos fatores Il, V, VIl e X; neste caso
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os fatores Il, VIl e X encontram-se diminuidos, enquanto o fator V e o fibrinogénio
permanecem normais. Uma hipovitaminose K ocorre por ictericias obstrutivas e
perturbagdes de absorgio da vitamina K;

3. Insuficiéncia hepatocelular: ocorre um prolongamento do TP com diminuigdo dos
fatores Il, VII, X e V, frequentemente associado a uma descida do fibrinogénio;

4. Presenca de heparina no plasma: prolonga o TP devido 2 sua agio antitrombética™.

5.2. Tempo de tromboplastina parcial ativada

O tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) é o teste mais utilizado para a exploragio
dos fatores plasmaticos da via intrinseca da coagulagao. Com efeito, explora todos os fatores
da via intrinseca e o tronco comum da coagulagio, com excecio dos fatores plaquetarios. E

também utilizado para monitorizar os tratamentos anticoagulantes pela heparina®.

Diagnéstico laboratorial

Um aumento do TTPA de mais de |10 segundos em relagdo ao padrao traduz, quer um défice
num dos fatores da via intrinseca da coagulagio quer a existéncia de um anticorpo
circulante’.

Os défices da via intrinseca podem traduzir: (1) hemofilia A: défice em fator VIII; (2)
hemofilia B: défice em fator IX; (3) doenga de Willebrand: uma afe¢do hemorragica devido a
diminuicdo ou falta do fator Willebrand, a proteina transportadora do fator VIII%.

Os anticorpos circulantes sdo frequentemente antiprotrombinases, que se reconhecem
durante as estimulagdes antigénicas prolongadas. Ocorrem no lUpus, na artrite reumatoide e

na infecdo pelo HIV.

5.3. Fibrinogénio

O fibrinogénio é uma proteina sintetizada pelo figado que se transforma em fibrina sob a

influéncia da trombina, para a formagio do coagulo™

Diagnéstico laboratorial

Uma hiperfibrinémia observa-se nas sindromas inflamatérias: reumatismo inflamatério;
cancros; linfomas. Uma hipofibrinémia pode indicar: insuficiéncia hepatocelular; coagulagao
intravascular disseminada, devido a ativagdo patoldgica da hemostase; fibrinogendlise, devida
a libertagdo de ativadores do plasminogénio na circulagio e a presenga no plasma de uma

quantidade anormal de plasmina, que os inibidores fisiolégicos nio conseguem neutralizar’.
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6. Imunohematologia

A imunohematologia refere-se ao estudo serolégico, genético, bioquimico e molecular de
antigénios associados a estruturas membranares das células sanguineas, e as propriedades e
reagdes imunolégicas de todos os constituintes do sangue. Envolve a realizagdo de exames
seroldgicos e a avaliagdo e interpretagdo das reagdes observadas, Uteis para o estudo da
patogénese, diagnostico, prevengdo e controlo da imunizagido associada a transfusodes,

gravidez e transplante de 6rgios'.

6.1. Grupo Sanguineo

Os eritrécitos possuem varios antigénios de membrana, geneticamente determinados, que
definem os grupos sanguineos eritrocitarios. Os sistemas antigénicos mais importantes para

a clinica sio os sistemas ABO e Rh%.

6.1.1.Sistema ABO

O sistema ABO ¢ definido pela presenca a superficie dos eritrécitos de um antigénio A
(grupo A), um antigénio B (grupo B), os dois antigénios (grupo AB) ou nenhum deles (grupo
0), o que permite classificar todo o sangue humano em quatro grupos: A, B, AB e O

A expressio fenotipica dos antigénios A e B depende de dois genes independentes,
herdados um da mie e outro do pai. Os genes para A e B sio geralmente designados por I*
e I°, e sio dominantes; o gene O é designado por i, sendo recessivo (tabela 4)*.

O soro de um dado individuo contém o anticorpo natural (anti-A ou anti-B) que
corresponde ao antigénio ausente dos seus eritrécitos. Quando as hemdcias transportam os
dois antigénios, o soro nao contém qualquer anticorpo; contém os dois anticorpos se as

hemacias nio possuirem nenhum dos dois antigénios™.

Tabela 4 — Grupos sanguineos e respetivas caracteristicas’.

Grupo sanguineo Genotipo Antigénio Anticorpos
A Ai 5 AR A Anti-B
B 1% ; 1°1° B Anti-A
AB 1*® AeB Nenhum
o ii Nenhum Anti-A e Anti-B

Diagnéstico laboratorial

No laboratério Clinova a determinagiao do grupo sanguineo é feita por hemaglutinagdao, com

sangue total em EDTA. Baseia-se na aglutinagdo direta dos eritrécitos com um reagente
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contendo anticorpos conhecidos (anti-A e anti-B), o que é indicativo da presen¢a do

antigénio correspondente. A auséncia de aglutinagio indica a inexisténcia do antigénio'.

6.1.2.Sistema Rh

O sistema Rhesus é um sistema complexo, constituido por varios antigénios produzidos por
trés unidades genéticas (DdEeCc), situadas no mesmo cromossoma e que se transmitem em
bloco. Para as necessidades da clinica basta geralmente distinguir entre os individuos Rh
positivo (Rh+) e Rh negativo (Rh-). Os individuos Rh+ possuem um gene D, seja no estado
homozigético (DD), seja no estado heterozigético (Dd), que exprimem sobre as suas
hemécias; os individuos Rh- (dd) nio possuem o antigénio D’

Nao existem anticorpos naturais no sistema Rhesus, o que significa que os individuos Rh-
nido tém anticorpos séricos anti-D. No entanto, os anticorpos podem aparecer apos
contacto com o antigénio D, por ocasido de uma transfusdo, ou em caso de gravidez de uma
crianga Rh+ de mae Rh-. Uma segunda transfusdo com sangue Rh+ pode desencadear uma
reagdo de hemolise e uma nova gravidez pode provocar uma doenga hemolitica do recém-

nascido®.

Diagnéstico laboratorial

No laboratério Clinova a determinagdo do fator Rh é feita por hemaglutinagao, com sangue
total em EDTA. Baseia-se na aglutinagdo direta dos eritrécitos com um reagente contendo
anticorpos anti-D, indicativo da presenga do antigénio D, logo Rh positivo'. Se no prazo de 2
minutos ndo ocorrer aglutinagao é considerado Rh negativo.

Alguns individuos possuem um subgrupo fraco de D denominado D fraco. O sangue com
D fraco pode nao produzir uma reagdo positiva com alguns soros comerciais anti-D,
podendo resultar numa falsa tipagem de Rh-. Nestes casos é necessdria confirmagdo pelo
teste de Coombs indireto®. Este teste é assim efetuado sempre que se obtém um resultado
Rh-.

6.2. Teste de Coombs

O teste de Coombs procura pér em evidéncia anticorpos fixados a superficie dos
eritrécitos. Existem muitos anticorpos IgG que niao siao capazes de produzir hemaglutinagao
direta detetdvel, sendo necessario utilizar reagentes de antiglobulina humana. O reagente
utilizado no Clinova é poliespecifico, contendo anticorpos do tipo IgG para imunoglobulina
humana e para o grupo C3d do complemento. Estes anticorpos atuam como ponte entre
eritrécitos ja sensibilizados com anticorpos ou complemento, produzindo uma rede

caracteristica da segunda fase da hemaglutinagio'.
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6.2.1. Teste de Coombs direto

O teste de Coombs direto demonstra a presenga de anticorpos in vivo que recobrem os
eritrécitos. Trata-se de um método em uma etapa, em que o soro de Coombs ¢é adicionado
a uma preparagio de eritrécitos apos a sua lavagem (a fim de remover as proteinas séricas
inespecificas). Se os eritrocitos estiverem cobertos de anticorpos ocorrera a sua aglutinagao
4

Um resultado positivo pode indicar: doenga hemolitica do recém-nascido, anemia

hemolitica em adultos, ou rea¢des transfusionais hemoliticas*.

6.2.2. Teste de Coombs indireto

O teste de Coombs indireto destina-se a pér em evidéncia anticorpos antieritrocitarios no
soro do doente, permitindo precisar a especificidade do anticorpo. Este teste é feito em
duas etapas. Na primeira etapa o soro do doente é incubado com eritrécitos de fenétipo
conhecido (cujos antigénios de membrana sdo conhecidos); os anticorpos fixam-se sobre os
eritrécitos que possuem o antigénio correspondente. Na segunda etapa realiza-se o teste de
Coombs direto’.

Um resultado positivo pode servir para detetar: imunizagio materno-fetal de mae Rh-

contra os eritrécitos fetais Rh+, antigénios fracos, ou autoanticorpos do tipo crioaglutinina*.
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V. Imunologia

A secgdo de imunologia do laboratério Clinova encontra-se em parte automatizada,
envolvendo também a realizagdo de técnicas manuais. Durante o estdgio em imunologia
obtive formagdo nos equipamentos utilizados, ficando responsavel pela sua preparagdao e
operagao. Efetuei a verificagdo de reagentes, calibragdes, controlos didrios e manutengdes,
para além do trabalho diario. Fiquei também responsavel pela realizagio das técnicas
manuais. Os conhecimentos tedricos adquiridos durante o mestrado em andlises clinicas, e o
seu aprofundamento durante o estdgio, permitiram-me efetuar a validagao de resultados.
Esta seccdo engloba diversas dreas de estudo, nomeadamente: marcadores de anemia,
marcadores tumorais, serologia infeciosa, alergologia e fungdo enddcrina. Neste capitulo sdo
referidas as andlises efetuadas na secgdo de imunologia do laboratério Clinova, a sua
importancia clinica e forma de diagnéstico laboratorial, assim como o respetivo equipamento
e método utilizados. Em anexo IV e V apresentam-se os valores de referéncia dessas

analises.

|l. Imunoensaios

Os imunoensaios sdo técnicas para a dete¢do e quantificagdo de antigénios ou anticorpos,
que tém por base a interagao antigénio-anticorpo. Podem ser empregues com uma variedade
de sistemas de deteg¢do, que vao de leituras visuais a fotométricas, com substratos
cromogéneos, quimioluminescentes ou fluorescentes'”. No laboratério Clinova utilizam-se
técnicas manuais de aglutinagdo de particulas, e métodos imunoenzimaticos automatizados,

por quimioluminescéncia e ELFA (Enzyme Linked Fluorescent ImmunoAssay).

|.3. Ensaios de aglutinagdo de particulas

A reagdo de aglutinagdo carateriza-se pela formagao de agregados visiveis como resultado da
interacdo de anticorpos especificos e antigénios. O processo de aglutinagio ocorre em duas
fases. Na primeira o anticorpo liga-se ao antigénio correspondente, mantendo-se unidos por
ligagdes nao covalentes. Na segunda fase, multiplas particulas com anticorpos a si ligados
formam uma rede estavel através de ligagdes antigénio-anticorpo entre células adjacentes.
Esta rede é a base das reacdes de aglutinagio visiveis a olho na"'%.

A aglutinagdo diz-se direta se ocorrer com particulas que apresentam antigénios naturais a
sua superficie (p. ex. hemacias). No caso de particulas inertes (p. ex. particulas de latex), as

quais se adsorvem antigénios soluveis, denomina-se por aglutinagio indireta'”.

24



Catarina Sousa

|.4. Imunoensaios enzimaticos

Os imunoensaios enzimdticos sao métodos quantitativos que utilizam uma fase sélida para
imobilizagio de um dos reagentes, e antigénios ou anticorpos marcados com enzimas. A
adigdo de substrato especifico para a enzima permite a quantificagio'”.

Estes ensaios sdo os utilizados pelos equipamentos Immulite 2000, ADVIA Centaur e
VIDAS. Os dois primeiros efetuam imunoensaios enzimaticos de quimioluminescéncia.
Utilizam substratos quimioluminescentes, que reagem com marcadores enzimaticos gerando
luz. O autoanalisador VIDAS utiliza a técnica ELFA, que combina um imunoensaio enzimético
com uma leitura final em fluorescéncia'>. Na tabela 5 descriminam-se as analises efetuadas na
sec¢ao de Imunologia do Clinova, por equipamento e método.

Os imunoensaios podem ser efetuados por diferentes métodos: sanduiche, captura de
IgM ou competicdo. Nos dois primeiros a quantidade detetada é diretamente proporcional a
quantidade de anticorpo ou antigénio na amostra, enquanto no método competitivo a

relagdo é inversamente proporcional'’.

Método de sanduiche

Pode ser utilizado para a detegdo de antigénios ou anticorpos. A fase sélida é fixada com
anticorpos/antigénios especificos que vao ligar aos antigénios/anticorpos da amostra. De

seguida incuba-se com excesso de anticorpo/antigénio marcado com enzima'”.

Método de captura de IgM

A fase soélida é sensibilizada com anti-IgM especificos, havendo a captura de qualquer IgM da

amostra. De seguida é incubada com antigénio, seguida de anticorpo especifico marcado'?.

Método de competigio

Este método é mais utilizado para a detegdo de antigénios, podendo utilizar-se antigénios
marcados ou anticorpos marcados. No primeiro caso, a fase sélida é fixada com anticorpos
especificos e incubada com o conjugado antigénio-enzima, na presen¢a da amostra. No
segundo caso, antigénios especificos sdo fixados a fase solida que é incubada com o
conjugado anticorpo-enzima, na presenga da amostra. Em ambos os casos a reagdo
antigénio-anticorpo é competitivamente inibida pelos antigénios da amostra. Apds a

obtengio do equilibrio da reagio, incuba-se com o substrato da enzima para quantificagio'”.
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Tabela 5 -

métodos.

Autoanalisado Método
r

Parametros doseados na sec¢io de Imunologia e respetivos equipamentos e

Parimetros

Immulite 2000

Competitivo

Sanduiche

Captura de IgM

Quimioluminescéncia

T, total; T, livre; T, total; T, livre

TSH; TG; ATA; ATG; PSA total e livre; IgE totais;
Anti-CMV IgG e IgM; Anti-RUB IgG e IgM;
Anti-TOXO IgG; AgHBs; Anti-HBs; Anti-HBc
Anti-TOXO IgM

ADVIA Centaur Quimioluminescéncia

Competitivo

Sanduiche

Captura de IgM

Acido félico; Vitamina B,,; Estradiol; Progesterona;
Testosterona; Anti-HAYV total

Ferritina; FSH; LH; Prolactina; B-hCG; PTH; AFP;
CA 125; CEA; CA 19-9; Anti-HCV; Anti-HIV;
Anti-HAV IgM

VIDAS ELFA

Sanduiche

Captura de IgM

CA 15-3; Anti-HBe; AgHBe; Anti-TOXO* IgG;
Anti-CMV* IgG e IgM; Anti-RUB* IgG
Anti-HBc IgM; Anti-TOXO* IgM; Anti-RUB* IgM

* Estes testes apenas sdo realizados no VIDAS para confirmagio de resultados

Autoanalisador Immulite 2000

Fig. 10 — Immulite 2000".

O Immulite 2000 (Fig. 10) utiliza esferas de poliestireno
como fase solida. A amostra é incubada com fosfatase
alcalina e a camada ligada a fase solida é quantificada
usando um substrato de dioxetano para produzir luz. A
luz é emitida quando o substrato quimioluminescente

reage com a fosfatase alcalina ligada a esfera".

Autoanalisador ADVIA Centaur
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Fig. 11 — ADVIA Centaur',
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O ADVIA Centaur (Fig. 11) mede a quantidade de luz

emitida durante a reagdo  quimioluminescente,
desencadeada pela alteragdo de pH devida a adigdo de um
acido e uma base na fase final da reagdo. Utiliza éster de
acridinio como marcador e particulas paramagnéticas

como fase sélida'.
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Autoanalisador VIDAS

O VIDAS (Fig. 12) utiliza como fase solida cones
fixados com anticorpos ou antigénios. A fosfatase

alcalina é a enzima que vai catalisar a reagio de

hidrélise do substrato (4-metil-umbeliferil fosfato)

Fig.12 — VIDAS', num produto fluorescente (4-metil-umbeliferona)'.

2. Marcadores de anemia

Como ja foi referido no capitulo Ill, um dos mecanismos responsaveis por anemias é a
deficiéncia de fatores (matérias primas hematopoiéticas vitais). As causas mais comuns

incluem a deficiéncia de ferro, e de vitamina B,,, 4cido félico ou ambos'.

2.1. Acido Félico

O 4cido folico é indispensavel a sintese do ADN, necessdria a maturagdo normal dos
eritrocitos. E fornecido pela alimentagio (carnes e legumes), absorvido ao longo de todo o

intestino delgado e armazenado no figado. E libertado no sangue consoante as necessidades™.

2.2. Vitamina B,

A vitamina B,, (cianocobalamina) é necesséria para a sintese adequada de ADN, devido ao
seu papel no metabolismo do acido félico. A maior parte da vitamina B,, provém dos
alimentos de origem animal, principalmente carne, ovos e laticinios. E absorvida no ileo com

a ajuda do fator intrinseco (Fl) produzido pelas células parietais do fundo géstrico®.

Diagnéstico laboratorial

As caréncias de acido félico ou vitamina B, resultam no desenvolvimento de anemia
megalobldstica, normocrémica e macrocitica, neutropenia com granulécitos de grande
tamanho e hipersegmentados e trombocitopenia. A contagem de reticulécitos é normal®.

A deficiéncia de acido félico pode ocorrer devido a causa dietética (comum no alcoolismo
croénico) ou mal absor¢iao (doenga primaria do intestino delgado). A deficiéncia de vitamina
B,, pode dever-se a ingestdo inadequada (vegetarianos estritos), produgio deficiente de Fl
pela mucosa gastrica (anemia perniciosa) ou sindromas de mal absor¢io (doenga celiaca,

ressec¢do do intestino delgado ou doenga inflamatéria do mesmo)*.
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2.3. Ferritina

A ferritina é a proteina de armazenamento do ferro. A ferritina é encontrada essencialmente
nas células do figado, bago, medula éssea e células reticuloendoteliais, permanecendo nos
tecidos corporais até ser necessdria para a eritropoiese. O seu doseamento permite avaliar a

quantidade de ferro armazenada no organismo'?’.

Diagnéstico laboratorial

A diminui¢do dos niveis de ferritina é um sinal precoce de caréncia de ferro, ocorrendo
antes do aparecimento de alteragdes no ferro sérico, na morfologia dos eritrécitos ou do
desenvolvimento de anemia. A concentragio de ferritina no soro, quando analisada
juntamente com outros fatores como o ferro sérico e a capacidade total de fixagao do ferro,
é atil no diagnéstico de anemias por deficiéncia de ferro, anemias por infegdes crénicas e

talassémias”.

3. Estudo da fungio enddcrina

O sistema endoécrino é um sistema altamente integrado onde hipotdlamo, hipdfise e
glandulas endécrinas comunicam através de um sistema de feedback de inibigio e
estimulagdo. Atua no controlo do metabolismo, crescimento, fertilidade e resposta ao

stress'.

3.1. Hormonas da fung¢ido tiroideia

A tiroide é uma glandula endécrina que se encontra dividida em lébulos, cada um composto
por 20 a 40 foliculos. Os foliculos contém coldide, cujo principal componente é a
tiroglobulina, o local de armazenamento das hormonas tiroideias. As hormonas tiroideias

atuam perifericamente na mediacio de numerosos processos metabdlicos'.

3.1.1.TSH

A tirotrofina (TSH) é uma hormona glicoproteica sintetizada e secretada pela hipdfise
anterior, cuja funcdo é o controlo da biossintese e libertagdo das hormonas da tiroide. A
secre¢ao da TSH ¢é regulada pelo hipotdlamo através da hormona libertadora da tirotrofina
(TRH), bem como pelo feedback negativo das hormonas tiroideias'. A secregio da TSH é
muito sensivel as variagdes das hormonas tiroideias circulantes. Fracas elevagdes de T,

(triiodotironina) ou T, (tiroxina) inibem-na, enquanto a diminuigio estimula a sua secregdo’.
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3.1.2. Hormonas tiroideias

Para a produgao das hormonas tiroideias o iodeto é captado do sangue pelas células da
tiroide; a iodinagdo de residuos de tirosina na tiroglobulina resulta na formagio da
monoiodotirosina (MIT) e da diiodotirosina (DIT). A tetraiodotironina ou tiroxina (T,) é
formada por dois residuos de DIT; a triiodotironina (T;) é formada por um residuo de MIT e
um de DIT.

A tiroide liberta sobretudo T,, sendo no entanto a T; muito mais ativa. Cerca de 80% da
producio didria de T, ocorre através da conversdo de T, em T;, sobretudo no figado. As
hormonas tiroideias sdo secretadas na circulagio em resposta ao TSH e reguladas por um

mecanismo de feedback negativo'.

3.1.2.1.T,

A T, é uma hormona que tem origem na secregao direta pela tiroide e na conversao
periférica de T, em T,. Na circulagdo encontra-se na sua maioria ligada a uma proteina de
transporte, a TBG (thyroxin binding globulin). Apenas uma pequena percentagem circula na

forma livre (FT;), a Unica metabolicamente ativa'.

3.1.2.2.T,

A T, representa a maioria da produgdo hormonal da tiroide e circula no plasma ligada a
proteinas de transporte: cerca de 70% ligada a TBG, 20% a transtiretina e 10% a albumina.

Uma pequena percentagem circula na forma livre (FT,), a Ginica metabolicamente ativa’.

3.1.2.3.FT, e FT,

A FT; e a FT, sdo as formas livres e fisiologicamente ativas das hormonas T; e T,
respetivamente. Podem ser importantes na avaliagido da fungdo tiroideia, uma vez que
numerosos fatores podem modificar a ligagdo da T; e T, as suas proteinas transportadoras
(aumento congénito da TBG, toma de estrogénios, gravidez e sindrome nefrética), tornando

dificil a interpretagdo dos seus doseamentos™.

Diagnéstico laboratorial

A elevagdo da TSH é o sinal mais sensivel de hipotiroidismo primério. A TSH encontra-se
aumentada enquanto a FT, estd diminuida. Esta diminuigdo pode ser isolada, mantendo-se a
FT; normal. No adulto, o hipotiroidismo primario pode resultar de uma involugdo
espontinea da tiroide, de uma tiroidite croénica autoimune (Hashimoto), de um tratamento
pelo iodo radioativo ou de uma sobrecarga iodada. O hipotiroidismo secundério traduz-se
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por diminuicdo da FT, e da TSH. A normalizagdo da FT, e da TSH asseguram que a dose
terapéutica é suficiente”.

No hipertiroidismo a FT, encontra-se elevada qualquer que seja a sua causa (doenga de
Basedow, adenoma toxico ou bdécio multinodular téxico). Manifesta-se por uma taxa
permanentemente baixa da TSH, acompanhada de uma elevagdo de FT; e FT,. Os valores

normalizam por influéncia do tratamento”.

3.1.3. Anticorpos antitiroideus

Os disturbios autoimunes da tiroide ocorrem quando auto anticorpos ligam as membranas
celulares da tiroide, causando danos celulares e reagdes inflamatérias que alteram a fungiao
da tiroide. Os principais responsaveis por estas desordens autoimunes sio: Os anticorpos
antiperoxidase (ATPO), dirigidos contra os microssomas citoplasmaticos das células da
tiroide, e os anticorpos antitiroglobulina (ATG), dirigidos contra a tiroglobulina 2. Estio
associados ao hipotiroidismo na tiroidite crénica autoimune (Hashimoto e atrofica),
observando-se no geral os ATPO mais frequentemente'*.

A obtencgdo de titulos elevados de ATPO (ou ATPO e ATG) nao ¢é especifica da tiroidite
croénica, visto que pacientes com doenga de Graves ou hipotiroidismo primdrio podem
apresentar titulos elevados ou baixos. Todavia, a observagdo de titulos normais ou apenas

ligeiramente elevados constitui certa evidéncia contra o diagnéstico de tiroidite crénica®.

3.2. Paratormona

A paratormona (PTH) é produzida pela glandula paratiroide e tem como fungio fisiolégica
priméria regular a concentragio do célcio extracelular'. Ao nivel dos ossos, aumenta a
absorg¢io 6ssea estimulando os osteoclastos e inibindo a atividade dos osteoblastos; ao nivel
dos rins, estimula a reabsor¢ao do cilcio e aumenta a fosfatiria. A sua secregdo é regulada

pela calcemia’.

Diagnéstico laboratorial

O doseamento da PTH permite distinguir o verdadeiro hipoparatiroidismo (doenga
autoimune) do pseudo-hipoparatiroidismo (resisténcia periférica a PTH). No primeiro caso
ocorre hipocalcémia profunda com hipocalcitria, e a PTH encontra-se muito baixa. No
pseudo-hipoparatiroidismo a PTH encontra-se elevada®.

No hiperparatiroidismo primério a PTH encontra-se moderadamente aumentada, pois a

sua secrecdo é parcialmente inibida pela hipercalcemia. O doseamento da PTH permite ainda
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distinguir uma hipercalcemia paratiroideana (PTH elevada) de uma hipercalcemia com outra
origem (PTH baixa)’.

3.3. Hormonas da funcdo gonadal

Os distarbios mais comuns nos quais se recorre a provas da fungdo gonadal incluem o
hipogonadismo no homem e distirbios menstruais, problemas de fertilidade e hirsutismo ou
virilizagdo na mulher. As determinagdes hormonais mais frequentes incluem a hormona
luteinizante (LH), a hormona foliculoestimulante (FSH), a progesterona, a testosterona, o
estradiol e a gonadotrofina coriénica humana (hCG)*.

A fungdo gonadal é regulada pela secregdo hipotalamica da hormona de libertagio das
gonadotrofinas (GnRH), a qual induz a secreg¢do das gonadotrofinas (LH e FSH) pelas células
da hipdfise. O controlo da secre¢io de GnRH e das gonadotrofinas é efetuado por um

mecanismo de feedback dos 6rgios alvo para a hipéfise e o hipotdlamo®.

3.3.1.FSH e LH

A FSH e a LH sdao hormonas polipeptidicas secretadas pelas células da hipdfise anterior. Sao
transportadas no sangue até aos seus locais de agdo, os testiculos ou os ovarios, onde atuam
em conjunto para provocar a sua estimulagido. Na mulher a FSH assegura a maturagiao
folicular, e estimulando as células da granulosa provoca a secre¢io dos estrogénios. A LH
desencadeia a ovulagdo no seu pico secretério (Fig. 13) e mantém a secregio do estradiol e
da progesterona pelo corpo amarelo durante a fase luteinica. No homem, a FSH estimula a
espermatogénese nas células de Sertoli dos tubulos seminiferos. A LH atua sobre as células

de Leydig dos testiculos que sintetizam a testosterona'?’.

Ovulacao

Fase folicular Fase lutea

DIaS 1 234567 8910 101221314151617181¥2020122232425262728

LM Nivel Hormonal
FSH
Estrogeno

Progesterona

Figura |3 — Ciclo menstrual. (acedido em http://ciclo-menstrual.info)
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Diagnéstico laboratorial

As alteragdes na produgdo das gonadotrofinas tém como causas mais frequentes neoplasias,
infecdes ou distirbios da regido hipotilamo-hipofisaria'®. Estas causas encontram-se
sumarizadas na tabela 6.

O doseamento da FSH durante o ciclo menstrual permite diferenciar a insuficiéncia
ovdrica de alteragdes hipofisdrias, util para o diagnéstico de amenorreias. A LH é util nos

tratamentos de fertilidade, uma vez que permite determinar o momento da ovulagio®.

Tabela 6 — Causas de anomalias na produgio de gonadotrofinas'’.

FSH e LH aumentadas Hipofunc¢io ovérica primaria (Sindrome de Turner, Menopausa);
Hipergonadismo secundério (Puberdade precoce);
Insuficiéncia testicular primaria;
Sindrome de Kleinfelter; Sindrome de Turner;

Castragao masculina; Patologia testicular

FSH e LH diminuidas Hipofuncio da hipodfise anterior;
Hipogonadismo secundario em mulheres (tumores,
hipertiroidismo, diabetes descontrolada, anorexia, ...);
Hipogonadismo secundario em homens (Sindrome de Kallman);

Cancro de prostata;

FSH normal e LH aumentada Doenga poliquistica dos ovarios

3.3.2. Estrogénios

Os estrogénios sio compostos que derivam de precursores androgénicos (DHEA e
androstenediona) sintetizados no cértex supra-renal, nos ovarios e nos testiculos. Tém
como fungdo principal o desenvolvimento e manutengdo da morfologia e fisiologia
femininas™®'.

Existem 3 estrogénios principais: o estradiol (17-B-estradiol), a estrona e o estriol. O
estradiol é o estrogénio ovdrico predominante, a estrona o de maior concentragio na
mulher pés-menopausa e o estriol o principal estrogénio da placenta'*. No Clinova apenas

se efetua o doseamento do estradiol.

3.3.2.1. 17-B-Estradiol

O estradiol é o principal estrogénio segregado durante o ciclo ovarico pelos foliculos de

Graaf. E o estrogénio da mulher em periodo de atividade fértil*.
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Durante o ciclo menstrual (Fig. 13) os niveis de estradiol sobem significativamente ao
sétimo dia da fase folicular, suprimindo os niveis de FSH e despoletando uma subida rapida
da LH. Os niveis de estradiol descem significativamente quando a LH atinge o ponto mais
alto. Durante a fase luteinica os niveis tornam a aumentar, estando implicados na regressao
do corpo luteo. A menos que o o6vulo seja fertilizado os niveis de estradiol diminuem,
assinalando o inicio de um novo ciclo. Durante a pré-menopausa os niveis diminuem

constantemente até aproximadamente 15% dos niveis da menopausa'.

Diagnéstico laboratorial

O doseamento do estradiol é utilizado no estudo da fungdo ovarica, na monitorizagio do
desenvolvimento folicular em programas de fertilizagdo, na reprodugdo medicamente
assistida e na confirmagio da menopausa'.

Os niveis de estradiol encontram-se aumentados na gravidez e em casos de tumores
produtores de estrogénios; encontram-se diminuidos na menopausa e em casos de
insuficiéncia ovdrica, ovario poliquistico, amenorreias de origem hipotalamica, hirsutismo ou

hipogonadismo por hipopituitarismo"'”.

3.3.3. Progesterona

A progesterona, em conjunto com os estrogénios, regula as fungdes do sistema reprodutivo
durante o ciclo menstrual. A progesterona é critica na preparagao do endométrio para a
implantagdo do blastocisto e na manutengdo da gravidez. As principais fontes de
progesterona nas mulheres sio o corpo luteo e a placenta. Fontes menos significativas, em
homens e mulheres, sio o cértex adrenal e os testiculos'.

Os niveis de progesterona sio baixos durante a fase folicular do ciclo menstrual (Fig. 13).
Apos a ovulagdo, a produgdo de progesterona pelo corpo liteo aumenta rapidamente. A sua
secregao ¢ estimulada, essencialmente, pela LH. Estes niveis caem depois para os niveis de
referéncia, induzindo a menstruagido. Durante a gravidez a produgdo de progesterona passa
do corpo luteo para a placenta, havendo um aumento regular da sua concentragido até ao

final do terceiro trimestre'?

Diagnéstico laboratorial

Na mulher menstruada, o doseamento da progesterona é um bom elemento para confirmar
a ovulagdo e avaliar a qualidade da fase luteinica. Uma produgio inadequada de progesterona
pode indicar deficiéncia da fase luteinica, associada a infertilidade e abortos de repetigao. As

causas mais frequentes sdo: secregdo insuficiente de FSH, insuficiéncia ovarica,
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hiperandrogenia e hiperprolactinemia. O doseamento da progesterona durante a gravidez

reflete a atividade placentaria®'®".

3.3.4. Testosterona

A testosterona é o principal androgénio nos homens, sendo secretada pelas células de
Leydig dos testiculos por estimulacio da LH. E responsével pela diferenciacio dos 6rgios
genitais externos masculinos e pelas caracteristicas sexuais secundarias, sendo também
necessaria a espermatogénese. Nas mulheres a maioria da testosterona no sangue é derivada
do metabolismo da androstenediona, sendo apenas pequenas quantidades secretadas
diretamente pelos ovarios e glindulas adrenais. A testosterona exerce efeitos de feedback
negativo sobre as gonadotrofinas ao nivel hipotalimico e hipofisario"**,

Cerca de 60 a 75% da testosterona circulante no soro encontra-se ligada a globulina de
ligagdo das hormonas sexuais (SHBG, Sex Hormone Binding Globulin), e 20 a 40% ligada a
albumina sérica, enquanto | a 2% ocorre na forma livre. Esta fragdo é a Unica biologicamente

ativa. As determinacdes séricas da testosterona medem a testosterona total®.

Diagnéstico laboratorial

As principais causas de baixos niveis de testosterona nos homens incluem hipogonadismo
hipogonadotréfico e insuficiéncia testicular. Nas mulheres, niveis elevados de testosterona
podem ser indicativos de sindrome do ovario poliquistico, tumor ovarico ou supra-renal. As

manifestacdes clinicas incluem infertilidade, hirsutismo, amenorreia e obesidade'*.

3.4. Prolactina

A prolactina é uma hormona peptidica hipofisaria, cuja principal fungao é estimular e manter
a lactagdo nas mulheres. Os niveis de prolactina aumentam assim durante a gravidez®.

O principal mecanismo regulador da secregao de prolactina consiste num efeito inibidor
exercido pelo hipotdlamo sob o controlo da dopamina. Os antagonistas da dopamina
bloqueiam a via de inibi¢do hipotalamica, resultando em secre¢ao aumentada de prolactina. A
TRH, o VIP (peptideo intestinal vasoativo) e a serotonina sio fatores de estimulagio™”.

Nos adultos a secre¢do de prolactina segue um ritmo circadiano. Ocorrem picos

secretorios a intervalos regulares durante o dia, e os niveis aumentam durante a noite. E

também influenciada pelo exercicio fisico, o stress, a hipoglicémia e alguns farmacos®.

Diagnéstico laboratorial

A hipersecrecio de prolactina pode estar associada a hipotiroidismo primério, lesdes

hipotaldmicas, insuficiéncia renal e prolactinomas hipofisarios. Acima de 100 ng/mL existe
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grande probabilidade de se tratar de um prolactinoma, sendo este diagndstico certo quando
ultrapassa os 250 ng/mL"%

A hiperprolactinemia estd associada a hipogonadismo em ambos os sexos. Nas mulheres
pode provocar amenorreia, galactorreia e infertilidade. Nos homens, a inibi¢do da sintese de
testosterona pode levar a diminui¢io da espermatogénese, impoténcia e infertilidade. Outras

manifestagdes incluem hiperinsulinemia, intolerancia a glicose e distdrbios psiquiatricos'.

3.5. Gonadotrofina corionica humana (hCG)

A hCG ¢é uma glicoproteina segregada pelo sinciciotrofoblasto, estando implicada na
manutengdo do corpo liteo durante o primeiro trimestre da gravidez. Esta hormona surge
48 horas ap6s a implantagio do ovo. E composta por duas subunidades: uma cadeia o
comum as LH, FSH e TSH, e uma cadeia B especifica que lhe confere as suas propriedades
bioquimicas e imunoldgicas. E esta tltima que se doseia'.

Os niveis séricos de hCG sdo detetdveis entre 8 a 10 dias apés a concegdo, duplicando a
aproximadamente cada dois dias durante as primeiras seis semanas de gestagdo. Entre a 8% e
a |10® semana os niveis atingem um pico, diminuindo de modo bastante rapido durante a
altima parte do primeiro trimestre. Os niveis ficam entdo estabilizados durante o resto da

gravidez®.

Diagnéstico laboratorial

O doseamento da B-hCG no sangue e/ou na urina permite realizar o diagnéstico precoce da
gravidez. Niveis inferiores a 5 mUIl/ml encontram-se em mulheres ndo gravidas, enquanto
valores superiores a 25 mUI/ml s3o interpretados como positivos. Os valores entre 5 a 25
mUI/ml sdo inconclusivos e devem ser confirmados com uma segunda colheita, 2 a 3 dias
depois. Isto porque, em caso de gravidez, os valores duplicam a cada dois dias™*.

Para além da utilizagdo no diagnéstico precoce da gravidez, o doseamento da B-hCG é
também Uutil na detegdo de gravidez ectdpica ou aborto espontidneo, na despistagem da
trissomia 21 (juntamente com a a-fetoproteina e o estriol) e na dete¢do de neoplasias
produtoras de hCG. Pode ser usada como marcador tumoral na monitorizagao de pacientes
com tumores ovarianos de células germinativas, sendo também util para o diagnéstico e

monitorizacio do tratamento dos tumores testiculares'*.
4. Marcadores tumorais

Os marcadores tumorais s3o substancias cuja presen¢a no organismo tem relagdio com uma

situagdo neoplasica maligna. Uma vez que ndo sdo especificos dos tecidos (exceto o PSA), e
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podem ser expressos noutras doengas ndo neoplasicas, ndo tém sensibilidade e
especificidade suficientes para serem utilizados no rastreio do cancro. Sio utilizados
predominantemente na monitorizagio de pacientes oncolégicos'.

Os marcadores tumorais mais utilizados para diagnéstico clinico podem ser divididos em:
(1) antigénios oncofetais, como a AFP e o CEA; (2) antigénios tumorais, como o CA 19-9, o

CA 125 e o CA 15-3; (3) enzimas, como o PSA; e (4) hormonas, como a tiroglobulina'.

4.1. a-Fetoproteina

A a-fetoproteina (AFP) é uma proteina sérica fetal importante e também uma das principais
proteinas carcinoembriondrias. E o principal marcador para auxiliar no diagnostico e
monitorizagdo do carcinoma hepatocelular. Niveis elevados de AFP podem também ser
encontrados em pacientes com tumores de células germinativas do ovario e testiculos,
teratocarcinomas dos testiculos, cancro gastrointestinal, pancredtico e pulmonar. Encontra-

se ainda transitoriamente elevada na gravidez e em hepatopatias benignas'”.

4.2. CEA

O antigénio carcinoembrionario (CEA) é um antigénio associado ao cancro colorretal. A sua
elevagdo encontra-se bem relacionada com o grau de diferenciagaio do cancro e a sua
extensdo. Fornece por isso informagdes importantes quanto ao prognéstico do paciente, a
recorréncia apds remocio cirdrgica e a eficicia da terapéutica’. Niveis elevados de CEA
podem no entanto também ocorrer em casos de cancro do esdéfago, estdmago, pulmao,

pancreas e da mama, na doenca de Crohn, e em cirroses, hepatites e pancreatites crénicas™

4.3. CA 19-9

7

O CA 19-9 é um antigénio circulante associado principalmente ao cancro do pancreas. E
igualmente um marcador dos cancros colorretais, mas com uma menor sensibilidade. O seu
doseamento ¢é principalmente Util na monitorizagao da evolugio apds ressecgao do tumor e
na detegdo de recidivas. Niveis elevados podem também ser encontrados em pacientes com

cancro hepatocelular e em caso de pancreatite crénica e colestase’.

4.4. CA 125

O CA 125 é um antigénio circulante associado ao cancro do ovério. O seu doseamento ¢
maioritariamente Util na dete¢ido de recidivas de carcinoma do ovario apos cirurgia. Nestes
casos, a alteragdo nos valores ou a obtengio de titulos crescentes é bastante significativa®.

Apesar de o CA 125 ser o melhor marcador do cancro do ovidrio, observam-se também
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valores elevados nos cancros do célon ou da mama com metastases, nas afecdes

ginecolégicas benignas (endometrioses) e derrames peritoneais mesmo nao neoplésicos’.

4.5. CA 15-3

O CA 15-3 é um antigénio circulante associado ao cancro da mama, embora também se
encontre presente noutros adenocarcinomas, incluindo os do célon, pulmio, ovirio e
pancreas. E no entanto um marcador mais especifico e mais sensivel para a monitorizagdo do
decurso clinico em pacientes com cancro da mama metastatico, e para dete¢iao de recidivas

em pacientes previamente tratados'.

4.6. PSA total

O antigénio especifico da prostata (PSA) é uma glicoproteina segregada pelas células
glandulares da prostata, que nao se encontra em qualquer outro tecido. A sua sensibilidade e
especificidade tecidular fazem do PSA o marcador mais util para rastreio e monitorizagdo do
cancro da prostata. O seu doseamento é particularmente Gtil na monitorizagdo do sucesso
da prostatectomia radical, uma vez que a remogao completa da proéstata resulta em niveis de
PSA praticamente indetetaveis. Qualquer aumento desses niveis é assim um indicador de
recidiva ou de presenca de metastases'”.

A principal desvantagem do PSA é o facto de ndo distinguir entre cancro da préstata e
lesdes benignas. Condigdes como hiperplasia benigna da préstata, prostatite aguda ou
enfarte podem também estar relacionadas com valores elevados de PSA no soro. Por outro
lado, o valor de cutoff estipulado (4.0 ng/mL) nao ¢é suficiente para distinguir entre pacientes
com ou sem cancro da préstata, uma vez que cerca de 25% dos pacientes com cancro

apresentam valores dentro da faixa de referéncia'*.

4.7. PSA livre

O PSA existe no soro nas formas complexada e livre. O cancro da proéstata estd geralmente
associado a um aumento do PSA complexado e uma diminuigdo do PSA livre, enquanto na
hiperplasia benigna da prostata a fragao livre é significativamente mais elevada. O racio PSA
livre/PSA total permite assim fazer essa distingdo'.

O doseamento do PSA livre permitiu aumentar a especificidade da detegdo do carcinoma
prostitico em doentes com PSA total entre 4 a |0 ng/mL, reduzindo as bidpsias
desnecessdrias. Pode ainda ser utilizado como preditor de carcinoma da proéstata em

pacientes com valores de PSA total abaixo do valor de referéncia'.
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4.8. Tiroglobulina

A tiroglobulina é o principal constituinte do coléide da tiroide, sendo o suporte da sintese,
do armazenamento e da libertagdo das hormonas tiroideias. A tiroglobulina passa pouco para
a circulagao, salvo quando a arquitetura da tiroide é desorganizada por lesdes inflamatorias
ou tumorais. A maioria das doengas da tiroide sio por isso suscetiveis de elevar a
tiroglobulina. Pode, no entanto, ser utilizada para monitorizagdo do carcinoma diferenciado
da tiroide, visto que a persisténcia de valores elevados, ou a sua subida apés tratamento, é

sinal de recidiva®.

5. Serologia de infegbes viricas

Os virus sdo a causa mais frequente de doengas infeciosas em humanos, podendo ir desde
simples constipagdes a comprometimento imunolégico fatal e infecdes oportunistas. O
diagnostico laboratorial das infegdes viricas baseia-se em testes serolégicos, que detetam
antigénios do virus ou anticorpos (imunoglobulinas) contra eles produzidos pelo organismo'.
Em anexo V apresentam-se os respetivos valores de referéncia.

A imunoglobulina M (IgM) é a primeira a ser produzida, no inicio da resposta primaria. E
por isso um marcador de infegdo aguda. A imunoglobulina G (IgG) é o anticorpo
predominante na resposta secundaria, persistindo por longos periodos. As aplicagdes
principais destes doseamentos sio o diagndstico de infe¢des recentes e a determinagdo de

imunidade''>'®,

5.1. Hepatite A

A hepatite A é causada pela infe¢do com o virus da hepatite A (HAV). O periodo médio de
incubagdo da infe¢do é de 3 a 4 semanas e a transmissdo é feita por via fecal-oral. Ocorre
principalmente devido 2 ingestio de 4gua ou alimentos contaminados'?.

A infecdo aguda em criangas ocorre geralmente de forma assintomatica, mas os adultos
podem ocasionalmente desenvolver infecdo grave. Os sintomas tipicos s3o febre, anorexia,
nduseas, vomitos e ictericia. A infegdo ndo evolui para a cronicidade nem para o estado de

portador assintomatico, e a hepatite fulminante ou morte sio raras"'.

Diagnéstico laboratorial

As IgM anti-HAV sdo as primeiras a aparecer no soro, permanecendo positivas por um

periodo médio de 4 meses. A sua presenca indica por isso infe¢do aguda. As IgG anti-HAV
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aparecem logo apds as IgM, e os titulos aumentam gradualmente durante a evolugdo da

doenca, persistindo durante toda a vida. Sio um indicador de infe¢do passada e imunizagio'.

5.2. Hepatite B

A hepatite B é causada pela infe¢ido com o virus da hepatite B (HBV). A particula viral
(particula de Dane) é constituida por uma camada externa lipoproteica que contém o
antigénio de superficie (AgHBs), e por um nucleo central (core) que possui outros dois
antigénios importantes, o AgHBc e o AgHBe".

O HBYV é transmitido por contacto com o sangue e fluidos de individuos infetados, por
via percutidnea, mucocutanea, sexual ou perinatal. Possui um periodo de incubagdo de 45 a
180 dias e pode provocar desde infe¢des assintomdticas ou com sintomas de gravidade
varidvel, a hepatite fulminante com elevada taxa de mortalidade. Em cerca de 10% dos casos
a doenga passa a cronicidade. A hepatite B croénica pode ser assintomdtica ou provocar
lesdes hepaticas de gravidade varidvel, que pode evoluir para cirrose ou mesmo carcinoma
hepatocelular. As caracteristicas clinicas de doenga variam consideravelmente, sendo os

sintomas tipicos anorexia, nduseas, vémitos, sintomas gripais e fadiga"*'2.

Diagnéstico laboratorial

O serodiagnéstico da infegdo por HBV ¢é efetuado através dos doseamentos dos antigénios
HBs e HBe, e dos anticorpos anti-HBs, anti-HBc e anti-HBe. Apds a infe¢do pelo HBV, o
AgHBs é o primeiro marcador serolégico a ser detetado no sangue (Fig. 14), apresentando
elevados titulos na fase aguda da doenga. Nos casos de evolugdo para a cura desaparece num
periodo inferior a 6 meses, persistindo quando h4 evolugio para a cronicidade™'”.

O AgHBe também é detetado na fase aguda, logo apds o AgHBs, estando associado a
uma replicagdo viral ativa. Nos casos de evolugdo para a cura desaparece em poucas
semanas, com uma seroconversdo para anti-HBe. Se se mantiver por mais tempo indica
cronicidade. Na infegdo crénica a presenga do AgHBe geralmente corresponde a um
prognoéstico de maior gravidade, com maior dano hepatico, e de elevado indice de
infecciosidade™'?.

A seroconversido do AgHBe em anti-HBe indica o fim da replicagio viral. Um resultado
anti-HBe positivo é um indicador de evolugdo para a cura, sobretudo se ndo forem
detetados AgHBs nem AgHBe. Em portadores, o anti-HBe pode indicar baixo nivel de
contagio ou inatividade da hepatite crénica®"’.

O anti-HBc IgM aparece na fase aguda da doenga, 3 a 5 semanas apés o AgHBs, e
persiste entre 6 a 18 meses. Gradualmente vai aparecendo o anti-HBc IgG. O anti-HBc

IgG persiste geralmente por toda a vida, qualquer que seja a evolugao, para a cura ou para a
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cronicidade. Apresenta-se por isso positivo em todos os pacientes com infe¢io passada ou
recente. O anti-HBc é por vezes o Gnico marcador que se deteta nas primeiras semanas da
infecdo, no chamado “periodo de janela”, entre o desaparecimento do AgHBs e o
aparecimento do anti-HBs. Na hepatite crénica a positividade do anti-HBc IgM evidencia uma
infecio ativa*'>"’.

O anti-HBs aparece algumas semanas apés o desaparecimento do AgHBs, e persiste
durante anos. E um indicador de convalescenca, recuperagdo e imunizagdo. Em vacinados
contra o HBV ¢é utilizado como marcador de resposta antigénica. Uma taxa de 10 Ul/mL é

considerada protetora®'’.

Acute Chronic
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Figura 14 — A — Curso seroldgico da hepatite B aguda para a cura.
B — Curso serolégico da hepatite B para a cronicidade.

(acedido em http://www.clevelandclinicmeded.com)

5.3. Hepatite C

O virus da hepatite C (HCV) é o agente etioldgico da hepatite C. As formas comuns de
transmissdo do HCV incluem o consumo de drogas injetdveis e as transfusdes sanguineas; a
transmissdo por via sexual ou durante a gravidez ocorre excecionalmente'.

A infe¢do por HCV é muitas vezes assintomdtica, no entanto, a maioria dos individuos
(mais de 80%) torna-se cronicamente infetados. Em 20% destes a doenca progride para
cirrose, insuficiéncia hepética e possivel carcinoma hepatocelular. A coinfecgao com HBV ou

HIV acelera o processo, e com HAV pode provocar hepatite fulminante'*.

Diagnéstico laboratorial

A infecdo por HCV é diagnosticada pela detegdo de anticorpos contra o virus. Resultados
muito elevados em relagio ao valor de cutoff tém elevada probabilidade de indicar infe¢io

crénica, enquanto resultados pouco acima do cutoff sio muitas vezes falsos positivos,
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necessitando por isso de confirmagio'. De qualquer forma, no Clinova, todos os resultados

positivos para anti-HCV s3o confirmados com segunda colheita e em laboratério externo.

5.4. Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV-1 e HIV-2)

O HIV é o agente etiologico da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA). Enquanto o
HIV-1 apresenta uma distribuicdo mundial, o HIV-2 é encontrado predominantemente na
Africa Ocidental. As principais formas de transmissio sio por contacto sexual, exposicio a
sangue ou produtos do sangue infetados e via perinatal'”.

O HIV infeta e destréi os linfocitos T CD4+, importantes na imunidade celular. O
periodo de incubagdo é de 2 a 6 semanas, e em cerca de 50% dos pacientes é seguido de
uma doenga de tipo viral aguda. Os sintomas incluem febre, dor de garganta e linfadenopatia,
erupgdo cutanea, mialgias, diarreia e vomito. Apds a doencga aguda inicial existe um amplo
espectro de efeitos possiveis: os pacientes podem tornar-se portadores assintomaticos;
apresentar respostas imunolodgicas deficientes na auséncia de doenga clinica; desenvolver

linfadenopatia generalizada persistente; adquirir uma variedade de infe¢des flngicas,

bacterianas ou virais; ou desenvolver SIDA'.

Diagnéstico laboratorial

O diagnéstico laboratorial da infegao pelo HIV é efetuado pela detegao de anticorpos contra
o virus. Pelo facto de detetar os anticorpos e n3ao os antigénios virais nao permite
reconhecer a infegio fase inicial, isto ¢, antes da formagdo de anticorpos. Este periodo de
janela imunolégica dura em média 3 semanas, nio excedendo normalmente as 6 semanas’.
No laboratério Clinova todos os resultados positivos para HIV sao confirmados com uma

segunda colheita e enviados para um laboratério externo para confirmagao.

5.5. Virus de Epstein-Barr

O virus de Epstein-Barr (EBV) é o agente etiolégico da mononucleose infeciosa (Ml), uma
doenga sistémica linfoproliferativa. O virus é transmitido principalmente pela troca de saliva,
e a infe¢do em criangas é geralmente assintomatica. Em adolescentes ou jovens adultos
origina frequentemente mononucleose infeciosa. O EBV infeta em primeiro lugar o epitélio
da faringe, atinge a corrente sanguinea e infeta os linfécitos B. Os linfécitos T citotdxicos
reagem contra as células B infetadas, infiltrando-se no bago, no figado e circulando no sangue
periférico como linfécitos atipicos'*.

As manifestagdes clinicas da doencga incluem febre, faringite e adenopatia, com aumento
dos nédulos linfaticos, hepato e esplenomegalia. Uma vez instalada a infe¢do o virus pode

permanecer latente, e ser posteriormente reativado produzindo doenca clinica'*.
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Diagnéstico laboratorial

O diagnéstico MI pode ser efetuado através de provas seroldgicas. No laboratério Clinova
utiliza-se o teste de Paul-Bunnell, um teste de aglutinagdo em lamina baseado em
anticorpos heterdfilos. Os anticorpos heterdfilos de Paul-Bunnell sio anticorpos de tipo IgM
de origem incerta que nao sdo especificos da infe¢ao por EBV, mas que raramente sio
encontrados noutros disturbios. Aparecem na primeira semana de doenga clinica, diminuem
durante a convalescenca e tornam-se normalmente indetetéveis entre 3 a 6 meses'*.

O teste de Paul-Bunnell baseia-se no facto de os anticorpos heterdfilos associados a Ml
aglutinarem hemdcias de carneiro, cavalo e boi. Inicialmente é efetuado um teste de rastreio
que permite a aglutinagdo das hemadcias pelos anticorpos heterdfilos associados a Ml, mas
também por anticorpos heterdfilos nio especificos. Em caso de positividade é por isso
efetuado um teste de absor¢ao diferencial, que permite distinguir os anticorpos associados a
MI dos nao especificos. Esta distingdo é feita pela absor¢iao desses anticorpos nao especificos
a antigénios em células de rim de cobaias; a aglutinagdo das hemadcias sé ocorre se estiverem

presentes os anticorpos associados a MI'*,

5.6. Citomegalovirus

O citomegalovirus (CMV) é o agente causador da doenca de inclusio citomegalica. A infe¢do
¢é adquirida através do contacto com secregdes corporais ou urina, e a maioria das pessoas
com infegdo aguda permanece total ou quase totalmente assintomdtica. Os individuos
sintomaticos apresentam sintomas semelhantes aos da mononucleose infeciosa, e pacientes
imunocomprometidos podem desenvolver uma doenga mais grave®*.

A infecdo por CMV ¢ a infe¢do intrauterina mais comum. Entre | a 2% das mulheres
gravidas desenvolvem infe¢ao primaria por CMV, e em 30 a 50% destes casos ocorre infegao
fetal. Aproximadamente 10% dos bebés infetados sio sintomdticos, podendo apresentar
ictericia, hepato-esplenomegalia, microcefalia e pancitopenias. Destes, aproximadamente 10%
morrem e oOs restantes apresentam sequelas neuroldgicas permanentes. Nos casos de
reativagdo de uma infecdo por CMV o virus também pode atravessar a placenta, mas as IgG
anti-CMV da mae também, fornecendo alguma protegdo. Estas criangas sio geralmente

assintomdticas, mas 5 a 15% apresentam surdez ou atraso no desenvolvimento mental'*,

Diagnéstico laboratorial

Existe uma elevagdo das IgM anti-CMV no inicio da fase aguda da doenga, pelo que o seu
doseamento é util no diagnéstico de uma infe¢ao primdria. Estas podem no entanto persistir
por mais de 3 meses apos a infegdo, obscurecendo o valor interpretativo de um resultado
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positivo durante a gravidez. Nestes casos o teste da avidez das IgG anti-CMV torna-se util
para diferenciar infecbes recentes de infegdes remotas. Nos bebés assintomaticos o
isolamento do CMV da urina ou saliva, ou a detegdo das IgM anti-CMV, sdo os Unicos
marcadores de infegio congénita'.

As 1gG anti-CMV aparecem cerca de uma semana apos as IgM, persistindo durante toda a
vida. Este resultado isolado nao permite diferenciar entre infe¢do recente, recorrente ou

latente, pelo que deve ser avaliado em conjunto com o doseamento das IgM*,

5.7. Virus da Rubéola

A rubéola (sarampo alemao) é uma doenga altamente contagiosa que se manifesta por febre
ligeira e exantema transitério, e pode ocorrer tanto em adultos como em criangas. A
principal importancia clinica da rubéola reside na ocorréncia de infegdo materna durante a
gravidez, principalmente durante o primeiro trimestre, uma vez que pode conduzir a
sindrome da rubéola congénita no feto. Esta sindrome inclui uma ou mais das seguintes
condigdes: cardiopatia congénita, cataratas, surdez e lesio cerebral'‘. O serodiagnéstico da
rubéola é assim efetuado como rastreio pré-gestacional, para saber se existe imunidade, ou

em caso de suspeita de uma infegdo por rubéola em evolugio na mulher gravida’.

Diagnéstico laboratorial

A presenca de IgM anti-rubéola estd relacionada com uma primo-infe¢do recente, visto que
estas desaparecem em 6 semanas. A primo-infegio é a Unica perigosa para o feto’.

As IgG anti-rubéola podem indicar infe¢ao em curso, infe¢do antiga ou imunizagdo por
vacinagdo. Devem por isso ser interpretadas em conjunto com as IgM. Nos casos de

reinfegdo, sem perigo, observa-se uma subida somente das IgG.

6. Serologia de infegbes parasitarias

6.1. Toxoplasmose

O agente etiolégico da toxoplasmose é o Toxoplasma gondii, um parasita protozoario
intracelular obrigatério que tem o gato como hospedeiro definitivo. A infe¢do pode ser
adquirida através da ingestio de carnes mal cozinhadas contendo cistos, ou através da
ingestdo de oocistos por material contaminado com fezes de gato. Uma vez ingeridos, os
microrganismos encistam em varios tecidos, sobretudo no musculo, e permanecem em

estado de laténcia durante muitos anos ou durante toda a vida do hospedeiro'*.
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Em individuos imunocompetentes a infegdo é geralmente assintomética, podendo ocorrer
manifestagdes de tipo viral com linfadenopatia, febre baixa e mal-estar. Em individuos
imunodeprimidos, principalmente com SIDA, a infe¢do apresenta-se com envolvimento do
sistema nervoso central, resultando geralmente da reativagio de uma infegio latente'*.

A forma congénita da toxoplasmose ocorre quando a mae adquire a infe¢do durante a
gravidez. Quando ¢é adquirida durante o primeiro trimestre da gravidez as manifestagdes
clinicas sdo geralmente mais graves, podendo provocar microcefalia, hidrocefalia, ou mesmo
morte intrauterina. Infe¢des que ocorram numa fase mais adiantada da gravidez sdo
geralmente assintomdticas ao nascimento, mas meses ou anos mais tarde podem-se
manifestar por coriorretinite, atraso psicomotor ou desordens convulsivas. O diagndstico
seroldgico da toxoplasmose é por isso efetuado como rastreio pré-gestacional, como forma
de identificar as mulheres seronegativas que constituem uma populagdo de risco. Estas

mulheres devem ser vigiadas durante toda a gravidez'’.

Diagnéstico laboratorial

As IgM anti-toxoplasmose aparecem | a 2 semanas apds a infegdo, e em geral tornam-se
indetetdveis entre 6 a |12 meses. Este doseamento ¢ assim Util no diagnéstico de infegdes
agudas e congénitas. As IgG anti-toxoplasmose comegam a aumentar cerca de 4 a 7 dias
apos as IgM. Comegam a diminuir lentamente em cerca de 6 meses, e em geral verifica-se a
persisténcia de baixos titulos durante muitos anos'*.

Na mulher gravida, a toxoplasmose é confirmada pela presenga das IgM. Nestes casos o
teste da avidez das IgG torna-se Util para diferenciar infegdes recentes de infe¢des remotas,

uma vez que as IgM podem persistir pelo menos até 12 meses'.

7. Serologia de infegbes bacterianas

As provas seroldgicas permitem identificar os agentes etioldgicos associados a determinadas

infecdes bacterianas, através da detegdo de anticorpos no sangue do paciente dirigidos
;. ,re 4 . ;. ~ ,

contra bactérias especificas”. No Clinova estes testes serolégicos sao efetuados pelo método

de aglutinagio de particulas (Cap. I.1).

7.1. Febre tiféide e febre paratiféide

O agente etiologico da febre tiféide é a Salmonella typhi. A infe¢do é transmitida por via
fecal-oral, através de é4gua e alimentos contaminados, e os sintomas consistem em febre

crescente que atinge o pico a segunda semana, disturbios gastrointestinais e esplenomegalia*.
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7

A febre paratiféide é causada por salmonelas diferentes da S. typhi. E provocada pelos
serotipos A, B e C e apresenta um quadro clinico semelhante ao da febre tiféide, embora

mais leve. O diagnéstico é feito de forma semelhante.

Diagnéstico laboratorial

Os melhores métodos para o diagnéstico da febre tiféide incluem as hemoculturas na
primeira e segunda semanas da doenga, e as culturas de fezes na terceira e quarta semanas.
Além das culturas, podem ser efetuadas provas seroldgicas. Estas contribuem para o
diagnéstico de febre tiféide quando as hemoculturas e as coproculturas sio negativas™*.

Existem trés antigénios principais de Salmonella typhi: os antigénios H (flagelar), O
(somatico) e Vi (capsular). Os titulos de anticorpos contra os antigénios H e O constituem a
reacao de Widal, o teste utilizado no laboratério Clinova. Consiste em colocar diluigdes
de soro do doente em presenca dos antigénios e observar se ocorre aglutinagio™*.

Na febre tiféide aparecem no soro tanto aglutininas O como H, mas as primeiras surgem
em titulo muito mais elevado. Aparecem entre 7 a 10 dias apds o inicio da doenga, e os
titulos maximos s3o alcangados entre a terceira e a quarta semanas. Nos individuos nao
vacinados, ou nos vacinados ha mais de um ano, os titulos de 1:40 para o antigénio H e 1:80
para o antigénio O sio suspeitos, enquanto os titulos de 1:80 para o antigénio H e 1:160
para o antigénio O sdo definitivamente significativos. Todavia, a vacinagdo recente pode
provocar um aumento pronunciado nos titulos de antigénio O, H ou ambos. O antigénio O
€ mais significativo que o H para o diagnostico. Resultados falsos negativos podem ocorrer
devido a antibioterapia ou a amostras obtidas antes de o paciente ter alcangado o titulo

maximo, logo resultados negativos ou baixos titulos nio excluem o diagnéstico da doenga*.

7.2. Rickettsioses

As rickettsioses sao infe¢des provocadas por rickéttsias. Estes microrganismos assemelham-
se, até certo ponto, a pequenas bactérias. Possuem uma parede celular Gram-negativa e sao
inibidas por determinados antibiéticos. Sio microrganismos intracelulares obrigatérios que
apenas sdao transmitidos por artréopodes vetores que se alimentaram do sangue de um
paciente portador da doenga, e ndo por contacto pessoal'*.

As infegdes por riquétsias geralmente analisadas sao: tifo endémico, tifo murino, tifo rural,

febre maculosa das montanhas rochosas, febre Q e doenca da arranhadura do gato"4.

Diagnéstico laboratorial

Uma vez que nao existem meios artificiais de cultura para estes microrganismos, é preciso
efetuar a inoculagdo do material em embrides ou animais vivos. Assim, poucos laboratérios
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efetuam a cultura de riquétsias. Por conseguinte, as provas serolégicas substituem a cultura
como meio diagnéstico. O método utilizado no laboratério Clinova é a reagao de Weil-
Félix. Este teste de aglutinagdo em latex utiliza o facto de certas infe¢des provocadas por
riquétsias produzirem anticorpos que também reagem (ou sofrem reagdo cruzada) com
antigénios contidos nas estirpes de Proteus OX-19, OX-K e OX-2. Os anticorpos aparecem
entre 7 a 10 dias ap6s o inicio da doenga. A obtengao de titulos de 1:80 é suspeita, enquanto
de 1:160 é definitivamente significativo. Na tabela 7 apresentam-se as infe¢des por riquétsias
possiveis de ser diagnosticadas pela reagio de Weil-Félix'*.

A reagido de Weil-Félix possui no entanto sérias limitagdes. Em primeiro lugar obtém-se
um elevado numero de falsos positivos limitrofes. Uma vez que a reagdo depende do
antigénio de Proteus, é preciso afastar a possibilidade de infecdo das vias urinarias por este
microrganismo quando a prova é positiva. Em segundo lugar, cerca de dois tergos dos
pacientes com febre maculosa das montanhas rochosas apresentam reag¢des falso negativas.
Nesta doenca é por isso preferivel a utilizagio de outro método'*.

Tabela 7 — Infegdes por riquétsias detetéveis pela reagio de Weil-Félix"*.

Doenga Estirpe de Proteus Vetor Agente etiolégico
Tifo epidémico OX-19; OX-2 Piolho Rickettsia prowazekii
Tifo murino OX-19; OX-2 Pulga do rato Rickettsia mooseri
Tifo rural OX-K Acaro Orientia tsutsugamushi
Febre maculosa das OX-19; OX-2 Carrapato Rickettsia akari

montanhas rochosas

7.3. Brucelose

A brucelose é uma infegao causada por Brucella spp., pequenos cocobacilos Gram-negativos,
imoveis e aerdbios estritos. Sao parasitas intracelulares que infetam uma grande variedade
de espécies animais, incluindo o homem. As espécies B. melitensis, B. abortus, B. suis e B.
canis sao patogénios humanos. Os hospedeiros preferenciais sio a cabra e a ovelha para B.
melitensis, o gado para B. abortus, o porco para B. suis, e o cio para B. canis'.

A brucelose pode ocorrer por inalagio do microrganismo; por contacto direto com
material animal infetado; ou pela ingestdo de leite ou produtos licteos ndo pasteurizados,
originados de animais infetados. O fator de risco mais comum é o consumo de queijo de
cabra feito a partir de leite ndo pasteurizado. Os sinais e sintomas sao geralmente variaveis e
inespecificos, ocorrendo frequentemente febre, calafrios, mialgia e anorexia. A febre é
carateristicamente diurna e ondulante. Pode ainda ocorrer linfadenopatia e formagdo de

granulomas no figado, bago, osso, pulmio, trato geniturinirio e tecidos moles'.
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Diagnéstico laboratorial

A realizagdo de culturas de Brucella spp. é dificil e demorada. Os meios sélidos devem ser
incubados numa atmosfera contendo 5 a 10% de CO,, e os microrganismos apresentam
crescimento lento. Mesmo apoés 48 horas de incubagdo as coldnias podem ser dificeis de
visualizar. O serodiagnéstico adquire assim grande importancia'”. No laboratério Clinova
este é efetuado através da reagcao de Hudlesson.

A reagio de Hudlesson é uma prova de aglutinagdo em lamina. Consiste na pesquisa de
aglutinagdo de uma suspensdo de B. abortus mortas por diluicdes crescentes do soro em
estudo. O método pde em evidéncia anticorpos do tipo IgM, dando resultados positivos 10 a
I5 dias ap6s o inicio dos sinais clinicos; surge negativo apds o 6° més. E considerado positivo
numa taxa de pelo menos 1:80, mas pode apresentar falsos positivos devido a reatividade

cruzada com Francisella tularensis ou Vibrio cholerae, incluindo a vacina anti-colérica'?

7.4. Sifilis

O agente etiolégico da sifilis é a espiroqueta Treponema pallidum subsp. pallidum. A
transmissdao ocorre principalmente por contacto sexual, através do contacto direto com
lesdes ativas, podendo também ocorrer transmissdo vertical através da placenta'.

O curso da infecao pode ser dividido em varias fases. A fase primaria (sifilis primaria)
ocorre num periodo médio de 3 semanas, e manifesta-se pelo desenvolvimento de cancro
duro (Ulceras superficiais nos 6rgaos genitais externos). Esta lesio primdria nio ocorre no
entanto em todos os pacientes. O cancro cicatriza entre 2 a 8 semanas dando inicio a fase
secundaria (sifilis secundaria). Esta dura entre 2 a 12 semanas e é caracterizada pela
disseminagao pela corrente sanguinea e o envolvimento dos 6rgaos, com presen¢a de
sintomas constitucionais. A maioria dos pacientes apresenta erupgdo cutdnea que afeta
principalmente a palma das maos e a planta dos pés. Apos a resolugdo da fase secundéria a
infecdo entra num periodo de laténcia durante a qual o paciente nao apresenta sinais de
infecdo. Nos primeiros 4 anos podem ocorrer recidivas, principalmente no primeiro ano. Os
pacientes ndo tratados podem desenvolver sffilis tercidria, numa fase tardia que pode ir de
10 a 25 anos apds a fase primdria. As manifestagdes mais sérias envolvem o sistema

cardiovascular e o sistema nervoso central'.

Diagnéstico laboratorial

Uma vez que nao é possivel isolar o T. pallidum pelos meios de cultura habituais, a detegio é
normalmente efetuada por métodos imunolégicos'. No laboratério Clinova sio utilizados
dois métodos de aglutinagdo de particulas: o VDRL (Venereal Disease Research Laboratory)

e o TPHA (Treponema pallidum Hemagglutination Assay).
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O VDRL ¢é um teste ndo treponémico que deteta a presenc¢a de anticorpos (reaginas)
contra material lipoproteico de células danificadas, e contra cardiolipina de treponemas. O
reagente RPR (Rapid Plasma Reagin) utiliza uma mistura de lipoproteinas purificadas que
incluem cardiolipina, colesterol e lecitina, que vao reagir com as reaginas da amostra. A
presenca de particulas de carvao permite que a aglutinagdo seja observada sob a forma de
manchas pretas'.

Estes anticorpos geralmente ocorrem | a 4 semanas apdés o aparecimento do cancro
duro. Os titulos vio aumentando e permanecem elevados durante o primeiro ano, apés o
qual diminuem gradualmente, revertendo para negativo em 25% dos pacientes. Uma vez que
o teste ndo ¢ especifico, podem ocorrer falsos positivos em hepatites agudas, outras
infegdes virais, na gravidez, ou em doengas do tecido conjuntivo'.

O TPHA ¢é um teste semi-quantitativo de pesquisa dos anticorpos anti- Treponema
pallidum no soro humano por hemaglutinagio indireta. E baseado em eritrécitos
sensibilizados com antigénios de T. pallidum da estirpe Nichols, em que o contacto com
diluicdes crescentes da amostra permite avaliar o titulo dos anticorpos presentes. A
presenca de um extrato de Treponema de Reiter permite a absorgdo dos anticorpos
dirigidos contra treponemas niao patogénicos. Na presenga de anticorpos anti- 7. pallidum os
eritrécitos agregam, formando uma névoa sobre o pogo da microplaca'.

Os anticorpos especificos desenvolvem-se na sifilis primaria e pode ser detetados por
toda a vida do paciente. O TPHA é efetuado como teste confirmatério para resultados de

VDRL positivos, sendo considerado positivo um titulo de 1:80'7,

8. Reacio de Waller-Rose

O teste de Waller-Rose é um teste de aglutinagao em placa utilizado para a detegdo de
fatores reumatdides (FR) de classe IgM no soro humano. Os fatores reumatdides sdo
anticorpos dirigidos contra a por¢ao Fc da molécula de IgG. A produgio destes anticorpos
encontra-se associada a artrite reumatdide. Nao sdo no entanto especificos desta doenga,
podendo ocorrer em infegdes crénicas ou noutras condigdes inflamatérias sistémicas'*,

A reacio de Waller-Rose consiste na aglutinagdo de uma suspensdo estabilizada de
hemadcias de carneiro, sensibilizadas com y-globulinas de coelho anti-hemdcias de carneiro,
quando na presenga de FR existentes no soro do doente. A reagdo é positiva em 80% das

poliartrites reumatdides ap6s 2 anos de evolugdo®.

9. Imunoglobulina E total
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A hipersensibilidade de tipo |, que agrupa a anafilaxia e as doencgas atdpicas, caracteriza-se
por uma produgdo excessiva de imunoglobulinas do tipo E (IgE). Estas IgE sensibilizam os
mastocitos e os granulécitos baséfilos que, sob sua influéncia, rompem os granulos
libertando os mediadores implicados na reagao alérgica. A presenca de IgE constitui assim a
substancia chave como prova da presenca de sensibilizacio alérgica atépica™*.

Tipicamente sdo observados niveis consideravelmente elevados de IgE totais em
individuos com distUrbios alérgicos, como dermatite atépica e asma alérgica. No entanto,
taxas elevadas podem também ocorrer nas parasitoses, nos linfomas, na sarcoidose e em
certas doengas de imunodeficiéncia. O doseamento das IgE séricas totais constitui por isso

apenas um elemento de orientagio, devendo ser confrontado com os dados clinicos™*.

Conclusoes

A realizagdo do estdgio em andlises clinicas no laboratério Clinova possibilitou-me, além da
aquisicao de novos conhecimentos, aprofundar os conhecimentos tedricos que adquiri ao
longo do mestrado em andlises clinicas, e aplica-los a pratica laboratorial.

No que respeita a area da Microbiologia o estigio proporcionou-me a pratica de
sementeiras de produtos bioldgicos, a identificagio de agentes patogénicos e a interpretagao
dos respetivos antibiogramas. A observagio ao microscépio dos diversos produtos
biolégicos permitiu-me identificar células, bactérias e parasitas. Desta forma foi possivel
aplicar os conhecimentos da etiologia e patogénese dos microrganismos, adquiridos ao longo
do mestrado. Nesta sec¢do do laboratério apenas posso apontar como condicionante o
facto de ndo possuir uma camara de fluxo laminar, uma vez que trabalhar ao bico de Bunsen
constitui um maior risco para o operador.

Nas areas de Bioquimica, Hematologia e Imunologia este estagio foi uma mais valia, uma
vez que me permitiu trabalhar com diferentes analisadores, tomando conhecimento de
diferentes métodos de andlise e os seus fundamentos, e me possibilitou ganhar experiéncia
tanto a nivel de execugdo como de interpretagao e validagdo dos resultados. A interpretagao
dos resultados nestas areas requer frequentemente a avaliagio do processo do doente no
geral, incluindo resultados de vindas anteriores, e envolvendo para isso todas as outras
areas, o que constituiu um excelente desafio.

O laboratério Clinova, numa perspetiva de melhoria continua, apostou no
desenvolvimento de algumas medidas no sentido de melhorar a qualidade do servigo
fornecido. Nesse sentido foram implementados novos equipamentos, processo no qual tive a
oportunidade de participar ativamente.

Tanto o controlo de qualidade interno como a avaliagdo externa da qualidade provaram

ser uma ferramenta primordial na realizagdo de ensaios clinicos. Nesta vertente gostaria de
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deixar a sugestio de aquisicio de um programa informdtico de controlo de qualidade
interno. Este permitiria funcionar dentro de uma média mével de controlos mais apertada
em relagdo aos valores do fornecedor, aumentando a precisdao dos resultados.

A realizagdo deste estagio permitiu-me assim adquirir uma visdo global de um laboratério
de andlises clinicas e da sua aplicabilidade a clinica. Mostrou-me o papel primordial que o

Técnico Superior representa em todo o processo, tornando-me numa melhor profissional.
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ANEXO | -

no Clinova.
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Valores de referéncia das andlises hematolégicas efetuadas

Parametro Valores de
Intervalo Sexo
referéncia
Fibrinogénio (g/L) Todos Todos 1,5-4,5
Hemoglobina A, (%) Todos Todos <35
Hemoglobina F (%) Até 4 semanas Todos > 80,0
Até 5 meses Todos < 10,0
> 5 meses Todos <20
Hemograma
Eritrécitos (milhio/mm’) Até 3 anos Todos 3,6-52
3 a5anos Todos 3,7-57
5a 10 anos Todos 39-45
> 10 anos Feminino 40-54
> 10 anos Masculino 45-6,3
Hemoglobina (g/dL) Até 3 anos Todos 10,8 —-12,8
3 a5anos Todos 10,7 — 14,7
5a 10 anos Todos 11,0-15,0
> 10 anos Feminino 12,0-16,0
> 10 anos Masculino 14,0-18,0
Hematocrito (%) Todos Feminino 35,0-47,0
Todos Masculino 40,0 — 54,0
VGM (fL) Até 12 anos Todos 77,0-91,0
> |2 anos Todos 82,0 - 99,0
HGM (pg) Até 12 anos Todos 24,0 - 30,0
> 12 anos Todos 27,0 - 33,0
CHGM (g/dL) Até 12 anos Todos 33,0 - 38,0
> 12 anos Todos 32,0 - 36,0
RDW (%) Todos Todos <149
Leucdcitos (milhar/mm®) Até 2 anos Todos 6,0-17,0
2 a 4 anos Todos 55-155
2 a 6 anos Todos 50— 14,5
6 a 12 anos Todos 45-135
12 a 16 anos Todos 4,5-13,0
16 a I8 anos Todos 45-125
> |8 anos Todos 4,0-10,0
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Parametro Valores de
Intervalo Sexo
referéncia
Hemograma
Neutrdfilos (%) Até | ano Todos 17,0 - 60,0
> | ano Todos 40,0 — 60,0
Eosinofilos (%) Até | ano Todos 1,0-5,0
> | ano Todos 1,0-6,0
Basofilos (%) Todos Todos 0,0-2,0
Linfocitos (%) Até | ano Todos 20,0 -70,0
Até 12 anos Todos 25,0 - 50,0
> |2 anos Todos 20,0 — 45,0
Mondcitos (%) Até | ano Todos 1,0-11,0
Até 12 anos Todos 1,0-6,0
> |2 anos Todos 4,0-13,0
Reticulécitos (%) Todos Todos 05-20
Plaquetas (milhar/mm?’) Todos Todos 150,0 — 400,0
Tempo de Protrombina
Tempo (s) Todos Todos 10,4—-12,6
Taxa (%) Todos Todos 70,0 - 130,0
INR Todos Todos 1,0
TTPA (s) Todos Todos 22,7 -31,8
VS (mm/hora) Até 50 anos Feminino <250
> 50 anos Feminino < 30,0
Até 50 anos Masculino <150
> 50 anos Masculino <20,0
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ANEXO Il — Folha de resultados de um hemograma efetuado no Sysmex XT-
2000i.

WBC 7.25 [109/L] DIFF WBC/BASO

RBC 3.97 [1012/L] 3

HGB 115 [g/L] - -

HCT 32.4 [%]

MCV 81.6 [fL]

MCH 29.0 [pg]

MCHC 355 [g/L]

PLT 271 [109L]

RDW-SD 523 [fL]

RDW-CV  17.0 [%]

PDW 10.1 [fL]

MPV 9.2 [fL]

P-LCR  19.0 [%]

PCT 0.25 [%]

NEUT  5.65 [109L]

LYMPH 1.04 [1091]

MONO 0.46 [109/1]

EO 0.09 [10°/1]

BASO 0.01 [109/1]

RET 1.36 [%]

IRF 12.3 [%]

LFR 87.7 [%]

MFR 11.2 [%] )

HFR 1.1 [%] P

WBC IP Message(s)

RBC/RET IP Message(s)

PLT IP Message(s)

ANEXO Il -

Cromatograma de uma amostra patolégica, obtido no ADAMS

HA-8160, mostrando elevag¢io das hemoglobinas F e A, e presenga de
hemoglobina S ou C (S/C Window).

soloicleicioior HA-8160 VXXX selsisloioklosk

2001-03-15 19:04

MEAS No.OOO 1

HbAlc 4.6 <% HF 6.2

HbA1 8.9 <% HA2 5.9
Sec Area

P1 10 1131

P2 15 510

P3 F 24 3541

P4 L-Alc 44 596

P5 s-Alc 69 1736

P6 A0 150 34011

P7 A2 194 3398

P8 S/C Window 223 12187

Total 57110

PORT No.0001

Yo
Yo

%
3.0
1.3
6.2
1.6
4.6

59.6
5.9
21.3
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ANEXO IV - Valores de referéncia das anilises imunolégicas efetuadas
no Clinova.
Parimetro Sexo Valores de referéncia
a-fetoproteina (Ul/mL) Todos <70
B-hCG (mUI/mL) Todos < 10,0
Gravidas

0,2-1 semana 5,0 - 50,0

-2 semanas 50,0 — 500,0

2-3 semanas 100,0 — 5.000,0

3—4 semanas 500,0 — 10.000,0

4-5 semanas
5—6 semanas

6—8 semanas

1000,0 — 50.000,0
10.000,0 — 100.000,0
15.000,0 — 200.000,0

2-3 meses 10.000,0 — 100.000,0
Ac antiperoxidase (Ul/mL) Todos <350
Ac antitiroglobulina (Ul/mL) Todos < 40,0
Acido félico (ng/mL) Todos >54
CA 125 (U/mL) Todos < 30,2
CA 15-3 (U/mL) Todos <30,0
CA 19-9 (U/mL) Todos <330
CEA (ng/mL) Todos N3io fumadores: < 4,6
Fumadores: < 10,0
Estradiol (pg/mL) Feminino

Fase folicular < 160,0
Ovulagio 34,0 — 400,0
Fase luteinica 27,0 — 246,0
Menopausa <90,0
Masculino < 56,0
Ferritina (ng/mL) Feminino 10,0 -291,0
Masculino 22,0 - 322,0
FSH (mUl/mL) Feminino
Fase folicular 25-10,2
Ovulagio 34-334
Fase luteinica 1,5-91
Menopausa 23,0-116,3
Masculino 1,4-18,1
Parimetro Sexo Valores de referéncia
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IgE total (Ul/mL) Todos
Até | ano <29,0
| —2 anos <49,0
2 — 3 anos <45,0
3 -9 anos <52,0
> 9 anos <87,0
LH (mUl/mL) Feminino
Fase folicular 1,9-125
Ovulagio 8,7-76,3
Fase luteinica 05-169
Menopausa 15,9 -54,0
Masculino 1,5-93
Paratormona (pg/mL) Todos 14,0 -72,0
Progesterona (ng/mL) Feminino
Fase folicular 0,15 - 1,46
Ovulagio 0,48 — 1,72
Fase luteinica 4,44 - 28,0
Menopausa <073
Masculino 0,28 — 1,22
Prolactina (ng/mL) Feminino 2,8-29,5
Masculino 2,1 -17,7
PSA livre/PSA total (razdo) Masculino > 0,13 em individuos saudaveis
e com bom prognéstico
PSA total (ng/mL) Masculino <40
T; total (nmol/L) Todos 1,3-2,6
T; livre (pmol/L) Todos 2,76 — 6,45
T, total (nmol/L) Todos 58,0-161,0
T, livre (pmol/L) Todos 11,5-22,7
Testosterona plasmatica (ng/mL) Feminino 0,1 - 0,9
Masculino 3,0-106
Tiroglobulina (ng/mL) Todos 0,73 - 84,0
TSH (mcUl/mL) Todos 04-40
Vitamina B, (pg/mL) Todos 211,0-911,0
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ANEXO V - Valores de referéncia da serologia de infe¢des viricas e

parasitarias efetuadas no Clinova.

Citomegalovirus

IgG (IU/mL) Negativo <09
Equivoco >09e<1,l
Positivo > |,
IgM (IU/mL) Negativo <09
Equivoco >09e<|,l
Positivo > 1,1
Interpretacdo 1gG (-) IgM (+) Estado precoce
IgG (+) I1gM (+) Infecdo recente
IgG (+) I1gM (-) Imune
1gG (-) 1gM (-) Suscetivel
HAV
IgG (mIU/mL) Negativo <20,0
Positivo >20,0
IgM (indice) Negativo <0,80
Equivoco >0,80 e < 1,20
Positivo > 1,20
HBV
AgHBe (indice) Negativo <0l
Positivo >0,l1
Anti-HBe (indice) Negativo >0,5
Equivoco >0,4e<0,5
Positivo <04
AgHBs (indice) Negativo <1,0
Positivo > 1,0
Anti-HBs (mlU/mL) Negativo <10
Positivo > 10
Anti-HBc total (indice) Negativo <0,85
Equivoco >0,85e<1,I5
Positivo > 1,15
Anti-HBc IgM (PEIU/mL) Negativo <5
Equivoco >5e< 10
Positivo > 10
HCV (U/mL) Positivo > 1,0
HIV (indice) Positivo > 1,0
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Rubéola

IgG (IU/mL) Negativo <50
Equivoco >50e<10,0
Positivo > 10,0

IgM (IU/mL) Negativo <09
Positivo > |,

Interpretacdo 1gG (-) IgM (+) Estado precoce
IgG (+) I1gM (+) Infecdo recente
IgG (+) I1gM (-) Imune
1gG (-) 1gM (-) Suscetivel

Toxoplasmose

IgG (IU/mL) Negativo <6,5
Equivoco >6,5e<8,0
Positivo > 8,0

IgM (IU/mL) Negativo <09
Positivo > 1,1

Interpretacdo 1gG (-) IgM (+) Estado precoce
IgG (+) I1gM (+) Infecdo recente
IgG (+) I1gM (-) Imune
1gG (-) 1gM (-) Suscetivel
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