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RESUMO

O presente relatério refere-se ao estdgio realizado no Laboratério de Anilises
Clinicas do Centro de Saude Militar de Coimbra, no ambito do Mestrado em Analises
Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra. Nele refere-se a importancia
das andlises clinicas no diagnéstico e monitorizagao das doengas, assim como dos controlos
de qualidade para a fiabilidade dos resultados. Ao longo do relatorio sao descritas,
pormenorizadamente, todas as metodologias utilizadas nas dareas de hematologia e
imunologia, havendo uma breve enumeragao dos procedimentos existentes nos sectores da

bioquimica e microbiologia.

ABSTRACT

This report refers to traineeship at the Laboratorio de Analises Clinicas do Centro
de Saude Militar de Coimbra, under the Master in Clinical Analysis of Faculdade de Farmacia
da Universidade de Coimbra. It refers to the importance of clinical analyses in diagnosis and
monitoring of diseases, as well as the quality control for the reliability of the results.
Throughout the report are described in detail all the methodologies used in the fields of
hematology and immunology, with a brief listing existing procedures in biochemistry and

microbiology sectors.
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I. INTRODUCAO

Este relatério é referente ao estagio decorrido no Laboratério de Analises Clinicas
do Centro de Salde Militar de Coimbra (LACCSMC), tendo inicio em Dezembro de 2015 e
término em Maio de 2016, no ambito do Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de
Farmécia da Universidade de Coimbra, tendo sido orientado pelo Dr. Mério Joio Roque. E
de realcar que este local tem particular importancia para toda a comunidade militar, assim
como para os seus familiares, quer na prevengao, no diagnostico ou no controlo das

patologias.

O estigio teve como objectivo a aquisicio de competéncias tedricas e técnicas
relativas as actividades desenvolvidas num laboratério de Analises Clinicas, desde o
atendimento dos utentes e a colheita/recep¢ao das amostras até a validagao dos resultados,

passando pela execugao das diferentes analises.

Adquiri novos conhecimentos no que respeita aos processos de calibragao, controlo,
operagao e manutengao dos diversos equipamentos existentes no laboratério, tornando-me

autonoma nos respectivos procedimentos e nas técnicas utilizadas.

Estruturalmente, o relatério esta dividido em quatro partes principais: controlos de
qualidade e calibragao, descrigao do laboratorio, Hematologia e Imunologia. Inicialmente, irei
mencionar a importancia dos controlos de qualidade (internos e externos) e das calibragoes
dos equipamentos para que se verifique sempre a fiabilidade dos resultados. Depois, farei
uma breve descricao do local do estagio. Posteriormente, irei abordar os sectores da
hematologia, imunologia, bioquimica e microbiologia. Uma vez que nos foi pedido que
escolhéssemos duas das quatro valéncias para aprofundar os conhecimentos, irei focar-me
na descricio dos procedimentos e das técnicas utilizadas na Hematologia e Imunologia,
tentando sempre enquadrar os contelidos com o diagndstico das respectivas patologias.
Também menciono alguns casos clinicos, que ilustram conhecimentos mencionados

anteriormente.
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2. CARACTERIZACAO DO LOCAL DO ESTAGIO

O Estagio teve lugar no Laboratério de Andlises Clinicas do Centro de Saude Militar
de Coimbra. Este servico é composto por uma sala de espera, uma recepgao/secretaria, uma
sala de colheitas e pelos sectores de Hematologia, Bioquimica/lmunologia e Microbiologia. A
recepgao/secretaria € onde existe o primeiro contacto com o paciente. Aqui, a cada utente é
atribuido um numero diferente e, consoante a requisi¢ao feita pelo médico, sao impressos
os codigos de barras que serao lidos pelos varios aparelhos, nas diferentes valéncias. O
volume de amostras é de cerca de 30-40 por dia, exceptuando aqueles em que ha
Aprontamentos ou Provas de Aptidao Fisica, que podem ultrapassar a média em 60
unidades. Na sala de colheitas sao feitas as colheitas sanguineas (o tubo escolhido depende
dos parametros a analisar). Também la s3do recebidas todas as amostras biologicas
provenientes de colheitas no exterior, como, por exemplo, urina (seja para exame sumario
e/ou bacteriologico, para determinagao da albumina de baixa concentragao (amostra de 24h)
ou para pesquisa de drogas de abuso), raspados de unhas, pele, exsudados purulentos,
esperma e zaragatoas contendo material biologico (ver Anexo l), tendo em conta que todas
as condigoes de transporte e conservagao sao respeitadas. Neste espaco, cada amostra €
identificada com o respectivo cddigo de barras e, posteriormente, é transportada para a

correspondente area de andlise.

Na Tabela | estao enumerados os equipamentos existentes no laboratério, por

sector, assim como as técnicas respectivas e as funcionalidades:
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Tabela I: Equipamentos existentes no LACCSMC, com as técnicas respectivas

Técnica Funcionalidade
CEL-DYN! Ruby da
Citometria de Fluxo Hemograma
Abbott Diagnostics

Determinagao da

ADAMS A, ® HA-8160 da Cromatografia Liquida de Alta
ARKRAY Pressao (HPLC)

Hemoglobina Glicada

(HbAc)
BIOQUIMICA /
IMUNOLOGIA

Analise de parametros

miniVidas® da bioMérieux Imunoensaios
Imunoldgicos

URIT, Uritest-300 Espectrofotometria Analise da Urina tipo Il

Tratamento e
A manipulagao de
Camara de Fluxo Laminar ——
amostras em ambiente

asséptico
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3. CONTROLO DE QUALIDADE E CALIBRAGAO

O controlo de qualidade é o processo estatistico utilizado para a monitorizagao e
avaliagado dos métodos analiticos que produzem os resultados. A qualidade deve estar
presente desde a colheita até a obtengao do resultado (fases pré-analitica, analitica e pos-

analitica).

Para garantir que todos os resultados sao fidedignos, ha que realizar controlos de
qualidade internos e externos, tendo como finalidade saber se os resultados do laboratério
sao reais. Para a avaliagao dos mesmos, sao usados os conhecimentos das cartas de Levey-

Jennings.

Os controlos de qualidade internos caracterizam-se por serem os procedimentos do
laboratério que permitem a avaliagao da precisao dos resultados das analises do laboratorio,
quando estas sao executadas. Estes controlos podem ser didrios ou semanais, dependendo
do equipamento e teste em questao, e sao constituidos por dois ou trés niveis (um controlo
normal e um ou dois patolégicos (nivel | e/ou 2)). O controlo da qualidade interno permite
a reducio da imprecisio e é sempre analisado quando um kit ou lote novos sio utilizados. E
importante que os controlos sejam analisados nas mesmas condi¢goes que as das amostras,
para haver validagao analitica dos resultados dos pacientes. Os resultados dos controlos

podem ser estudados numérica ou graficamente.

Relativamente aos controlos de qualidade externos, estes sao importantes porque o
laboratério analisa amostras com valores desconhecidos, provenientes de entidades externas
acreditadas, permitindo avaliar a exactidao dos resultados. No caso do LACCSMC, o
programa de controlo externo da qualidade é elaborado em parceria com o Instituto
Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge, recorrendo ao RIQAS (Randox International Quality
Assessment). Estes controlos executam-se quinzenalmente ou mensalmente, sendo os
resultados enviados para a entidade competente. O programa de controlo de qualidade
externo permite também comparar os resultados com os de outros laboratérios (com as
mesmas tecnologias e reagentes), valorizando, assim, a exactidao do laboratoério (Livro

Explicativo do PNAEQ, 2016).

Tao importante quanto a qualidade é a calibragao. A calibragao possibilita o ajuste aos
valores reais das anadlises, obtendo-se uma recta de calibragao. Realiza-se sempre que ha
mudanca do lote e quando os valores referentes aos controlos de qualidade nao estio

adequados.
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4. HEMATOLOGIA

A Hematologia é a area da ciéncia que estuda o sangue e as patologias a ele
associadas. Neste sector avaliam-se qualitativa e quantitativamente os elementos presentes
no sangue periférico (eritrocitos (RBC), leucécitos (WBC), plaquetas (PLQ) e reticulocitos).
Também se estuda a hemostase (através da determinacao dos tempos de coagulagao),
quantifica a hemoglobina glicada e determina a velocidade de sedimentagao eritrocitaria.

Igualmente neste sector se determina o grupo sanguineo, pelo sistema ABO.

Neste sector tive a oportunidade de realizar todo o tipo de tarefas, desde a
manipulagao dos equipamentos, realizacao de esfregagos sanguineos, sua coloragao e
observagao microscopica dos elementos presentes no sangue até a realizagio dos
procedimentos referentes ao controlo de qualidade, assim como a manutengao dos

aparelhos.

A execucado técnica e a interpretagao dos resultados sao efectuadas por pessoal com
formacao especifica, mas sempre sujeitas a validagao pelo Director Técnico e Responsavel

pelo Laboratério.

4.1. SANGUE E SUA CONSTITUICAO

O sangue é formado pelo plasma (cerca de 60%) e pelos elementos celulares

leucocitos, eritrocitos e plaquetas (aproximadamente 40%).

O plasma corresponde a parte liquida do sangue e € constituido, essencialmente, por
agua, glicose, lipidos, proteinas e sais. Os leucocitos tém um papel importante na resposta
imunolégica, como referido mais a frente no capitulo da Imunologia. Os eritrocitos nao
possuem nucleo e, devido a sua forma de disco biconcavo, sao muito flexiveis e conseguem
facilmente atravessar os vasos sanguineos. Contém hemoglobina, uma proteina composta
por quatro subunidades, cada uma com um grupo heme ligado a globina. Dependendo das
caracteristicas das cadeias polipeptidicas, as subunidades da hemoglobina podem ser do tipo
a, B, ® ou y. Um individuo saudavel possui cerca de 96% de hemoglobina do tipo A, ou seja,
duas cadeias sd3o d e duas sio [3; também podem ser encontradas as hemoglobinas do tipo F
(Hb F) (duas cadeias a e duas Y) e do tipo A, (Hb A,) (duas a e duas ) . No centro da
estrutura da hemoglobina ha um iio de Ferro (no estado ferroso Fe), que, por sua vez, se
vai ligar ao oxigénio, trocando-o pelo didéxido de carbono, promovendo, assim, a oxigenagao

5
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do sangue. As plaquetas sao fragmentos celulares irregulares e estao envolvidas nos

processos de coagulagao, como veremos mais a frente.

Os constituintes do sangue sao responsaveis, principalmente, pelo transporte de
oxigénio e nutrientes aos diferentes tecidos do organismo, pela formagao de coagulos para
impedir uma perda excessiva de sangue (aquando de uma hemorragia, por exemplo), pelo
transporte de células e anticorpos para o combate as infec¢oes e de produtos do
metabolismo para os rins e figado, que irao filtrar o sangue, além de assegurar a circulagao
de mensageiros quimicos (como hormonas) e proteinas que auxiliam no processo de
manutenc¢ao do equilibrio hidroelectrolitico (AMERICAN SOCIETY OF HEMATOLOGY;
DEAN, 2005).

4.2. HEMATOPOIESE

A hematopoiese é o processo que envolve a formagao e maturagao das células
sanguineas. No feto, o figado e o bago sao os principais 6rgaos hematopoiéticos, assim como
a placenta. A partir dos seis meses de gestagao e até aos primeiros anos de vida, a medula de
praticamente todos os ossos € a unica responsavel pelo desenvolvimento das células
sanguineas. Devido a progressiva deposicao de adipocitos, com consequente diminuigao da
hematopoiese, na idade adulta, é essencialmente a medula do esterno e dos ossos longos
(fémur e Umero) que desempenha esta fungao; em situagao de doenga, também alguns
orgaos pertencentes ao sistema imunitario, como o bago e os ginglios linfaticos, participam

na hematopoiese extramedular (HOFFBRAND, 2016).

Na medula 6ssea existem células precursoras de todos os tipos de células sanguineas,
as células estaminais multipotentes, que sao capazes de se dividir e originar células-filhas
semelhantes as células-maes ou células estaminais monopotentes (mieldides ou linféides). Os
factores de transcricao induzem a sintese das proteinas especificas de cada linhagem. Os
factores de crescimento regulam a proliferacio e diferenciacao das células progenitoras
hematopoiéticas em células sanguineas maduras, assim como previnem a apoptose. As
células desenvolvem-se na medula (ou no timo, no caso dos linfocitos T), e, apds maturagao,
passam para o espaco sinusal, para a microcirculagao medular e, finalmente, para a circulagao
periférica. Num individuo saudavel, apenas as células diferenciadas ou os elementos delas

resultantes se encontram em circulagao.
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A hematopoiese engloba cinco linhagens distintas: mielopoiese, monopoiese,
megacariopoiese, eritropoiese e linfopoiese, que correspondem, respectivamente, a
diferenciagao dos mieldcitos (ou granulécitos), dos monocitos, das plaquetas, dos eritrocitos

e dos linfocitos (HOFFBRAND, 2016).

) MIELOPOIESE

O processo de formagao dos granulocitos (ou polinucleares) inicia-se com o
mieloblasto, célula imatura com uma elevada relagao nucleo/citoplasma, que possui nucléolos
visiveis e citoplasma escasso e basofilo. Esta célula constitui menos de 5% dos elementos
nucleados da medula o6ssea. O mieloblasto torna-se hipergranular, com os granulos
primarios em cima e fora do nucleo, e o citoplasma mais abundante, dando origem ao
promielocito. Este diferencia-se em mielocito, cujo nucleo é redondo e excéntrico e nao
possui nucléolos. O mieldcito pode ser basofilo, neutrofilo ou eosindfilo, dependendo dos
granulos especificos ou secundarios presentes no citoplasma (um pouco mais abundante).
Estes granulos sao de forma e tamanho variados no mielocito baséfilo, pequenos, finos e
dispersos no neutrofilo e esféricos e de contorno nitido no eosindfilo. A proxima célula
deste processo € o metamielocito (basoéfilo, neutrofilo ou eosindfilo), cujo nucleo reniforme
comeca a sofrer maturagao, originando o granulocito com nucleo em bastao (uma pequena
quantidade pode passar para o sangue). Finalmente, ocorre a segmentagao nuclear, gerando
polimorfonucleares basofilos, neutrofilos e eosindfilos, com, respectivamente, trés, trés a
cinco e dois Iébulos, que passam para a circulagao periférica. A mielopoiese dura cerca de
oito a dez dias (CADERNO DE FARMACIA, 2013; HOFFBRAND, 2016; KHANNA-

GUPTA, 2013). Na Figura | estao identificadas as células acima referidas.
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Figura |: Células que constituem a linhagem granulocitica (adaptado de CELLAVISION).

b) MONOPOIESE

A monopoiese tem inicio no monoblasto, célula com nucleo oval, excéntrico, com
um ou dois nucléolos e um citoplasma baséfilo e sem granulos. Esta da origem ao
promonocito, que apresenta um nucleo irregular, podendo ter ou nao nucléolos, e um
citoplasma com granulos finos. Por sua vez, o promonécito diferencia-se em monédcito, com
o nucleo oval ou reniforme, sem nucléolos e com ou sem vacuolos no citoplasma, que atinge
a circulacao periférica (HOFFBRAND, 2016; KHANNA-GUPTA, 2013). Na Figura 2

encontram-se as células citadas.
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Monoblasto Promonocito Mondcito

Figura 2: Células caracteristicas da linhagem monocitica (adaptado de CELLAVISION).
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c) MEGACARIOPOIESE (OU TROMBOCITOPOIESE)

O megacarioblasto é a célula progenitora da megacariopoiese. Esta vai originar o
megacariocito, uma célula grande, polipléide e, essencialmente, reside na medula éssea. Sofre
alteragoes a nivel da capacidade de diferenciagao, do tamanho (que aumenta devido ao facto
de ocorrerem divisoes sucessivas do nucleo sem divisao do citoplasma, facto conhecido
como endomitose), do conteludo nuclear e emerge também a biogénese de organelos, o
desenvolvimento membranar e o rearranjo do citosqueleto. As plaquetas (ou trombocitos)
formam-se quando ha fragmentagao do citoplasma (cada megacariocito pode originar entre
4000 e 5000 plaquetas) e, na circulagao periférica, duram cerca de 10 dias. O principal
regulador da formagao de plaquetas é a trombopoietina, produzida no figado (CANTOR,

2013). Na Figura 3 estao representadas as células acima mencionadas.

4,
'

Megacarioblasto Megacariocito Plaquetas

Figura 3: Células correspondentes a megacariopoiese (adaptado de CELLAVISION).

a) ERITROPOIESE

O conjunto dos eritrocitos e seus precursores designa-se eritrao e, na medula ossea,
representam entre 10 e 20% dos elementos nucleados. Para que a eritropoiese ocorra com
normalidade, é necessario que a medula 6ssea disponha de quantidades adequadas de ferro,
vitamina Bl2 e acido folico. Devido ao estimulo provocado pela eritropoietina (uma
hormona formada a nivel renal) e outros factores, a célula estaminal mieldide inicia o
processo de proliferagao e diferenciagao da série vermelha. O precursor eritréide é o
proeritroblasto (ou pronormoblasto). Esta célula apresenta uma elevada relagao
nucleo/citoplasma, basofilia citoplasmatica (correspondente aos ribossomas), nucléolos
semelhantes e nucleo central. Apds sofrer 4 mitoses, originara 16 eritrocitos. Depois de

perder os vacuolos, a célula passa a designar-se eritroblasto basofilo. Posteriormente, vai
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ocorrer condensagao da cromatina e degradagao de acido desoxirribonucleico (DNA) e
acido ribonucleico (RNA), devido a diminuigao da actividade nuclear; a entrada de ferro e a
participagao de varias enzimas € fundamental para a formagao de hemoglobina, conferindo a
célula, agora chamada eritroblasto policromatico, um citoplasma acidofilo. Esta célula da
origem ao eritroblasto ortocromatico, cujo nucleo picnético tende a aproximar-se da
membrana citoplasmatica. O reticulocito (ou eritrocito policromatico) é o elemento
seguinte do processo de maturagao eritrocitaria; nao possui nucleo, o citoplasma é
policromatofilo e  apresenta  filamentos de RNA  (HOFFBRAND, 2016;
PAPAYANNOPOULOU, 2013). Na Figura 4 estao representados alguns reticulocitos.

Figura 4: Esfregaco sanguineo contendo reticulé6citos, corados pelo azul de Metileno (adaptado
de CELLAVISION).

O eritrocito (formado a partir do reticuldcito, ao fim de 24 horas) € o ultimo
elemento da maturagao da série vermelha e apresenta uma forma de disco biconcavo. Possui
viscoelasticidade, caracteristica que lhe permite atravessar facilmente os capilares
sanguineos, uma relagao area/volume constante e uma duragao média de vida de 120 dias. A
eritropoiese dura entre cinco e oito dias; no entanto, este processo pode ser acelerado se
as circunstancias assim o exigirem, como, por exemplo numa situagao de hemorragia, com
consequente perda de eritrécitos (HOFFBRAND, 2016). Na Figura 5 estao identificadas

todas as células envolvidas na eritropoiese.
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Figura 5: Células que constituem a linhagem eritréide (adaptado de CELLAVISION).

e) LINFOPOIESE

A linfopoiese é o processo pelo qual se formam os linfocitos B, T e NK (“Natural
Killer”). A célula estaminal linfoide da origem a um linfoblasto, célula com um nucleo
redondo ou oval, com nucléolos, e citoplasma basdfilo, sem granulos. Os linfoblastos da
linhagem T seguem para o timo, onde vao sofrer todo o processo de diferenciagao; os da
linhagem B maturam na medula ossea e, posteriormente, sao langados na circulagao
periférica e transportados para os 6rgaos linfoéides secundarios, como as amigdalas, bago e
ganglios linfaticos; os da linhagem NK permanecem na medula e la completam a sua
maturagao. O linfoblasto, por sua vez, gera o pro-linfocito, muito semelhante a célula
anterior, que pode conter ou nao nucléolos. O pré-linfécito origina o linfocito, que € uma
célula pequena com o nucleo ovalado (cromatina densa dentro de uma membrana nuclear
fina) e citoplasma azul claro. Os linfécitos T, no timo, diferenciam-se em T-auxiliares, T-
supressores e T-citotoxicos. Representam entre 65 e 75% dos linfocitos presentes no
sangue e, visualmente, nao se distinguem dos B. Os linfocitos B, quando entram em contacto
com um determinado antigénio, sdo activados e, apos sofrerem expansao clonal, originam
plasmécitos (que produzem anticorpos) e linfocitos B de memoéria. Morfologicamente, o
linfocito activado é uma célula de grandes dimensdes, de citoplasma abundante e

microvacuolizado, com condensagao da basofilia na periferia; o nucleo pode apresentar
11
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formas variadas, ser excéntrico e possuir nucléolos. O plasmocito possui um nucleo
redondo e excéntrico, apresenta um halo perinuclear e citoplasma fortemente basoéfilo. Os
linfocitos B correspondem a cerca de 5-10% dos linfocitos sanguineos, enquanto os NK
rondam os 10-15% (HOFFBRAND, 2016). Na Figura 6 estao representadas as células acima

referidas.

W
€

D ¢ )

Linfoblasto Prolinfdcito Linfocito Linfocito Plasmocito

Activado

Figura 6: Células correspondentes a linhagem linfocitica (adaptado de CELLAVISION).

Na Figura 7 esta esquematizado, resumidamente, o processo de diferenciacao das

células hematopoiéticas.
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Figura 7: Diferenciacdo das Células Hematopoiéticas (adaptado de University of Minnesota,
Hematography®).
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4.3. CEL-DYN°® Ruby da Abbott Diagnostics

O CELL-DYN® Ruby da Abbott Diagnostics é um contador hematoldgico
automatizado. Para a contagem de eritrécitos e plaquetas é utilizado o método de
impedancia, isto €, cada particula (o facto de possuirem uma membrana lipidica impede-as de
conduzir adequadamente electricidade), ao passar através de uma pequena abertura, causa
uma mudancga na resisténcia eléctrica da solugao salina na qual estao suspensas; este impulso
€ detectado (a impedancia eléctrica aumenta proporcionalmente com o tamanho da
particula), amplificado e registado. A determinagdo da hemoglobina realiza-se por
espectrofotometria: as hemacias sao lisadas e a concentragao de hemoglobina é quantificada
a 540 nm. Para a contagem dos globulos brancos este aparelho utiliza a tecnologia MAPSS
(Multi-Angle Polarized Scatter Separation), recorrendo a citometria de fluxo. Este
equipamento € constituido por varios componentes: sistema hidraulico (que proporciona a
circulagao de um fluxo continuo monocelular), luz laser (no qual ha um laser de radiagao
monocromatica que, ao incidir em cada leucocito em suspensao, vai provocar dispersao da
luz segundo diferentes angulos), sistema optico e electrénico (que recolhe a radiagao
dispersada) e sistema informatico (responsavel pelo processamento dos dados). A amostra
com leucocitos € injectada por fluxo laminar, de forma a que as células se alinhem e passem
através de um laser, ocorrendo dispersao da luz a diferentes angulos (os eritrocitos nao
interferem com esta contagem porque absorvem agua do reagente shealth, ficando com o
mesmo indice de refrac¢ao deste e tornando-se invisiveis ao laser). A intensidade da luz
refractada é medida a 0° (informa sobre o volume celular), a 10° (indica a complexidade da

estrutura celular) e a 90° (medicdo da granularidade interna e do nimero de I6bulos).

Deste modo, o Cell-Dyn Ruby permite uma analise rapida de uma grande quantidade
de amostras e o estudo individual de cada particula. O hemograma é o exame complementar
de diagnodstico mais solicitado fornecido por este aparelho. A contagem de reticulocitos

também é efectuada pelo Cell-Dyn Ruby (COSTA, 1996; SHAPIRO, 2003).

4.3.1. HEMOGRAMA

O hemograma permite o estudo da fungao hematopoiética, uma vez que compreende
a contagem das células presentes no sangue periférico (eritrocitos, leucocitos e plaquetas), a

contagem diferencial dos globulos brancos e o calculo dos indices hematimétricos.
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O eritrograma corresponde a por¢ao do hemograma que analisa a série vermelha,
podendo mostrar alteragoes patoldgicas desta linhagem celular, como por exemplo, no caso

das anemias. Os pardmetros eritrocitarios avaliados sao os seguintes:

e Contagem de Gloébulos Vermelhos: nimero de particulas

presentes em cada unidade de volume de sangue total, expressa em 10°/pL.

e Concentracao de Hemoglobina: massa de hemoglobina presente

em cada unidade de volume de sangue, expressa em g/dL.

e Hematoécrito: percentagem do volume dos eritrocitos no volume

total de sangue. Este valor depende, maioritariamente, do numero, forma e tamanho dos

eritrocitos.

¢ Volume Corpuscular (ou Globular) Médio: volume médio dos

globulos vermelhos, expresso em fL. Este indice hematimétrico é importante para classificar

as anemias em microciticas, hormociticas ou macrociticas.

¢ Hemoglobina Corpuscular (ou Globular) Média: massa de

hemoglobina presente, em média, em cada eritrocito, expressa em pg. Da andlise deste
parametro pode-se referir se ha hipocromia, normocromia ou hipercromia, dependendo se

o valor esta diminuido, normal ou aumentado, respectivamente.

e Concentracao Média da Hemoglobina Corpuscular: massa de

hemoglobina, em média, que ocupa cada eritrécito, expressa em g/dL.

e Distribuicio do diametro dos Eritrécitos (RDW): percentagem

de variagao dos volumes das hemacias. Este indice representa a anisocitose eritrocitaria, ou

seja, a variagao do tamanho dos glébulos vermelhos.

O leucograma compreende a anilise diferencial da série leucocitaria, isto €, sao

avaliados o nimero e a percentagem de Neutréfilos, Linfocitos, Mondcitos, Eosinéfilos

e Basofilos, assim como o total dos leucécitos, por unidade de volume de sangue
(expressos em 10’/L e %, respectivamente). Este estudo é necessirio para despistar
eventuais anormalidades nesta linhagem celular, tal como uma simples inversao de formula

(maior percentagem de linfocitos do que de neutrdfilos).

Também no hemograma estao registados a contagem de Plaquetas, por unidade de

volume de sangue (expressa em 10°/L), e o volume plaquetar médio (HENRY, 1999).

14



Relatério de Estagio - Mestrado em Analises Clinicas

Os valores de referéncia de um adulto para os parametros acima referidos

encontram-se no Anexo Il.

No que respeita as alteragdes no hemograma, as mais frequentes sao inversoes de

formula (IF), diminuicao da concentragao de Hb (anemia) e nimero reduzido de plaquetas.

Na Figura 8 esta representado o software do Cell-Dyn, onde sio visiveis os
parametros hematologicos e os graficos referentes ao tamanho/complexidade e
granularidade/lobularidade leucocitarias e a distribui¢io dos tamanhos dos eritrocitos e das

plaquetas.
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Figura 8: Software do CELL-DYN® Ruby da Abbott Diagnostics.

4.3.2. CONTAGEM DE RETICULOCITOS

A quantificagao de reticuldcitos é particularmente importante quando a concentragao
de hemoglobina no sangue esta diminuida (anemia). Se o valor obtido for superior ao de
referéncia, significa que a medula esta a aumentar a produgao da série vermelha, para
compensar a perda que esta a ocorrer, quer seja devido a hemdlise ou a perda de sangue.

Se, por outro lado, a concentragao de reticulocitos estiver diminuida, entao indica que a
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medula 6ssea nao esta a formar hemacias suficientes ou nao esta a responder aos estimulos

provocados pela eritropoietina (HOFFBRAND, 2016).

44. CITOLOGIA

A citologia é o estudo morfoldgico das células de um determinado tecido; neste caso,
analisam-se os elementos celulares presentes no sangue periférico. Esta avaliagio ¢é
particularmente importante, pois confirma os resultados fornecidos pelos analisadores
automaticos e auxilia no prognostico e diagnostico clinicos. A citologia apresenta um baixo
custo para o laboratério, € uma andlise relativamente rapida e oferece eficacia nos
resultados, uma vez que possibilita a distingao entre infecgoes, inflamagoes e doengas

proliferativas e neoplasicas.

A técnica de coloragao maioritariamente utilizada para corar esfregagos de sangue
periférico é a de May Griinwald — Giemsa, permitindo a visualizagao de todos os elementos
sanguineos presentes. Esta mistura de corantes cora os eritrocitos, as plaquetas e os nucleos
e citoplasmas dos glébulos brancos de tons avermelhados (quando acidos) ou azulados
(quando basicos). A coloracao de May Grinwald — Giemsa também é usada para corar

esfregagos de medula 6ssea (GRACA, 2007; PIATON, 2015).

4.4.1. CRITERIOS PARA A ELABORAGCAO DE
ESFREGAGO DE SANGUE PERIFERICO

Na Tabela 2 estao registados os critérios para a elaboragao de um esfregago de

sangue periférico:

Tabela 2: Critérios para a realizacdao de esfregacos de sangue periférico.

Leucocitose (WBC > 16000 X 10”/L)
Qualquer IF com WBC > 8X 10°/L
IF com |neutrofilos-linfocitos| =2 10%
Mondcitos 2 15%
Basofilos 2 3%
Anemia (Hb< 10 g/dL)
RDW 2 |5% (ou entre 14 e 15% se houver anemia)

Plaquetas < 150X [0°/L (sem histérico)
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4.5. GRUPO SANGUINEO (SISTEMAS ABO E Rhesus)

No LACCSMC, a determinagao do grupo sanguineo faz-se recorrendo aos sistemas
ABO e Rh, que sao os mais importantes. Esta determinagao é essencial para assegurar uma

eventual transfusao ou transplante futuros, de modo a nao se verificarem incompatibilidades.

O sistema ABO refere-se aos antigénios A e B, que podem ou nao estar presentes na
membrana dos glébulos vermelhos. A presenga ou auséncia destes antigénios eritrocitarios
(assim como a de outros relativos a outros sistemas sanguineos) resulta da expressao
genética de alelos herdados dos dois progenitores. Assim, os fenotipos possiveis para o
sistema ABO sao A (AA ou OA), B (BB ou OB), AB ou 00, caso as hemacias possuam
antigénios s6 do tipo A, sé do tipo B, dos tipos A e B ou nao apresentem antigénios A nem
B na superficie membranar, respectivamente. Naturalmente, os anticorpos anti-A e/ou anti-
B, imunoglobulinas do tipo M (IgM) (ocasionalmente do tipo G (IgG)), estao presentes
quando, no sangue, nao existem os antigénios correspondentes. Estes anticorpos provocam
hemaglutinagao tanto a 37°C como a 4°C (anticorpos “frios”) e, devido a forma pentamérica,

nao tém a capacidade de atravessar a barreira hemato-placentaria.

O sistema Rhesus (ou factor Rh) esta relacionado com dois genes envolvidos na
expressao, na membrana eritrocitdria, de proteinas de suporte dos antigénios D (gene RhD),
Cc e Ee (gene RhCE). O gene RhD pode estar ou nao presente, dando origem ao fenétipo
RhD+ ou RhD-, respectivamente. Relativamente ao gene RhCE, cada uma das duas proteinas
de suporte expressas liga-se ao antigénio C ou ¢ e ao E ou e. E raro os anticorpos anti-Rh
aparecerem naturalmente no organismo; habitualmente, desenvolvem-se como resultado de
uma transfusao ou gravidez. Inicialmente, o sistema imunitario produz Ac anti-Rh do tipo
IgM; depois, apenas ha produgao de IgG. Estes Ultimos sao capazes de atravessar a barreira
hemato-placentdria e sao responsaveis, quando ha incompatibilidades materno-fetais, de

provocar hemolise no feto (CAQHET, 2004).

46. HbA,c, HbF E ADAMS A, °® HA-8160 da ARKRAY

A HbAc é formada a partir de reacgdes nao enzimaticas e irreversiveis entre a
hemoglobina e a glicose. Esta presente nos eritrocitos e a sua quantificagao fornece
informagao sobre o controlo da glicémia nos ultimos 120 dias. De facto, quanto maior for a

exposi¢ao da hemoglobina a concentragoes elevadas de glicose, maior sera a percentagem de
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hemoglobina glicada formada. Em individuos diabéticos, a quantidade de HbA c é superior,

devido aos elevados valores de glicémia média que apresentam.

A HbF esta presente no sangue fetal durante a gravidez, pois possui maior afinidade
para o oxigénio. Num ambiente pobre em oxigénio, como a placenta, é o mecanismo mais
eficaz para captagao e oxigenagao do sangue fetal. A HbF é a principal Hb presente nos
recém-nascidos e, no segundo ano de vida, uma crianga sem patologias associadas a Hb
apresenta uma percentagem de HbA (maioritaria nos humanos) semelhante a de um adulto.
A percentagem desta variante de Hb estd também aumentada em situagoes patoldgicas,
como nas talassémias minor (entre 5 e 15%) e major (de 30 a 90%), anemias aplasticas,

esferocitose hereditaria, doencas mieloproliferativas e anemia falciforme.

O ADAMS A, ® HA-8160 da ARKRAY é um analisador automatico que determina,
por HPLC (a coluna é composta por uma resina de troca idnica de caracter cationico de fase
reversa), a quantidade de Hb A c e de HbF presentes numa amostra, podendo os resultados
serem apresentados em mmol Hb A c/mol HbA ou em %. E o teste mais indicado no
controlo da glicémia e na quantificacao do risco de complicagdes crénicas em pacientes
diabéticos. Esta técnica apresenta uma elevada resolugcao de variantes de Hb, o ensaio é

relativamente rapido e a quantificagao de fracgoes de Hb é exacta.

No Anexo Il esta a interpretagao dos resultados da quantificacao de Hb A c, quer

para se realizar o diagndstico, quer para a monitorizagao da diabetes.

4.7. VELOCIDADE DE SEDIMENTAGAO E BD Vacutainer®
Sedi-15™

A velocidade de sedimentagao eritrocitaria (VSE) é determinada, como o proéprio
nome indica, com base no tempo que os glébulos vermelhos demoram a sedimentar, num
tubo contendo sangue. No Laboratoério de Analises Clinicas do Centro de Saude Militar de
Coimbra, o aparelho automatizado responsavel por esta determinagio é o BD Vacutainer®
Sedi-15™, que se baseia no método de Westergren. O resultado é dado em mm/h e, quando
aumentado, geralmente indica a presengca de um processo inflamatério, que pode estar
associado a infecgoes, tumores ou doencas auto-imunes. Deste modo, a VSE nao é um

parametro especifico, mas pode ser avaliada para monitorizagao de um individuo com uma

doenga ja diagnosticada.
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A VSE esta directamente relacionada com os parametros eritrocitarios e plasmaticos.

O tamanho e a massa das hemacias influencia esta determinagao, visto que os
macrocitos, por serem elementos maiores, sedimentam mais rapidamente e apresentam
valores mais elevados de VSE, enquanto os microcitos exibem resultados inferiores.
Normalmente, os eritrocitos estao afastados entre si devido as cargas negativas da
membrana citoplasmatica. Quando ha alteragoes nesta membrana, dependendo se a carga se
torna mais ou menos negativa, os eritrécitos tendem a nao sedimentar (por exemplo, nas
talassémias) ou a formar agregados em rouleaux, depositando-se mais rapidamente,

respectivamente.

Também a formagao de agregados em rouleaux pode estar relacionada com certas
patologias que aumentam a concentragao de algumas proteinas plasmaticas, associando-se as

hemacias e tornando-as menos negativas.

Os valores normais da VSE dependem do género e vao aumentando com a idade.
Para uma crianca, uma mulher e um homem saudaveis, os valores de referéncia nao

ultrapassam 10, 20 e |5 mm/h, respectivamente (BROWN, 1993).

4.8. HEMOSTASE

A hemostase compreende um conjunto de mecanismos fisiologicos por meio dos
quais ocorre a paragem de uma hemorragia, quando ha uma lesao num vaso sanguineo. Esta
resposta depende directamente da integridade do endotélio vascular, das plaquetas em
circulagao, dos factores de coagulagao sanguinea e dos inibidores da coagulagao (proteinas
plasmaticas) e do processo de fibrindlise, tendo, para isso, de haver um equilibrio dinamico
entre eles. Quando este equilibrio esta comprometido podem ocorrer hemorragias

excessivas ou formagao exagerada de coagulos, com consequente risco de trombose.

Esta resposta de protecgao do sistema vascular pode ser dividida em trés etapas
principais, nomeadamente, a hemostase primaria (quando ocorre a formagao do trombo
plaquetar), a hemostase secundaria ou coagulagao (caracterizada pelo desenvolvimento do

coagulo de fibrina insollvel) e a fibrindlise (quando ha a dissolugao do coagulo).

Na hemostase primaria, depois de o endotélio vascular ter sofrido a lesao, ocorre,
imediatamente, vasoconstri¢cao, com a finalidade de diminuir o fluxo sanguineo. Ha exposicao

do colagénio e formagao de trombina, devido a activagido do factor tecidular (ou
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tromboplasmina ou F Ill). Em segundos, surge a adesao plaquetar e a sua agregagao, gragas a
glicoproteinas (mediadas pelo factor de von Willebrand (FYW)) e fosfolipidos presentes na
membrana externa das plaquetas e células endoteliais. Estes mecanismos potenciam a
mobilizagao plaquetar e a agregagao local, formando-se, assim, o trombo hemostatico

primario, instavel.

Na hemostase secunddria ocorre, primeiramente, a activagdo do sistema
procoagulante. Nele esta envolvido um conjunto de proteinas, os factores de coagulagao,
que actuam de modo integrado e interagem com os respectivos cofactores, com o auxilio de
Ca”" e de fosfolipidos presentes nas superficies celulares. Estas reacgdes ocorrem em cascata
e podem ser divididas em duas vias: a Via Intrinseca e a Via Extrinseca; ambas convergem
para uma Via Comum. A Via Intrinseca tem inicio quando o sangue entra em contacto com o
colagénio, apos haver lesao endotelial; todos os elementos que participam nesta via da
coagulagao estao presentes no sangue, sob a forma inactiva. O factor Xll (ou factor
Hageman ou F XIl), depois de ser activado, vai activar o factor Xl| (ou Antecedente da
tromboplastina plasmatica ou F Xl) e as reacgoes seguem em cascata, como esquematizado
na Figura 9, até a activagao do factor X (ou factor de Stuart-Prower ou F X) (inicio da Via
Comum). Na Via Extrinseca a activagao ocorre quando ha lesao tecidular, libertando-se o
factor tecidular. Este vai activar o factor VIl (ou proconvertina ou F VII) que, por sua vez, vai
permitir a activagao do F X. A Via Comum permite, por activagao do F X, juntamente com o
factor V (ou proacelerina ou F V), a conversao de protrombina em trombina, que, por sua
vez, vai participar na transformagao do fibrinogénio em fibrina. Forma-se, assim, o trombo

hemostatico secundario, estavel (COELHO, 2001; HOFFBRAND, 2016; KING, 2012).
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Figura 9: Cascata da coagulacdo (adaptado de COELHO, 2001).

Os mecanismos anti-tromboticos fisioldgicos impedem a activagao excessiva do
sistema procoagulante, evitando a formagao de oclusdes vasculares. O proprio fluxo
sanguineo, o endotélio vascular (que promove a adsorgao dos factores de coagulagao as
superficies celulares), os anticoagulantes naturais (inibidor da via do factor tecidular,
antitrombina e proteinas C e S) e a fibrindlise sao inibidores da coagulagao. A trombina,
além de pivot da coagulagao, também é responsavel pela activacio dos anticoagulantes
naturais e da fibrindlise. O complexo enzimatico formado pelas proteinas C e S, activado,
permite a inactivagao dos F V e factor VIII (ou factor anti-hemofilico ou F VIII), assim como a
do inibidor do activador do plasminogénio — | (PAI-1). Deste modo, o activador tecidular do
plasminogénio (TPA) e o activador ‘urokinase-like’ do plasminogénio (UPA) convertem o
plasminogénio em plasmina e esta, por sua vez, degrada a fibrina em produtos soluveis,

ocorrendo a lise do coagulo (BATES, 2005; HOFFBRAND, 2016).
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4.8.1. ESTUDO DA COAGULAGCAO E OPTION® 4 PLUS da

bioMérieux

No laboratério de Andlises Clinicas do Centro de Saiude Militar de Coimbra
realizam-se os seguintes testes de primeira linha relativos a coagulagao: Tempo de
Protrombina, Tempo de Tromboplastina Parcial Activado e Doseamento de Fibrinogénio,
além da contagem plaquetar (hemograma) e da citologia (morfologia no esfregaco de sangue

periférico).

O Tempo de Protrombina (TP) mede o tempo de coagulagao na presenga de uma
concentragao optima de extracto tecidular (tromboplastina) e indica a eficiéncia global da Via
Extrinseca. Deste modo, determina deficiéncias congénitas ou adquiridas nos factores das
Vias Extrinseca (F VII) e Comum (F X, F V, protrombina e fibrinogénio). A elevagao do TP,
isoladamente, ¢é indicativa de uma deficiéncia no F VII. Os resultados podem ser expressos
em segundos (os valores de referéncia situam-se entre 10 e |4 s) ou como razao
normalizada internacional (INR), que é a razao entre o TP do doente e o TP de controlo,

elevado ao indice de sensibilidade internacional (ISI):

TP (doente) ) -

INR = (—
! TP (controlo)

Os valores de referéncia da INR estio compreendidos entre 0,9 e |,|. Esta
determinagao é essencialmente utilizada para a monitorizacio da terapéutica com

anticoagulantes orais, sendo que os valores esperados se encontram entre 2 e 3.

O Tempo de Tromboplastina Parcial Activado (TTPa) mede o tempo de coagulagao
do plasma, apods a activagao dos factores procoagulantes nele presentes (sem adicao de
factor tecidular), indicando a eficacia global da Via Intrinseca. Assim, detecta deficiéncias
congénitas ou adquiridas nos factores das Vias Intrinseca (F XII, F XI, factor IX (ou F IX) e F
VIIl) e Comum (F X, F V, protrombina e fibrinogénio). O valor de referéncia para o TTPa é
entre 30 e 40 segundos. Este teste é realizado para monitorizar a terapéutica com heparina

classica e para a pesquisa do Anticoagulante Lupico (especificidade anti-protrombina).

O Doseamento de Fibrinogénio é um método que determina a taxa de conversao do
fibrinogénio em fibrina, na presenca de um excesso de trombina. Numa amostra de plasma

diluido, a concentragao de fibrinogénio sera inversamente proporcional ao tempo de
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coagulagao. Os valores de referéncia de fibrinogénio no plasma humano sao de 200 a 400

mg/dL (HOFFBRAND, 2016).

Estas trés quantificagdes sao realizadas no OPTION® 4 PLUS da bioMérieux, aparelho
semi-automatico que actua a 37°C, através de métodos coagulimétricos. Este equipamento
quantifica, por turbidimetria, a luz dispersa pela formagao do coigulo no meio reaccional.

Estas determinagoes constituem métodos rapidos, sensiveis e precisos.

Além destas, ha outras metodologias que estudam a coagulagao sanguinea, como por
exemplo o Tempo de Trombina (adicionando trombina ao plasma, o tempo de coagulagao é
resultado da quantidade de fibrinogénio presente na amostra) e a Avaliagio da Fungao
Plaquetar (agregometria, que determina o tempo que demora a agregagao plaquetar; e

imunofenotipagem, que avalia as glicoproteinas da membrana, entre outros parametros).

E importante referir que os estudos da hemostase poderao necessitar de analises

bioquimicas que permitam o estudo da fungao hepatica.

A sintese de protrombina, dos F VII, F IX, F X e das proteinas C e S envolvem
mecanismos dependentes de vitamina K. A deficiéncia desta vitamina, devido a subnutrigao
ou a alteragao na sua absorgao, vai originar proteinas nao funcionais e, portanto,

modificagdes nos processos de coagulagao e anticoagulagao.

Genericamente, as alteragoes nos processos de hemostase podem ser divididas em
dois grandes grupos, hemorragia e trombose, como esta descrito na Tabela 3 (BUNN, 201 [;

KONKLE, 2010).
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Tabela 3: AlteracGes nos processos de hemostase.

Anomalias vasculares

Trombocitopenia (deficiéncia na sintese ou destrui¢do plaquetar).

HEMORRAGIA Deficiéncias na fungao plaquetar
Deficiéncias na coagulagdo (como a Hemofilia A, B e a Doenca de von

Willebrand, as quais apresentam deficiéncia de F VIII, F IX e F vW ou factores

anormais, respectivamente).
Venosa (factores de risco hereditirios (mutages nos factores procoagulantes

ou anticoagulantes) ou adquiridos (como a idade, obesidade, neoplasias malignas

e diabetes)).

Arterial (a inflamagio na parede vascular proporciona um aumento do nimero

TROMBOSE
de plaquetas activadas; se houver polimorfismos que afectem as GP plaquetares,
maior o risco de trombose arterial).
Anticoagulante Lipico (auto Ac; compete com factores de coagulagio para
as superficies cataliticas, promovendo uma diminui¢ao da fibrindlise).
4.9. CASO CLINICO |

Um homem de70 anos de idade, com a pele palida, apresentava na requisicio uma
andlise aos parametros eritrocitarios. Foi realizado o hemograma, resultados que estao

representados na Figura 10:

Figura 10: Hemograma (a esquerda), realcando os parametros eritrocitarios, e grafico referente
a distribuicao dos tamanhos dos eritrocitos (a direita).
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A observagao dos parametros eritrocitarios, juntamente com o facto de as restantes
populagoes sanguineas nao apresentarem alteragoes, indica que o paciente esta anémico (Hb
<I3g/dL). Nestes casos, ha anisopoiquilocitose, ou seja, eritrécitos com diferentes tamanhos

e formas (RDW > |5% CV).

A andlise do esfregago de sangue periférico evidenciou a presenca de hipocromia
microcitica (de facto, o MCV ¢ inferior a 80 fL e a MCH ¢ inferior a 27 pg). Perante as

evidéncias, é possivel tratar-se de uma Anemia Ferropénica.

Outras andlises poderiam ter sido solicitadas, para esclarecer se a falta de ferro se
devia a ma nutricao (através da avaliagdo da ferritina, transferrina e ferro sérico, por
exemplo, que, neste caso, estariam diminuidos) ou a perda de sangue (num homem, as
perdas de sangue mais frequentes ocorrem nos sistemas digestivo e urinario, assim,
deveriam ser realizados os exames: endoscopia, colonoscopia, exame parasitolégico de

fezes, pesquisa de sangue oculto nas fezes e sumaria de urina).

O paciente foi submetido a uma transfusio de sangue, devido aos valores
extremamente baixos de Hb, e repetiu a colheita sanguinea uma semana depois e passados
20 dias da primeira admissao. Na Tabela 4, estio comparados os resultados dos trés

hemogramas:

Tabela 4: Comparacdo dos parametros eritrocitarios referentes as trés admissdes do paciente.

|* admissao Apos | semana  Apos 20 dias unidades
RBC ¥V 3.62 4.87 4.65 10%/uL
HGB \ 7.84 Vil4 V4 g/dL
HCT \V 26.8 37.0 Vv 36.2 %
MCV V739 V76.1 V778 fL
MCH V216 V234 V244 pg
MCHC V293 V 30.7 V314 g/dL
RDW N7.3 ™ 18.1 ™ 203 %CV

Da analise dos parametros eritrocitarios, constata-se que, embora continuem abaixo
dos valores de referéncia, os resultados apresentam melhoria relativamente a primeira
admissdo no laboratério. E de salientar o facto de o RDW ter valores tio elevados (grande
anisocitose), visto que no sangue do paciente estao as hemacias do préprio (hipocromicas e

microciticas) e as resultantes da transfusao (normocrémicas e normociticas). Na Figura ||
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estao os graficos referentes a distribuicio dos tamanhos dos eritrécitos das duas ultimas

admissoes, onde sao visiveis dois ‘picos’ na curva.

Figura | |: Graficos correspondentes a anisocitose existente nas amostras referentes a segunda
(esquerda) e ultima (direita) admissées.

Na ultima admissao, a requisicao para a realizagao do hemograma também solicitava
quantificagao de reticulocitos. Os resultados, em percentagem e em valor absoluto, foram os
seguintes: 1,2% e 47,4X 10°/uL (dentro dos valores de referéncia) (ADAMSON, 2010;
HOFFBRAND, 2016).

4.10. CASO CLiNICO 1I

Um homem de 52 anos foi diagnosticado com B-talassémia minor. Os resultados de
dois hemogramas realizados em Setembro de 2015 e Maio de 2016 estio expressos na
Tabela 5, evidenciando policitémia (aumento do numero de eritrécitos), microcitose e

hipocromia:

Tabela 5: Comparacdo dos parametros eritrocitarios de duas admissdes ao laboratoério.

g/dL

\V 57.7 \V 56.9

g/dL
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As talassémias sao doencgas hereditarias caracterizadas pela delecgao de um ou mais
genes responsaveis pela codificagao das cadeias globinicas, presentes na Hb. Resultam, deste
modo, em deficiéncias na sintese de uma ou mais cadeias (alteragoes quantitativas da Hb),
gerando globulos vermelhos microciticos e hipocrémicos. As talassémias podem ser
classificadas em minor, intermédias e major, dependendo dos perfis genotipicos e
fenotipicos. Num individuo adulto, saudavel, a hemoglobina presente em maior quantidade
nos eritrocitos, cerca de 97%, é a HbA (a,[3,); seguem-se a HbA, (0,0,), com valores entre 2

e 3%, e a HbF (a,Y,), com uma incidéncia menor que |%.

Nesta [-talassémia minor, em particular, nio ha anemia (hd casos que podem
apresentar uma ligeira anemia) porque, por um lado, as cadeias O produzidas em excesso
vao ligar-se as Y, dando origem a HbA, (que, provavelmente, apresentara uma concentragao
aumentada); por outro, ha uma maior produgao de eritrocitos, compensando, assim, a falta
de HbA. Também é frequente observar-se um pontuado basofilo nos eritrocitos, que
correspondem a restos nucleares provenientes de eritroblastos orto e policromaticos, cuja
maturagao foi abreviada pelo aumento da eritropoiese. O diagnéstico deste tipo de
patologias faz-se recorrendo a hemogramas, esfregagos de sangue periférico, doseamento de

HbA, e HbF e electroforese de HbA e HbA, (HOFFBRAND, 2016).

O diagnostico diferencial de anemias microciticas € complexo. Para contornar este
problema, sio utilizados indices eritrocitarios, como o indice de Mentzer, para diferenciar
sindromes talassémicos de deficiéncias em ferro (causas mais comuns de anemias
microciticas), uma vez que envolvem implicagbes clinicas e terapéuticas distintas. O indice de
Mentzer € calculado através da razao VGM / RBC. Considera-se que estamos perante um
sindrome talassémico se este indice for inferior a |13; no caso de ser superior a |3, o utente
esta anémico devido a uma deficiéncia em ferro. O Indice de Mentzer, além da rapidez e do
baixo custo, apresenta grande utilidade, visto ser uma ferramenta de rastreio inicial,
detectando amostras com elevada probabilidade de pertencerem a portadores de talassémia.
Deste modo, evita-se submeter a electroforese de hemoglobinas um numero elevado de

amostras (MONIZ, 2016).

27



Ana Carolina Marques

5. IMUNOLOGIA

A Imunologia é a area da ciéncia que estuda o sistema imunoldgico. Esta valéncia,
fundamentalmente, auxilia no diagndstico de doencas, avalia a eficicia de vacinagoes e
permite a monitorizacio de tratamentos. E nesta 4rea que se realiza ndo s6 a pesquisa de
certos anticorpos (Ac) e antigénios (Ag), como também de proteinas e hormonas, através de
ensaios imunoenzimaticos. Para isso, no LACCSMC recorre-se aos equipamentos Arquitect®
ci 8200 da Abbott Diagnostics e miniVidas® da bioMérieux, além dos testes manuais Waller-
Rose, Veneral Disease Research Laboratory (VDRL) e Rapid Plasma Reagin (RPR), pesquisa

de sangue oculto nas fezes e teste de gravidez.

Nesta valéncia, pus em pratica varios dos conhecimentos adquiridos ao longo do
Mestrado em Analises Clinicas, assim como aprendi muitos outros relativamente ao
funcionamento dos equipamentos e a execugao dos testes manuais, tal como as respectivas
interpretagoes dos resultados. Também assimilei e desempenhei as metodologias de

calibracoes e controlos, internos e externos.

Nesta area, também as anadlises sao executadas por pessoal habilitado para tal e sao

sempre sujeitas a validagao pelo Director do Servigo e Responsavel pelo Laboratério.

5.1. SISTEMA IMUNOLOGICO

O sistema imunolégico, para além de outras fungdes, é responsavel pelo
reconhecimento e pela resposta contra agentes potencialmente patogénicos,
compreendendo uma rede complexa de mecanismos. Quando existem deficiéncias nas
defesas de um individuo, uma infeccao facilmente resolvida numa pessoa saudavel pode

tornar-se letal para um imunodeprimido.

Os antigénios sao componentes especificos dos invasores que sao reconhecidos
pelos receptores de antigénios presentes nos linfocitos B e T, que sao células que medeiam a

resposta imunologica adquirida.

A primeira linha de defesa contra um invasor sao as barreiras fisicas (defesa externa),
que compreendem a pele e as mucosas, as secregoes de auto-limpeza (tosse e espirros, por
exemplo), a ciliatura, a acidez gastrica e a flora bacteriana normal. Quando esta nao é capaz
de eliminar o agente patogénico, a segunda linha de defesa é accionada, depois de terem sido

detectadas estruturas de origem microbiana (defesa interna); é composta por células
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(fagocitos, eosinodfilos, mastdcitos e linfocitos NK) e substancias quimicas (sistema do
complemento e antimicrobianos), que estao localizadas onde é mais provavel ocorrer uma
invasao microbiana. Estes mecanismos e os de defesa externa constituem a imunidade inata.
Se o sistema inato nao for capaz de resolver a invasao, entra em acgao o adquirido, que
representa a terceira linha de defesa. Este é um sistema mais eficaz e especializado e ¢

constituido por linfocitos B e T e anticorpos (ABBAS, 2015).

5.1.1. IMUNIDADE INATA

Entre outras fungoes, a resposta imunolodgica inata é direccionada para a eliminagao
de agentes patogénicos, e o seu reconhecimento como elemento estranho ao hospedeiro
baseia-se no facto de os microrganismos invasores diferirem quimicamente dos
componentes do organismo. A sua fun¢iao é controlar o crescimento e a disseminagao dos
microrganismos e possui especificidade limitada, isto é, reconhece agentes que expressam
determinado padrao molecular, mas nao os diferencia entre si. O tempo de resposta é

imediato e este sistema nao apresenta memoria.

As células epiteliais presentes nas mucosas e na pele constituem uma barreira para o
agente patogénico. A pele, quando intacta, constitui uma barreira que impede a entrada de
microrganismos. Também os acidos gordos produzidos pelas glandulas sebaceas sao eficazes
contra muitas bactérias, assim como a secregao de peptideos antimicrobianos (como por
exemplo as [B-defensinas), responsaveis pela destruicio membranar e inibicdo da sintese de
DNA/RNA e de proteinas dos microrganismos (DE SMET, 2005). Relativamente as mucosas,

o muco nelas existente arrasta os microrganismos, nao os deixando aderir.

Os processos de auto-limpeza, ou seja, tosse, espirros, fluxo de muco, vomitos,

diarreia e fluxo de urina, expulsam os agentes potencialmente patogénicos do organismo.

Os cilios, através do seu movimento e juntamente com o muco, ajudam a arrastar os

microrganismos.
O suco gastrico, devido ao reduzido pH, destréi a maioria dos invasores.

A flora bacteriana normal existente nas mucosas, particularmente do intestino, e na
pele também protege o organismo de patogénios, uma vez que exerce competi¢ao e produz

substancias antimicrobianas.
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Para além das barreiras anatomicas, as células do sistema imunologico inato tém uma
funcao importante na protec¢ao contra microrganismos que tenham penetrado no
organismo do hospedeiro. Os fagocitos, apos chegarem ao local da infecgao, vao fagocitar o
microrganismo; o processo de opsonizagao facilita a fagocitose, ocorrendo o
reconhecimento das opsoninas por receptores especificos presentes na superficie dos

fagocitos.

Os neutrofilos possuem poucas mitocondrias, logo, tém uma reserva pequena de
energia, dai terem uma durabilidade muito curta (alguns dias) e apresentarem uma acgao
transitoria. As proteinas pré-formadas contidas nos granulos primarios (mieloperoxidase,
lisozima, proteases neutras e hidrolases acidas) e secundarios (lisozima, colagenase e
lactoferrina) sao usadas na sua acgao imunologica. Além da fagocitose e da destruigao dos
microrganismos ingeridos, os neutrofilos produzem moléculas que amplificam a resposta

imune adquirida (quimiocinas e citocinas) (ROITT, 201 1).

Os monocitos, consoante a sua localizagao, desenvolvem diferentes estruturas;
quando saem de circulagdo e migram para os tecidos diferenciam-se em macroéfagos. Os
macroéfagos estiao presentes no tecido conjuntivo e na membrana basal dos vasos sanguineos
de menor calibre; encontram-se em elevado nimero nas sinuséides do baco, nos nodulos
linfaticos e na medula &ssea. Ao contrario dos neutrdfilos, os macrofagos possuem
capacidade de auto-substituicao (proliferacio local) e podem sobreviver durante muito
tempo depois da fagocitose, gracas ao elevado nimero de mitocondrias (ROITT, 201 1).
Além dos receptores para as opsoninas, os macréfagos possuem outro tipo de receptores:
de manose (residuos presentes apenas na parede de microrganismos), “scavenger” (ligagao a
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) oxidadas ou acetiladas e a estruturas microbianas),
integrinas (ligagao a microrganismos), CD|4 (reconhece o lipopolissacarideo (LPS) das
bactérias Gram negativas) e Toll-like receptors (TLR) (reconhecimento de estruturas
microbianas, como o LPS e proteoglicanos) (TAYLOR, 2005). Os macrofagos
complementam a acgao dos neutréfilos e produzem lisozima (quebra do peptidoglicano das
bactérias) e proteinas pertencentes ao sistema do complemento (destruicio do
microrganismo por lise osmotica), que sao secretadas continuamente apos a sua activagao.
Durante a fagocitose, os macréfagos produzem e libertam proteases lisossomaticas (que,
juntamente com a producao de radicais livres de O, (explosao respiratéria) e de oxido
nitrico sao responsaveis pela destruicito do microrganismo), colagenase, elastase e
activadores do plasminogénio, que também sao importantes na remodelacao e reparagao
dos tecidos. Para amplificar a resposta inflamatoria (e adquirida, quando é activada), também
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ha produgao de citocinas. Quando activados, apresentam maior tamanho e mobilidade,
actividade bactericida e expressaio de moléculas do Complexo Major de
Histocompatibilidade (MHC) Il (que, como veremos, sio muito importantes na indugao da

resposta imunolodgica adquirida) (ABBAS, 2015; ROITT, 201 1).

Quando os invasores sao microrganismos de maiores dimensoes (como os helmintas,
que nao sao fagocitados pelos macroéfagos) os eosindfilos libertam enzimas para o meio, por
desgranulagao e apos activagao, que vao provocar poros no alvo, culminando na morte do

invasor.

Os mastocitos (juntamente com os macréfagos) participam na iniciagao da resposta
inflamatoria, aumentando a permeabilidade dos vasos sanguineos através da libertagao do

conteldo dos seus granulos citoplasmaticos, como por exemplo a histamina.

Os linfécitos NK sao importantes na destruicao de células tumorais e células

infectadas por microrganismos (ABBAS, 2015; ROITT, 201 1).

5.1.2. IMUNIDADE ADQUIRIDA

Quando o sistema imunologico inato nao consegue resolver uma infecgao e ha
persisténcia do agente invasor, entra em acgao o terceiro nivel de defesa: o sistema
imunoldgico adquirido, constituido por linfécitos B e T e componentes sollveis (anticorpos).
Os linfocitos expressam receptores que sao capazes de detectar pequenas diferencas
estruturais entre antigénios. Esta imunidade é especifica, mais eficaz e, apés a destruicao dos
invasores, permanecem no organismo células de memoéria que permitem ao hospedeiro
desencadear uma resposta mais rapida e mais forte num segundo encontro com o mesmo
agente. A imunidade adquirida também é responsavel pela detecgao e eliminagao de células

tumorais (ABBAS, 2015; ROITT, 201 1).

A activagao da imunidade adquirida ocorre quando ha apresentacao de Ag aos
linfocitos B e/ou aos linfocitos T. No caso dos linfocitos T auxiliares, ha necessidade de
processamento intracelular do antigénio pelas células apresentadoras de Ag (APC’s), que sao
os macrofagos, os linfocitos B e as células dendriticas, ocorrendo depois a exposi¢cao das
moléculas antigénicas ligadas as moléculas MHC classe Il. Os linfocitos T citotoxicos também
reconhecem o antigénio apds processamento e associagao as moléculas MHC (neste caso,

da classe I). A variabilidade das moléculas MHC permite que um dado individuo apresente
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diferentes moléculas de MHC que reconhecem diversos grupos de Ag. Contudo, estas
moléculas possuem também dominios nao polimorficos, que serao importantes na
interaccao com os linfocitos T: o MHC | esta presente em todas as células nucleadas e
interage com a glicoproteina CD8 (expresso nos linfocitos T citotdxicos); o MHC |l esta
presente, principalmente, em APC’s e estabelece ligagago com o CD4 (expresso nos
linfocitos T auxiliares). As moléculas MHC nao distinguem peptideos proprios de estranhos,
portanto, sao os linfocitos T que, apos a apresentagao, irao fazer a distingao entre os dois
tipos de peptideos. A expressaio de MHC nas células pode ser aumentada por citocinas

inflamatorias, produzidas na resposta inata (ABBAS, 2015; ROITT, 201 I).

Os antigénios sao apresentados pelas APC’s aos linfocitos T auxiliares, nos ganglios
linfoéides secundarios (bago, ganglios linfaticos e tecido linféide associado as mucosas
(MALT), que pode estar presente nos tratos intestinal (GALT), respiratorio (BALT e NALT)
e urogenital (VALT)). Os antigénios presentes nos epitélios e tecido conjuntivo sao
capturados pelas APC’s, principalmente pelas células dendriticas, que sao transportadas
através da linfa para o MALT e os ganglios linfaticos. Os antigénios que entram na circulagao
sanguinea vao até ao bago, onde sao capturados pelas APC’s locais. Os linfocitos T e B, apos
estimulagao antigénica, deslocam-se para perto um do outro. Depois de interagirem, os
linfocitos T entram em circulagao e os linfocitos B vao para os centros germinativos (onde
ira haver proliferagao e seleccao dos centrocitos com receptores especificos para o
antigénio) ou para a medula dos ganglios linfiticos onde os plasmécitos permanecem a
produzir anticorpos. Os anticorpos entram depois na circulagao sanguinea. Estas moléculas
bloqueiam a adesao de bactérias aos tecidos do hospedeiro, neutralizam exotoxinas
(impedindo que se liguem ao seu receptor e exergam o efeito) e virus (evitam a sua entrada
na célula hospedeira) e sao importantes na aglutinagao de microrganismos. Os anticorpos
contribuem para a eliminagao dos microrganismos ao actuarem como opsoninas (o
revestimento dos microrganismos com anticorpos promove a sua fagocitose). Além disto, a
citotoxicidade mediada por células e dependente de anticorpos (as células com anticorpos
ligados na sua superficie sao destruidas por células citotoxicas, como os linfécitos NK e os
eosinodfilos (estes Uultimos reconhecem microrganismos revestidos por IgE)) constitui

também um importante mecanismo de defesa (ABBAS, 2015; ROITT, 201 1).
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5.2. ARQUITECT® ci 8200 da Abbott Diagnostics

O ARQUITECT® ci 8200 da Abbott Diagnostics é um aparelho automatizado dividido
em dois sectores, a quimica clinica e a imunologia, baseado na tecnologia de
Quimioluminescéncia com Microparticulas (CMIA). Inicialmente, a amostra é incubada com o
diluente (especifico para cada teste) e com as microparticulas paramagnéticas revestidas de
antigénios, anticorpos ou outras moléculas capazes de se ligarem a substancia alvo. Depois
da ligagao destas particulas com o alvo, é realizada uma lavagem para remogao do material
que n3o reagiu. Posteriormente, é adicionado um anticorpo secundario conjugado com
acridina (mais soluvel e estavel) que ira estabelecer ligagdo com os complexos anteriormente
formados, caso existam. Seguidamente, e apds outro ciclo de lavagem, ha adi¢io das
solugoes pré-activadora e activadora, responsaveis pela oxidagao do derivado de acridina.
Esta oxidagao causa um evento excitatorio e os sinais quimioluminescentes da acridina sao
quantificados pelo sistema optico do equipamento, em RLU’s (Unidades Relativas de Luz)

(QUINN, 2005).

Os testes que se realizam no sector do Architect correspondente a imunologia, no
Laboratério, sao os seguintes: Ac Anti-HBc, Anti-HBc IgM, Anti-HBe, Anti-HBs, Anti-HCV,
Anti-TG, Anti-TPO, Vitamina Bl2, Folatos, T3 livre, T4 livre, T3 Total, T4 Total, Ac Anti-
HAV IgG, Anti-HAYV IgM, Ag HBe, HBs, Ag e Ac anti-HIV, Syphilis TP, PSA livre, PSA total,
Troponina-l e TSH.

5.3. MINIVIDAS® da bioMérieux

O miniVidas® da bioMérieux ¢ um imunoanalizador automatizado, multiparamétrico,
baseado no método imunoenzimatico sandwich com deteccao final por fluorescéncia
(técnica ELFA). Inicialmente, a amostra é transferida para um pogo reaccional que contém
anticorpos especificos marcados com fosfatase alcalina (conjugada); esta mistura é aspirada e
dispensada varias vezes pelo cone para aumentar a velocidade da reacgao. Nesta operagao as
particulas alvo, caso estejam presentes, ligar-se-ao as imunoglobulinas fixadas no cone e ao
conjugado, formando assim uma “sandwich”. Posteriormente sao realizadas varias lavagens
para eliminar os componentes nao ligados. Na fase final, o substrato 4-metil-umbeliferil
fosfato € adicionado ao meio reaccional. A enzima do conjugado catalisa a hidroélise deste
substrato no produto 4-metil-umbeliferona, cuja fluorescéncia emitida é quantificada pelo

sistema optico do aparelho, a 450nm (YOLKEN, 1979).
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No local do estagio, os testes que se efectuam neste equipamento sao os seguintes:

painel de Ag especificos de alergias, hCG, CA 19.9, CEA, Cortisol, FSH, Progesterona e

Testosterona.

Como

5.4. MARCADORES DA ANEMIA

ja foi referido no capitulo da Hematologia, o ferro, a vitamina Bl2 e o acido

folico sao extremamente importantes para a normal sintese das células da linha eritroéide.

Quando ha uma deficiéncia num ou mais destes co-factores, o individuo desenvolve uma

anemia. No sector da imunologia do local do estdgio, apenas a vitamina Bl2 e os folatos sao

quantificados:

e VitaminaBl2

A cianocobalamina (vitamina Bl2) é absorvida no intestino delgado
distal/ileo, devido a ligagao ao factor intrinseco, produzido nas células parietais
do estomago. Esta vitamina é essencial para o metabolismo celular,
principalmente do sistema gastrointestinal, medula 6ssea e tecido nervoso.
Esta envolvida na sintese de acidos nucleicos e participa no metabolismo dos

hidratos de carbono e dos lipidos.
e Folatos

Os folatos sao absorvidos no intestino delgado proximal, actuam como
co-enzimas em varias reac¢oes metabolicas e desempenham um papel
importante no metabolismo dos aminoacidos. Também participam na sintese

de acidos nucleicos de células sanguineas e do tecido nervoso.

Quando ha deficiéncia de vitamina Bl2 ou de folatos vai haver um atraso na

maturagao do nucleo dos eritrécitos em relagao ao citoplasma, desenvolvendo-se uma

Anemia Macrocitica Megaloblastica, normocréomica. Esta caréncia também produz efeitos

noutras linhagens celulares sanguineas, podendo ocorrer neutropenia, com granulécitos de

grande tamanho e hipersegmentados, e trombocitopenia. Uma vez que ocorrem alteragoes

na sintese de DNA, os tecidos mais afectados sao os que apresentam maior taxa de

renovagao celular, como é o sistema hematopoiético. Também se podem verificar

neuropatias em caso de deficiéncia de folatos (ADAMSON, 2010).
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5.5. MARCADORES CARDIACOS

A determinagao dos marcadores bioldgicos de necrose corondria é importante para
o diagnéstico precoce (ou exclusao) de enfarte agudo do miocardio. Actualmente, estao
disponiveis na pratica clinica marcadores de necrose do miocardio (creatina fosfoquinase,
creatina fosfoquinase MB, troponinas T e | e mioglobina), de activagao neuro-humoral
(peptideo natriurético cerebral (BNP) e fraccao N terminal do pré-BNP) e de inflamagao

(proteina C reactiva). No sector da Imunologia, apenas se determina a troponina I:

e Troponina-I

A troponina | (assim como a troponina T) possui isoformas
cardioespecificas, diferenciando-se das produzidas no musculo-esquelético,
que podem ser detectadas quando se recorre a Ac monoclonais. Os
individuos com enfarte agudo do miocardio apresentam uma elevagao da
troponina | no sangue as 4-6 horas, com um pico de libertacao as |2 horas,
devido a proteodlise progressiva do aparelho contractil dos midcitos. As
troponinas sao os melhores marcadores para o diagndstico de enfarte do
miocardio, uma vez que sao muito sensiveis e especificas. Este marcador
cardiaco também pode estar elevado em situagoes de lesao miocardica nao
isquémica, como miocardite, tromboembolismo pulmonar e aneurisma
dissecante da aorta, patologias estas que também se caracterizam por dor

toracica (HENRIQUES, 2006).

5.6. ESTUDO DA FUNCAO ENDOCRINA

O sistema endocrino envolve a interacgao entre o hipotalamo (glandula terciaria), a
hipofise (glandula secundaria) e a glandula endécrina primaria, compreendendo mecanismos
de feedback negativo ou positivo. A comunicagao do sistema endocrino realiza-se por meio

de sinais quimicos, as hormonas, que sao libertadas na corrente sanguinea.

a) FUNCAO TIROIDEIA

A tirdide possui dois I6bulos e é constituida por dois tipos de células: as foliculares,

responsaveis pela secrecao de tri-iodotrionina (T3) e tetra-iodotrionina (T4), e as
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parafoliculares, que secretam calcitonina. Esta glandula capta e armazena iodo, essencial para
a sintese das hormonas tiroideias. As hormonas da tirdide tém dois efeitos sobre o
metabolismo: estimular quase todos os tecidos do corpo a produzir proteinas e aumentar a

quantidade de oxigénio que as células utilizam.

Para o diagndstico de patologias associadas a tirdide faz-se a quantificacdo das

hormonas com ela relacionadas e/ou de auto-anticorpos a ela dirigidos (DEMERS, 2008).

e TSH (Hormona Estimuladora da Tirdide)

A actividade da tiréide esta dependente da ac¢ao da TSH, produzida pela hipdfise
que, por sua vez, ¢ influenciada pela TRH (hormona libertadora de tirotropina), sintetizada e
libertada pelo hipotalamo, dependendo de mecanismos de feedback negativo. Esta hormona

€ o principal marcador de hipertiroidismo e hipotiroidismo primarios (DEMERS, 2008).

¢ Hormonas Tiroideias

As células foliculares captam iodo da corrente sanguinea, na forma de iodeto,
promovendo a iodinagdo de moléculas de tirosina da tiroglobulina, resultando na formacgao
de mono-iodotirosina (MIT) e di-iodotirosina (DIT). A T4 é formada por dois residuos de

DIT, enquanto a T3 tem origem num residuo de MIT e noutro de DIT.

A tiroide liberta sobretudo T4, no entanto, a T3 é muito mais activa. Cerca de 40%

da T4 é convertida em T3, através de desiodinagao, no figado e rins.

= T3 Livre e T3 Total

Na circulagao sanguinea, a T3 encontra-se na sua maioria ligada a
uma proteina de transporte, a globulina ligadora de tiroxina (TBG).
Apenas uma pequena percentagem circula na forma livre, a Unica

metabolicamente activa.

= T4 Livre e T4 Total

A T4 circula no plasma ligada a proteinas de transporte: cerca de
70% ligada a TBG, 20% a transtirretina e 10% a albumina. Uma pequena
percentagem circula na forma livre, a Unica metabolicamente activa

(DEMERS, 2008).
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No que respeita as patologias que envolvem a tirdide, o hipertiroidismo e o
hipotiroidismo sao, sem duvida, as mais frequentes (os nddulos e a Sindrome Doente
Eutirdide, na qual a T4 nao é transformada em T3, mas numa T3 reversa, constituem casos
raros). No hipertiroidismo ha um aumento da produgao das hormonas tiroideias que, na
maior parte das situagoes, se deve a existéncia de Ac contra os receptores da TSH,
diminuindo a concentragao desta hormona no plasma. Estas IgG sao estruturalmente
semelhantes as moléculas de TSH e, portanto, vao contribuir para a estimulagao da tiroide
(possibilidade de desenvolvimento de bécio), aumentando a produgao de T3 e T4. Estamos
perante hipertiroidismo primario ou Doenga de Graves-Basedow, uma patologia de natureza
auto-imune. Quanto ao hipotiroidismo, se a tirdide for disfuncional (causa primaria), a
diminuicao da sintese de hormonas tiroideias implica que, por mecanismos de feedback
negativo, haja maior produgao de TSH por parte da hipofise ([TSH] > 25 pUl/mL) e TRH
pelo hipotalamo, para estimular a tirdide. Neste caso, a estimulagao exagerada da tirdide
pode desencadear o desenvolvimento de bocio; o hipotiroidismo primario sem tiromegalia €
caracterizado por perda ou atrofia do tecido tiroidiano. A tiroidite de Hashimoto é a causa
mais frequente de hipotiroidismo primario (tema que sera aprofundado no Caso Clinico lll)

(DEMERS, 2008).

e Anticorpos Antitiroideus (Ac anti-TPO e Ac anti-TG)

Os anticorpos anti-peroxidase (Ac anti-TPO) e anti-tiroglobulina (Ac
anti-TG), produzidos quando ha um disturbio auto-imune, impedem que haja
captagao do iodeto presente no plasma e, por isso, a produgao de T3 e T4
esta comprometida. Estes auto-Ac estao associados ao hipotiroidismo crénico
autoimune (tiroidite de Hashimoto), sendo a presenga de Ac anti-TPO mais
frequente. No entanto, € de referir que estes auto-Ac nao sao especificos de
hipotiroidismo autoimune; podem apresentar uma concentragao elevada ou
baixa na Doenga de Graves e ha casos de hipotiroidismo primario com niveis

destes Ac diminuidos (CATUREGLI, 2014; DEMERS, 2008).

B) FUNGCAO SUPRARRENAL (OU ADRENAL)

As glandulas suprarrenais estao localizadas sobre o polo superior de cada rim e cada
uma delas é constituida por uma zona cortical (produgao de hormonas esterdides, ou seja,

mineralocorticoides, glicocorticoides e esterdides sexuais, sendo que o colesterol é o
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precursor de todas elas) e uma zona medular (sintese de catecolaminas). Os
mineralocorticoides regulam a homeostasia de sais (conservagao de sodio e perda de
potassio, minerais muito importantes no equilibrio dos liquidos do organismo) e, portanto,
também controlam o volume extracelular. A aldosterona é o mineralocorticéide endogeno
de acgao mais potente e é exclusivamente produzida na zona glomerular do cortex, devido a
actividade da enzima aldosterona-sintetase. Os glicocorticoides sao importantes no
metabolismo dos hidratos de carbono, das proteinas e dos lipidos. O cortisol é o principal
glicocorticéide sintetizado nas zonas fasciculada e reticular do cértex suprarrenal. Nas zonas
fasciculada e/ou reticular ocorre também a sintese de hormonas sexuais, isto &, de
estrogénios, progesterona e androgénios (como mais importantes destacam-se a desidro-
epiandrosterona e a androstenediona). Os androgénios aumentam a sintese proteica e, deste
modo, promovem o aumento da massa muscular. Tém maior significado nas mulheres,
contribuindo para a manutencao da pilosidade pubica e axilar e estimulagao da eritropoiese,
visto que nos homens ha muito maior producao a nivel testicular. As catecolaminas
(dopamina, adrenalina e noradrenalina) tém origem nos aminodcidos tirosina ou fenilalanina e
sao essenciais para a manutengao da homeostase e para a resposta ao stress, através do
controlo das actividades cardiovasculares, metabdlicas, glandulares e viscerais (DEMERS,

2008).
« CORTISOL

Em situagcoes de hipoglicémia e/ou stress, o hipotilamo liberta CRH
(hormona libertadora de corticotropina) que, por sua vez, vai actuar na
hipofise e estimular a sintese de ACTH (hormona adrenocorticotrofica). Esta
ltima, por ac¢ao nas glandulas adrenais, vai promover a sintese de cortisol.
Deste modo, a concentragao sérica de cortisol é regulada segundo
mecanismos de feedback negativo. A libertagao do cortisol esta sujeita a um
ritmo circadiano, no qual a concentragao é mais elevada de manha e menor
por volta da meia-noite. A determinagao da concentragao do cortisol pode

ser efectuada no soro, no plasma ou na urina das 24h.

Genericamente, as patologias que envolvem a secrecao de cortisol podem ser
divididas em duas categorias: Sindrome de Cushing (hipercortisolismo) e insuficiéncia
adrenocortical (destruigao ou hipofungao do cortex, ocorrendo hipocortisolismo). A
Sindrome de Cushing caracteriza-se pela perda do ritmo circadiano da CRH/ACTH, levando

a uma cortisolémia elevada e constante. Pode ser dependente de ACTH, isto ¢, o aumento

38



Relatério de Estagio - Mestrado em Analises Clinicas

desta hormona hipofisaria, provocado por adenomas na hipdfise (doenga de Cushing) ou de
secregao ectopica, promove o aumento da secregao de cortisol pelas glandulas suprarrenais,
ou independente de ACTH, ou seja, o excesso de producao de cortisol deve-se a existéncia
de tumores adrenocorticais, hiperplasia nodular ou até a terapéutica cronica com
glicocorticdides, estando a concentragao de ACTH no plasma diminuida. Relativamente a
insuficiéncia adrenocortical, esta pode ser primaria (a Doenga de Addison é um exemplo, na
qual a incapacidade de produgao hormonal em quantidade suficiente leva a que a
concentragao de ACTH esteja aumentada) ou secundaria (deficiéncia na produgao de

ACTH) (DEMERS, 2008; EISENHOFER, 2008).

¢) FUNCAO GONADAL

O estudo da fungao gonadal é frequente quando se verifica hipogonadismo ou
suspeita de disfungao testicular no homem e quando ha distlrbios menstruais, problemas de
fertilidade, hirsutismo ou virilizagao na mulher. O doseamento da hormona luteinizante (LH),
da hormona foliculo-estimulante (FSH), da progesterona, da testosterona, do estradiol e da
gonadotrofina corionica humana (hCG) sao as determinagoes hormonais mais frequentes.

No LACCSMC apenas se quantificam a FSH, progesterona, hCG e testosterona.

A GnRH (hormona libertadora de gonadotropina), libertada pelo hipotalamo, é
responsavel pela estimulagao da produgao de FSH e LH, na hipdfise. Estas hormonas, por sua
vez, vao influenciar a sintese de estrogénios, progesterona e testosterona, nos ovarios e
testiculos. Estas glandulas-alvo exercem mecanismos de feedback negativo e positivo (na

ovulacao) no hipotalamo e hipofise (GRONOWSKI, 2008).

e FSH

Na mulher, a FSH assegura a maturagao folicular e a secrecao de
estrogénios, devido ao estimulo das células da granulosa. No homem, a FSH
tem alguma importincia no desenvolvimento gonadal e estimula a

esparmatogénese nas células de Sertoli dos tubulos seminiferos.

A concentragao de FSH no sangue varia consoante o género, a idade e a altura do
ciclo menstrual em que a mulher se encontra. Quando os niveis plasmaticos de FSH estao
aumentados, na mulher, os diagnosticos possiveis sao: hipofungao ovarica, menopausa,

sindrome do ovario poliquistico ou anomalia cromossémica (como a sindrome de Turner).
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No homem, concentragdes elevadas podem indicar sindrome de Klinefelter ou danos
testiculares (causados por alcoolismo ou quimioterapia, por exemplo), associados a
diminuicao da funcao gonadal. Se os niveis desta hormona estao abaixo dos valores de
referéncia, entio podemos estar perante uma patologia no eixo hipotalamico-hipofisario.
Também o stress e um peso excessivamente baixo podem induzir uma diminuicao na

producio da FSH (GRONOWSKI, 2008).

¢ Progesterona

A progesterona, juntamente com os estrogénios, regula as fungoes do
sistema reprodutivo, durante o ciclo menstrual. E extremamente importante
no estabelecimento da gravidez e da sua manutengao, sendo que as principais
fontes desta hormona siao o corpo luteo e a placenta. As glandulas adrenais e

os testiculos também sintetizam esta hormona, mas em menor quantidade.

A concentragao plasmatica de progesterona esta aumentada na hiperplasia adrenal
congénita, assim como na gravidez. A deficiente produgao desta hormona implica que hajam
ciclos menstruais irregulares e com abundante fluxo sanguineo, sendo a causa mais provavel

a sindrome do ovario poliquistico (GRONOW/SKI, 2008).

ehCG

O papel fisiolégico da hCG é a manutencio do corpo amarelo,
permitindo a sua transformagao em corpo amarelo gestacional, apos ter
ocorrido a fecundagao, e estimular a produgao de progesterona e estrogénios
durante o primeiro trimestre da gravidez. Decorrido esse tempo, a hCG
passa a ter biossintese principalmente no sinciciotrofoblasto placentario. Esta
hormona também pode ser produzida por alguns tecidos tumorais,

principalmente os de origem trofoblastica, como o coriocarcinoma.

Os valores de hCG esperados, numa populagao saudavel e sem patologias tumorais,
sao inferiores a 3 mUI/mL nos homens, a 4 mUI/mL nas mulheres em idade fértil e a 13

mUI/mL em mulheres menopausicas (ROSEN, 201 1).
e Testosterona
A testosterona é a principal hormona sexual responsavel pelo

desenvolvimento do sistema reprodutivo masculino. Além de ser importante
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na espermatogénese, também é fundamental para o crescimento muscular e

65560, assim como para a sua manutengio.

Em homens com hipogonadismo, niveis baixos de testosterona devem-se,
essencialmente, a problemas testiculares ou a disfungdes hipofisarias. Em mulheres, niveis
elevados de testosterona podem causar irregularidades na menstruacao, acne, infertilidade,
hirsutismo e virilizacao. Aumentos na concentracao desta hormona também se associam a

sindrome do ovario poliquistico (CRNAEGIE, 2004).

5.7.  MARCADORES TUMORAIS

Os recentes avangos no estudo da genética molecular vieram permitir um melhor
conhecimento da génese do cancro. Resumidamente, a carcinogénese ocorre quando ha
alteragoes nos mecanismos de regulagao da proliferagao celular. Estas alteragoes podem
envolver a expressao de oncogenes (por activagao de proto-oncogenes), a inactivagao de
genes supressores tumorais e/ou alteragao de genes de correcgao de erros na reparagao ou

duplicagao do DNA.

Um marcador tumoral é uma substincia produzida pelas células neoplasicas e
libertada para fora do tumor ou sintetizada pelo organismo em resposta a presenga do
tumor. Os marcadores tumorais podem ser antigénios celulares, hormonas, enzimas ou
proteinas séricas. Consoante o marcador, o seu doseamento pode ser efectuado nas células,

No sangue ou em secregées.

Um marcador tumoral ideal deveria ser especifico do respectivo tumor, libertado
proporcionalmente ao volume do tecido tumoral, detectavel num estadio precoce da doenga
e doseavel com fiabilidade. Porém, como essa substancia ideal nao existe na pratica clinica, o
valor clinico de um marcador tumoral depende da sua especificidade e sensibilidade. O
marcador sera tanto mais especifico quanto mais baixa for a probabilidade de fornecer
resultados falsos positivos e tanto mais sensivel quanto maior for a probabilidade de

fornecer resultados positivos nos casos confirmados de tumor.

O facto de os marcadores tumorais apresentarem baixas especificidade e
sensibilidade limita a sua aplicagio no diagnéstico clinico (a2 excepg¢ao do PSA e da

calcitonina). Os valores dos marcadores tumorais podem diminuir apos o tratamento e
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voltar a aumentar quando ocorre uma recaida. Sao utilizados para complementar o

prognostico e o seguimento dos tratamentos anti-cancerigenos (SHARMA, 2009).
J CA 19.9

Os determinantes antigénicos |116-NS-19.9 estao presentes nos
epitélios gastrico, intestinal e pancredtico fetais. No adulto, podem ser
encontrados, em muito baixas concentragoes, nos tecidos hepatico, pulmonar
e pancreatico. A quantificagao do antigénio hidrocarbonado 19.9 (CA 19.9) é

definida pelo uso de anticorpos monoclonais especificos (1 | |6N-NS-19.9).

Valores elevados dos determinantes antigénicos |1 16-NS-19.9 reactivos
associam-se, sobretudo, ao cancro pancreatico, embora valores normais nao
excluam esse diagnostico. Também se podem detectar elevagoes do CA 19.9
em situagoes como o cancro do estomago, colo-rectal ou estase biliar.
Valores aumentados e constantes dos niveis de CA 19.9 indicam, geralmente,
evolugao tumoral e ma resposta ao tratamento. Nao ha correlagao entre a
massa tumoral e os resultados obtidos no teste, contudo, niveis séricos acima
de 1000 U/mL, geralmente, indicam a existéncia de metastases (YAMASHITA,
2009).

. CEA

O antigénio carcino-embrionario (CEA) humano é produzido palas
células durante a vida fetal. A sua produgao € interrompida apds o nascimento,
no entanto, podem ser detectadas concentragoes muito baixas em individuos
sem qualquer patologia. Este marcador associa-se ao cancro colo-rectal, contudo,
os niveis de CEA também podem estar aumentados no cancro do esofago,
estomago, pulmao, mama e meningioma. Apresenta uma boa correlagio com a
massa tumoral iniciall e com o aparecimento posterior de metdstases

(YAMASHITA, 2009).

° PSA livre e PSA total

O PSA (Ag especifico da prostata) € uma proteina produzida pelas
células da glandula prostatica. Este marcador associa-se, sobretudo, ao cancro
da prostata, embora valores normais nao afastem esse diagnostico. O facto de

o PSA ser sensivel e especifico permite que este teste seja usado como
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rastreio neste tipo de tumor. Também se podem registar valores elevados na
hipertrofia benigna da proéstata, na prostatite e no cancro da mama (no
homem). Este marcador nao distingue tecido normal de tumoral, no entanto,
quanto mais elevados forem os valores do PSA, maior a probabilidade de
existir um adenocarcinoma na prostata. A quantificagao do PSA pode ser
efectuada na fracgao livre (que nao esta ligada a proteinas) ou na total,

podendo determinar-se a razao PSA | PSA .- Alguns estudos sugerem

livre

que uma fracgao de PSA .. diminuida pode estar relacionada com uma maior

livre

agressividade do tumor (GJERTSON, 201 I).

5.8. SEROLOGIA DE INFECCOES VIiRICAS

Os virus sao estruturas de um Unico acido nucleico (DNA ou RNA), contido numa
capside proteica. Sao organismos intracelulares obrigatorios (de células metabolicamente
activas), que se reproduzem unicamente a partir do seu material genético, por replicacao do

acido nucleico.

O diagndstico das infecgoes virais pode ser efectuado recorrendo a métodos
directos (pesquisa da particula ou de componentes virais) ou indirectos (pesquisa de Ac

especificos) (NIZET, 2009).

a) HEPATITE A

Ha virus que podem provocar hepatite (alteragao difusa no parénquima hepatico,
com inflamagdo e alteracio do hepatdcito), no entanto, a agressividade é variavel,
dependendo se a cura é espontanea, se o virus tem possibilidade de provocar infec¢ao

crénica ou se € oncogénico (aumentando o risco de cancro hepatico).

O virus da Hepatite A (HAV) é de transmissao por via fecal-oral, quer por contacto
directo pessoa a pessoa, quer por ingestao de agua ou alimentos contaminados; a
transmissao por via parenteral € rara. Tem um periodo de incubagao de cerca de 30 dias, em
média, e as infeccoes podem ser assintomaticas ou severas (maior probabilidade de
complicagbes com o aumento da idade). As manifestagoes clinicas mais evidentes sao a
presenca de ictericia, urina escura e fezes descoradas. A hepatite A nunca evolui para doenga

cronica.
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Na Figura 12 pode observar-se o curso serolégico da infecgao causada por este virus.
Os Ac do tipo IgM sao os primeiros a serem produzidos, durante o prédromo (sinais e/ou
sintomas que podem indicar o inicio de uma doenca, antes do aparecimento dos sintomas
especificos), produgao essa que termina apos algumas semanas, no periodo de
convalescenca. Logo apés o inicio da sintese de IgM ha producao de IgG, que persistem no

sangue mesmo apos a resolugao da infecgao (HOLLINGER, 2013).
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Figura 12: Curso serolégico da infeccdo causada por HAV (adaptado de HOLLINGER, 2013)

o Ac Anti-HAYV IgM

A presenca de Ac do tipo IgM especificos para o HVA indica que o
individuo foi recentemente infectado pelo virus, podendo encontrar-se na fase
aguda da infecgao ou no periodo de convalescenga (estes Ac podem persistir

até 6 meses), dependendo do valor obtido na quantificagao.

. Ac Anti-HAYV IgG

Os Ac do tipo IgG especificos para o HAV, apés o contacto com o
virus, permanecem no sistema imunoldgico. Deste modo, a presenga de Ac
anti-HAV do tipo IgG, juntamente com os Ac anti-HAV IgM, significa que a
infeccao é recente; caso apenas os Ac anti-HAV IgG estejam presentes, entao

estamos perante uma infecgao passada ou vacinagao (HOLLINGER, 2013).
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L) HEPATITEB

O virus da Hepatite B (HBV), actualmente, é transmitido por via sexual, perinatal (no
parto, visto que este virus nao atravessa a placenta) e percutanea. O periodo de incubagao é
de 2 a 3 meses e os individuos infectados, além do mal-estar, dor no hipocondrio direito,
ictericia, urina escura e fezes descoradas, apresentam um aumento nos niveis das
transaminases. Este virus possui um envelope (membrana exterior a capside), constituido,
essencialmente, por Ag HBs. A capside é formada, maioritariamente, pelo Ag HBc
(indetectavel no soro); também produz Ag HBe, que é uma proteina soluvel, sendo
secretada para o soro. A infeccao aguda apresenta uma taxa de 90 a 95% de cura; cerca de

5-10% das infecgoes evoluem para doenga cronica.

Na Figura |13 estao representados os cursos serologicos das infecgoes aguda e
cronica, assim como os niveis da alanina-transaminase (ALT). Relativamente a infecgao aguda,
os Ac anti-HBc sao os primeiros a ser produzidos (inicialmente IgM e depois IgG). Devido
aos Ag HBe e HBs sintetizados pelo virus, dois a trés meses apos o contacto com o agente
infeccioso, sao detectaveis Ac especificos (anti-HBe e anti-HBs, respectivamente) produzidos
pelo sistema imunolégico, produgao essa que continuara mesmo apos a resolugao da
infeccao (durante algum tempo). Enquanto a infecgao durar, havera presenga de DNA viral
no sangue do hospedeiro. No caso de a infecgao se tornar croénica, ha persisténcia de Ag
HBe e HBs no soro; ha producao de Ac a eles dirigidos, contudo, nao se consegue fazer a
sua detecgao. Também os niveis da ALT e de DNA viral permanecem aumentados durante

varios meses (SEEGER, 201 3).

Acute Hepatitis B Chronic Hepatitis B
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Figura 13: Curso serolégico das infecgdes aguda (a esquerda) e crénica (a direita) causadas pelo
HBYV (adaptado de SEEGER, 201 3).
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Para o diagnostico e monitorizagao da hepatite B podem ser efectuados os seguintes

o Ag HBs

O Ag HBs surge no soro | a 10 semanas apds a exposi¢ao ao virus (em
paralelo com o Ag HBc) e é um marcador de infecgao. Este Ag persiste
durante a fase aguda, até a convalescenga. Quando a presenca do AgHBs no
soro excede os 6 meses, a infeccao evolui para cronica. Este teste é
qualitativo e é usado para monitorizar o estadio da infecgao (quando
combinado com outros marcadores), screening pré-natal e prevencao

perinatal (SEEGER, 2013).

o Ag HBe

O Ag HBe pode ser detectado no soro nos primeiros 3 meses da
infeccao, quando a carga viral atinge os valores mais elevados (devido a
acentuada replicagao viral). Quando a infecgao é cronica, este Ag persiste no
soro durante longos meses, sendo um importante marcador de alta
infecciosidade (presenga de DNA viral). O Ag HBe deixa de ser detectavel no
soro quando se inicia a produgao de Ac anti-HBe. Este teste é quantitativo

(SEEGER, 2013).

. Ac Anti-HBc IeM

Os Ac anti-HBc do tipo IgM siao produzidos pelo sistema imunitario
depois da presenca, no soro, do Ag HBc. Estes Ac estao presentes na fase
aguda e os niveis vao diminuindo lentamente apds a resolugao, até se

tornarem indetectaveis (SEEGER, 2013).

. Ac Anti-HBc (total)

Os Ac anti-HBc sao dirigidos aos Ag do core e, como sao produzidos
no inicio da fase aguda e persistem no soro (os do tipo IgG), nao especificam

se a infecgao € recente ou passada (SEEGER, 2013).
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) Ac Anti-HBe

Os Ac anti-HBe sao detectaveis na fase precoce, apés contacto do

hospedeiro com os Ag correspondentes, e persistem no soro do individuo

uma vez infectado (SEEGER, 201 3).
. Ac Anti-HBs

Os Ac anti-HBs sio os ultimos a serem produzidos pelo sistema
imunitario, sendo que apenas sao detectdveis no soro apés deixar de haver
formagao de Ac anti-HBc IgM (estes mantém niveis detectdveis apés o
desaparecimento do Ag HBs, que vao diminuindo ao longo do tempo). Este
teste € usado, fundamentalmente, para monitorizar o sucesso da vacinagao

contra a hepatite B.

Resumindo, um individuo que ja tenha sido infectado pelo HBV pode apresentar so
Ac anti-HBc total (ou ainda nao ocorreu a producao de Ac anti-HBs (fase aguda) ou a
infeccao ja aconteceu ha 10-20 anos), s6 Ac anti-HBs, ambos (Ac anti-HBc total e anti-HBs)
ou nenhuns. Isto verifica-se porque a producao de Ac anti-HBs pode cessar primeiro que a

de Ac anti-HBc em certas pessoas; noutras, pode acontecer o contrario (SEEGER, 2013).

¢) HEPATITEC

O virus da Hepatite C (HCV) transmite-se por via parenteral, sexual e da mae para o
feto. O periodo de incubagao varia entre | a 3 meses e, normalmente, a infeccao é
assintomatica. Menos de 20% dos individuos infectados por HCV apresentam ictericia. Apos
a exposicao, 80% dos casos evoluem para hepatite cronica, dos quais 65% mostram
progressao da doenga (manifestagdoes que podem variar entre alguma lesao hepatica,

evolucao lenta da cirrose, carcinoma hepatocelular e morte).

o Ac Anti-HCV (total)

Os Ac anti-HCV do tipo IgM surgem no soro apos 2 meses o inicio da
infecgao; a produgao destes cessa e da lugar a de Ac anti-HCV do tipo IgG,
que persistem durante tempo indeterminado no soro. Quando se verifica a
presenca destes anticorpos, deve proceder-se (segundo indicagao clinica) a
pesquisa de RNA viral, para se esclarecer se a infecgao € recente ou passada

(ou ainda se esta activa).
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E importante referir que ha uma prevaléncia de cerca de 34% da co-infeccio HIV-
HCYV, sendo a via de transmissao mais importante a percutanea (individuos utilizadores de
drogas intravenosas). Nestes casos, ha uma maior carga viral de HCV no soro, a progressao
para doenga hepatica € mais rapida, ha maior risco de cirrose hepdtica e a taxa de

mortalidade é mais elevada (RAY, 2013).

d) HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana)

O HIV pode ser transmitido pelas vias parentérica, sexual, da mae para o filho (seja
durante a gravidez, no parto ou aquando da amamentagao). O HIV apenas infecta linfocitos T
e macroéfagos. E durante a fase aguda da infecgdo (cerca de | ano), que ocorre | a 4 semanas
apos a exposi¢ao ao agente viral, que a probabilidade de contagio é maior, devido a elevada
carga viral presente no soro do individuo. E também nesta fase que se verificam elevados
niveis de Ag (especialmente o Ag p24) e inicio da producao de Ac especificos contra o virus.
A fase assintomatica ou de laténcia clinica tem inicio quando a carga viral atinge valores
muito baixos (devido a resposta imune) e pode durar até |0 anos. Neste periodo, nio ha
manifestagoes clinicas inerentes a baixa replicagao viral, no entanto, a evolugao para o
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) depende da relagao entre a carga viral e a
diminuigao dos linfocitos T CD4. Durante esta ultima fase da infecgao, a qual resulta da
perda em numero e eficacia dos linfécitos T CD4, o individuo pode adquirir infecgoes
oportunistas ou até neoplasias. Clinicamente, o diagnostico de SIDA é confirmado quando ha
presenga de Ac anti-HIV no soro, juntamente com um dos trés seguintes parametros: menos
de 200 linfécitos T CD4 / mm’ de soro, nimero de linfécitos T CD4 inferior a 14% do total

de linfécitos ou evidéncia de uma doencga associada a SIDA.

. Ag e Ac Anti-HIV

Este teste detecta qualitativa e simultaneamente a presenga do Ag p24
do HIV (presente na capsula viral) e de anticorpos anti-HIV-1 e/ou anti-HIV-2. E
um teste primario que auxilia no diagndstico de infecgoes por HIV-I/HIV-2

(incluindo na fase aguda) (KURITZKES, 2013).

5.9. SEROLOGIA DE INFECCOES BACTERIANAS

As bactérias sao organismos procariotas, isto &, sio unicelulares, nio tém nucleo

(ndo possuem membrana nuclear e apresentam no citoplasma uma grande molécula de
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DNA) e possuem os organelos dispostos no citoplasma. Estao rodeadas por uma parede
celular, que tanto oferece protecgao celular como constitui um factor de viruléncia. As
bactérias causam danos no hospedeiro através da produgao de toxinas, por invasao tecidular

e/ou por indugao de uma forte resposta inflamatoéria (NIZET, 2009).

A) SIFILIS

A sifilis € uma doenga sexualmente transmissivel, cujo agente etioldgico é o
Treponema pallidum. No primeiro estadio da infec¢ao, ocorre multiplicagao bacteriana no
local de entrada, produzindo Ulceras (cancro duro). Esta fase dura entre 4 e 6 semanas e é
contagiosa. No segundo estadio, ha disseminagao bacteriana noutros tecidos, verificando-se
manchas em todo o corpo, principalmente nas palmas das maos e nas plantas dos pés. Este
periodo pode durar até 2 anos e € muito contagioso. O terceiro estadio da doenga
caracteriza-se pelo agravamento das lesoes, consoante os orgaos atingidos durante a
disseminagao bacteriana. Esta fase pode ocorrer muitos anos apos a infecgao primaria e nao

é contagiosa.

A pesquisa de Ac anti-Treponema pallidum é a técnica mais usada no diagnostico
laboratorial da sifilis. Os Ac produzidos pelo organismo em resposta a esta infecgao

classificam-se como treponémicos ou especificos e nao-treponémicos (SINGH, 1999).
. SIFILIS TP

Este teste é um método treponémico que detecta no soro,
qualitativamente, anticorpos anti-Treponema pallidum, que, caso existam, se
irdo ligar as microparticulas revestidas com antigénios recombinantes do

Treponema pallidum (TpN15, TpN17 e TpN47).

5.10. ALERGIAS

A alergia define-se como uma reacgao de hipersensibilidade mediada por mecanismos
imunoldgicos, ou seja, verifica-se o aparecimento de sinais ou sintomas (resposta imune
exagerada ou inapropriada) que siao desencadeados pela exposicao a uma substancia
antigénica, numa dose tolerada por individuos normais. As alergias sao reacgoes frequentes,
ocorrendo em cerca de 20% da populagao, sendo que a maioria dos casos corresponde a
alergias respiratérias. A hipersensibilidade do tipo | (imediata) é mediada por Ac IgE e os

sintomas mais comuns sao a asma, a rinite, o eczema e a conjuntivite. A detecgao do Ag
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responsavel pelos sintomas clinicos é importante para o diagndstico precoce e consiste na
pesquisa de IgE circulantes especificos de alergénios definidos. Os testes realizados no local
do estagio sao semi-quantitativos e detectam IgE especificos para o polen de Parietaria, de
Panasco e de Rabo de Gato e para os acaros Dermatophagoides pteronyssinus e

Dermatophagoides farinae, auxiliando no diagnostico de alergias respiratérias (ABBAS, 2015).

5.11. TESTES MANUAIS

5.11.1. REACCAO DE WAALER-ROSE

A artrite reumatoide, assim como outras doengas reumaticas inflamatorias, esta
associada a producao de um grupo de imunoglobulinas, designadas por factores reumatodides
(FR). Estes auto-Ac sao dirigidos contra os determinantes antigénicos das moléculas de IgG.
A reaccao de Waaler-Rose é uma técnica de hemaglutinagao, qualitativa e semi-quantitativa,
que permite a deteccio do factor reumatdide, através da utilizagdo de eritrécitos
sensibilizados e de um anti-soro com IgG, ocorrendo aglutinagao na presenga de FR. Este
teste € importante para o diagndstico de artrite reumatoide; cerca de 80% destes doentes
apresentam positividade para o FR, contudo, a negatividade nao exclui este diagnostico. O
FR também pode ser produzido pelo organismo noutras situagoes, reumaticas ou nao

(SPIRITUS, 2004).

5.11.2. VDRL E RPR

O VDRL e o RPR sao testes nao-treponémicos usados no diagnostico da sifilis, que
detectam a presenca de Ac no soro, por aglutinagao, que reagem com a cardiolipina e
reaginas, respectivamente. Sao pouco sensiveis, uma vez que s6 ha positividade apds a
segunda ou terceira semana da infecgao (nao detectam precocemente a doenga), e nao sao

especificos, dado que as reaginas sao produzidas quando ha destruigao celular.

No VDRL o soro tem de ser aquecido num banho de 4dgua a 57°C durante 30 minutos,
para remocao dos inibidores nao especificos (como particulas do complemento). No caso de
a amostra conter Ac que reagem com a cardiolipina, ira verificar-se a presenca de floculagao
no cartiao de teste (apos a adicio deste lipido), que apenas é visivel com o auxilio da
microscopia (em objectiva de 100X). No RPR, as reaginas presentes no soro (caso a amostra
seja proveniente de um paciente infectado por Treponema pallidum) irao formar complexos

com antigénios (constituidos por particulas de cardiolipina, lecitina e colesterol) conjugados
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com carvao activado, no cartao teste. Neste caso, a aglutinagao € visivel macroscopicamente.
Estes ensaios sao qualitativos (quando apenas se pretende observar a presenga ou auséncia
destes Ac) e quantitativos (quando se procede a diluicao do soro, anotando-se o titulo de
diluicao mais elevado onde ocorreu reactividade). Os ensaios quantitativos sao importantes
na monitorizacdo da terapéutica. Nos casos positivos, deve sempre ser feita uma

confirmagao por testes treponémicos (métodos especificos) (NAYAK, 2012).

5.11.3. PESQUISA DE SANGUE OCULTO NAS FEZES

A pesquisa de sangue oculto nas fezes é importante na investigacao de doengas

gastrointestinais com perda de sangue, principalmente no caso do cancro colo-rectal.

Este teste € um ensaio imunocromatografico, qualitativo e sensivel para a globina nao
degradada da hemoglobina humana (hHb). Inicialmente, é adicionada uma pequena amostra
de fezes a um tubo contendo uma solugao tampao; apos agitagao, sao introduzidas algumas
gotas da mistura na zona de reacgao, na cassete. A globina, caso esteja presente na amostra,
ira migrar por capilaridade e formar imunocomplexos com os anticorpos monoclonais anti-
hHb conjugados com ouro coloidal, presentes na membrana do teste. Se a concentragao de
hemoglobina na amostra for superior a 50 ng/mL, na zona de teste ira aparecer uma tira
colorida (acastanhada), que representa a ligagdo dos imunocomplexos aos anticorpos
monoclonais anti-hHb fixados. Para controlo do procedimento, deve sempre registar-se uma
linha corada na zona de controlo, devendo-se ao facto de os anticorpos monoclonais anti-

hHb conjugados se terem ligado a IgG fixadas nessa zona.

Esta reaccao apresenta elevada especificidade, é rapida e simples de executar

(LIEBERMAN, 2001).

5.11.4. TESTE DE GRAVIDEZ

O teste de gravidez qualitativo também se baseia na imunocromatografia, sendo
utilizada uma amostra de urina. Logo apos ter ocorrido a fecundagao, o embriao inicia a
sintese de hCG que, quando atinge concentragoes elevadas no sangue materno, € eliminada
pelo sistema urinario. Deste modo, este teste ajuda no diagndstico rapido de uma gravidez.
Inicialmente, a amostra € introduzida na area de teste e, por capilaridade, a hCG (caso esteja
presente) ira formar imunocomplexos com anticorpos monoclonais anti-hCG conjugados
com ouro coloidal presentes na membrana da cassete. Nas amostras positivas aparecera
uma linha rosada na zona teste, que representa a ligagdo dos imunocomplexos aos
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anticorpos monoclonais anti-hCG fixados. Tal como no teste anterior, para controlo do
procedimento, devera aparecer sempre uma linha rosada na zona de controlo, que
corresponde a ligagdo entre os anticorpos monoclonais anti-hCG conjugados e as IgG

fixadas nessa regiao da membrana (CHARD, 1992).

5.12. CASO CLINICO lII

Uma senhora de 58 anos, diagnosticada ha alguns anos com Tiroidite de Hashimoto,
apresentava na requisicao a determinagao dos marcadores da fungao tiroideia, entre outras
analises de rotina. O historico indicava uma alteragao destes parametros tiroideus com inicio

em 201 |, resultados esses que estao registados na Tabela 6:

Tabela 6: Comparacao dos parametros tiroideus em varias admissdes ao laboratério.

02/201 1 11/20011 12/2015  01/2016 02/2016 03/2016 04/2016 Valores de
Referéncia
Ac Anti-TG 1243 1249 1 88,75 1 1 80,02 1 1 <34 Ul/mL
73,44 76,16 51,24
Ac Anti-TPO 1123 1 1235,44 1 1 154 0 1 <12 Ul/mL
(microssomais) 127,40 193,05 139,49 117,75
TSH 1438 1488 022 |04l 1675 055 |027 0,50-4,20
pUl/mL
T3 Livre ---- 4,61 ---- ---- ---- -—-- ---- 2,2-5,4
pmol/L
T3 Total [,10 - [,10 ---- ---- ---- ---- 0,95-2,50
nmol/L
T4 Livre ---- 13,15 ---- ---- ---- -—-- ---- 9-24
pmol/L
T4 Total 80 - 140 106 90 1158 146 58-154
nmol/L

Constata-se que, no inicio das alteragoes, os niveis de Ac anti-TPO e anti-TG estao
muito aumentados, verificando-se também uma ligeira elevagao na concentragao de TSH.
Nesta patologia, um caso de hipotiroidismo primario, os niveis de T3 e T4 nao estao
diminuidos (como seria de esperar), provavelmente, devido a terapéutica farmacolégica a
que a utente foi submetida. Nos Ultimos meses, verifica-se uma diminuicao dos niveis de Ac
anti-TG (valores proximos dos de referéncia) e uma elevagao constante dos niveis de Ac
anti-TPO (a presenca destes ultimos é mais frequente nesta patologia, como referido
anteriormente). A TSH, no mesmo periodo, apresentou aumentos e diminuicoes nas

concentragoes séricas, possivelmente, resultado da terapéutica.
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A Tiroidite de Hashimoto é considerada a doenga autoimune mais comum e afecta
predominantemente mulheres. Esta patologia caracteriza-se pela infiltracao de células
mononucleares hematopoiéticas, principalmente linfocitos, no intersticio entre os foliculos
tiroideus, resultando na atrofia da glandula da tirdide. A maioria dos casos evolui para
hipotiroidismo, cujo diagnostico clinico se realiza, fundamentalmente, pela presenga, em
circulagao, de anticorpos anti-TG e anti-TPO (dirigidos contra antigénios da tirdide) e pela
diminuicao da ecogenicidade na ecografia desta glandula. Também se pode recorrer a
quantificagao, no soro, da TSH e da T4 livre (que deverao apresentar niveis elevados e
diminuidos, respectivamente) e a biopsia da tirdide (para o diagnostico dos casos mais

dificeis) (CATUREGLI, 2014).

5.13. CASO CLINICO IV

Uma senhora de 69 anos de idade realizou varias andlises de rotina, juntamente com
marcadores hepaticos (ALT, aspartato-transaminase (AST) e y-glutamil-transpeptidase (Y-
GT)) e pesquisa de Ac anti-HBc, anti-HBs, anti-HCV, Ag HBs e HCV-RNA viral. A paciente
revelou que estas analises especificas se deviam ao facto de ter mudado recentemente de
médico de familia, o qual queria esclarecer o motivo da alteragao dos parametros hepaticos

ha ja | ano. O historico desses mesmos resultados esta registado na Tabela 7:

Tabela 7: Comparacdo entre os resultados dos parametros hepaticos de varias admissdes ao

laboratoério.

02/2013 | 04/2015 | 07/2015 | 11/2015 | 02/2016 Valores de
O
AST 19

1102 160 160 155 5-34 UI/L

ALT 20 1200 199 1 104 1 104 <55 UIlL
y-GT 19 195 162 175 168 9-36 UI/L

Fosfatase -—-- 58 43 49 57 40-150 UI/L

Alcalina

Bilirrubina 0,50 11,30 0,90 0,70 -———- 0,20-1,20 mg/dL
Total

Bilirrubina 0,19 10,61 0,41 0,39 ——— <0,5 mg/dL

Directa

53



Ana Carolina Marques

Da andlise dos valores, verificamos que os niveis das transaminases (AST e ALT) e da
Y-GT estiao elevados, o que indica haver dano hepatocelular. Isto ocorre devido a citdlise,
que é o mecanismo imunitario responsavel pela eliminagio do HCV. As concentragdes de
bilirrubina total e directa, no inicio das alteracoes, também se encontravam aumentadas,

sinal de que estaria a haver alguma colestase.

A pesquisa de Ac anti-HBc e do Ag HBs revelou nao existir reactividade. A
quantificagao do Ac anti-HBs nao acusou a presenca deste Ac especifico. Relativamente ao
Ac anti-HCV, o teste mostrou existir reactividade, e quanto a pesquisa de RNA viral de
HCV (por Reacgao em Cadeia da Polimerase (PCR)), detectou-se positividade. Conclui-se,

portanto, tratar-se de um caso de Hepatite C, sendo que a infecgao esta activa.

Ha uma flutuagao dos valores das transaminases e da y-GT, consistentes com o curso
normal da doenga. Na Figura 14, pode observar-se o curso serologico das infecgoes aguda e

cronica causadas pelo HCV, assim como a presenga dos sintomas e os niveis da ALT.

o Symganens

o/ Symptcms

Figura 14: Curso serologico das infeccdes aguda (a esquerda) e cronica (a direita) causadas pelo
HCYV (adaptado de RAY, 2013).

Quando nao ha instituicao de terapéutica adequada nos 12 meses que se seguem ao
inicio da infecgao, dificilmente os mecanismos de imunidade conseguem extinguir a infecgao.
Como referido anteriormente, uma grande percentagem dos casos de infecgao por HCV

evoluem para doenga crénica (RAY, 2013).
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6. BIOQUIMICA

A bioquimica é a drea da ciéncia que estuda as vias metabdlicas e as alteragoes a elas
associadas, que podem originar patologias. Nesta area também adquiri variadas competéncias
técnicas, além de ter consolidado alguns conhecimentos anteriormente obtidos. No
LACCSMC, as analises bioquimicas realizam-se recorrendo ao equipamento Arquitect® ci
8200 Abbott Diagnostics e ao URIT, Uritest-300 (no caso da sumaria de urina). As amostras

usadas sao o soro ou a urina e efectuam-se as seguintes determinagoes:

eEstudo da funcio hepatica: bilirrubinas total e directa,

transaminases (ALT e AST), y-GT, Fosfatase Alcalina e Albumina (e

Protrombina);

e Estudo da funcdo renal: analise sumaria de urina (ou urina tipo ),

ureia, creatinina, microalbuminuria e acido Urico;

e Estudo da funcdo pancreatica: amilase e lipase;

e Estudo do metabolismo lipidico: colesterol total, lipoproteinas de

alta densidade (HDL), LDL e triglicerideos;

¢ Avaliacao dos marcadores de inflamacao: proteina C reactiva;

¢ Quantificacdo da glicémia

e Avaliacao do equilibrio hidroelectrolitico: sodio, potassio e

cloreto;

e Avaliacido do metabolismo mineral e ésseo: calcio, fosfato,

magnésio e ferro;

e Avaliacao muscular: creatina quinase e Lactato Desidrogenase

(LDH);

e Estudo de doencas infecciosas: Ac anti-estreptolisina O (ASO);

e Pesquisa de drogas de abuso: canabindides, opiacios, anfetaminas e

cocaina.

E importante referir que também esta drea esta sob a orientagao de pessoal técnico e

especializado, sendo todas as analises clinicas validadas pelo Director do Servigo.
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7. MICROBIOLOGIA

A microbiologia é a especialidade que diagnostica e estuda as infecgoes, sejam elas
causadas por virus, bactérias, fungos ou parasitas. Nesta area adquiri autonomia na realizacao
de culturas bacteriologicas (nos meios adequados), exames parasitologicos das fezes,

identificagao bacterioldgica e os respectivos antibiogramas.

No local do estagio, os exames mais solicitados sao as uroculturas, coproculturas,
exame parasitolégico de fezes e cultura bacteriana de exsudados nasais. Contudo, embora
com menor frequéncia, também se realizam culturas bacterianas de outros fluidos biologicos
(como, por exemplo, de exsudados purulentos e esperma) e pesquisa de fungos em raspados

de pele e unhas.
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8. CONCLUSAO

A realizagao do estagio foi, sem duvida, a melhor experiéncia ao longo de todo o
mestrado. Tive a oportunidade de aplicar variadissimos conhecimentos tedricos
anteriormente adquiridos a pratica clinica e laboratorial, aprendendo novos conceitos,
procedimentos, métodos e técnicas, gragas ao facto de toda a equipa se mostrar sempre

pronta a ajudar e ensinar.

Para que os resultados sejam fidedignos, o laboratoério é avaliado segundo programas

de controlo de qualidade internos e externos.

E de realcar que, para um correcto e adequado diagnéstico, é importante que, na
interpretacao dos resultados, sejam tidos em conta valores anteriormente obtidos (histérico

do paciente), nas varias andlises requisitadas.

Nas analises clinicas € essencial que os conhecimentos sejam renovados ao longo do
tempo, adquirindo-se novas aprendizagens, visto ser uma area em constante evolugao, na
qual vao surgindo técnicas e procedimentos que possibilitam uma melhor resposta na

prevencao, diagndstico e monitorizagao das patologias.

A titulo de melhorar a qualidade do servigo prestado e, simultaneamente, de reduzir
custos, o laboratorio ira, brevemente, implementar novas medidas e procedimentos que

visem esse efeito.
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Relatério de Estagio - Mestrado em Analises Clinicas

ANEXO |

Quando as andlises se realizam em sangue total ou plasma é necessario recorrer a
tubos que contenham anticoagulantes, que interrompem a cascata de coagulagao. Quando se
pretende estudar o soro (andlises bioquimicas, imunologicas e serolégicas) nao. Uma vez que
nao ha um anticoagulante ideal para todos os exames laboratoriais, a escolha do tubo a usar
¢é importante e depende do material bioldgico a analisar. Na Tabela 8 estio mencionados
nao so os varios tubos para as colheitas sanguineas, dependendo da andlise, como também
os restantes materiais necessarios para o transporte das amostras.

Tabela 8: Materiais necessarios para o transporte das amostras, dependendo das analises a
realizar.

ANALISE MATERIAL OBSERVACOES

O EDTA impede a
agregacao plaquetar e

Tubo com EDTA .
preserva a morfologia

celular

Tubo com citrato de
sodio

A solugao de citrato de
Tubo com solugao sodio aumenta a

de citrato de sédio | sensibilidade para detectar
processos inflamatorios

Tubo com activador .
. O gel de separagao torna
de formagao do )
i o trabalho laboratorial
coagulo e gel de ) ]

> mais eficiente
separagao

Frasco esterilizado
de 200 mL

Frasco esterilizado
de 2000 mL, com ou
sem HCI
Zaragatoa de
algodao

Seringa esterilizada

Frasco esterilizado
de 150 mL com
espatula
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ANEXO 11

Na Tabela 9 estido representados os valores de referéncia relativos aos parametros

hematoldgicos analisados no CELL-DYN® Ruby da Abbott Diagnostics.

Tabela 9: Valores de referéncia dos parametros referentes a um hemograma (adaptado de
Norma da Direccao Geral de Saude).

Valores de Referéncia dos Parametros Eritrocitarios

d 13,6 -18,0g/dL
Q 11,5-16,0g/dL

Hemoglobina

Volume Corpuscular Médio 80-97fL

Concentragao Média da Hemoglobina

32— 36 g/dL

Corpuscular

Valores de Referéncia dos Parametros Plaquetares

Volume Plaquetar Médio 65—-124fL

Globulos Brancos 40-11,0 X10°/L

Linfocitos 0,8—-4,0 XI10°/L

Eosindfilos 0,04 -0,3 X10°/L

4

(o))



Relatério de Estagio - Mestrado em Analises Clinicas

ANEXO 1lI

Na Tabela 10 esta a interpretacao da quantificagao da Hb Alc, no diagnostico e no

controlo da patologia de Diabetes.

Tabela 10: Interpretacao da quantificacdo da hemoglobina glicada, no diagnéstico e controlo da
diabetes.

<57% Auséncia de Diabetes
Diagnéstico de Diabetes 57 - 6,4% Pré-diabetes

2 6,5% Diabetes

4-6% Diabetes controlada
Controlo glicémico de 6-7% Diabetes = moderadamente
pacientes com Diabetes controlada

>7% Diabetes nao controlada
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