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Resumo

As Andlises Clinicas representam uma importante ferramenta para o diagnodstico e
seguimento de muitas patologias. Varios estudos internacionais apontam que setenta por
cento (70%) da tomada da decisao clinica médica esta dependente de, ou é confirmada por,

resultados de testes médicos laboratoriais.

Apesar de toda a componente tedrica inerente a este tema, a aplicagdo dos conceitos a

nivel pratico tem extrema importancia.

O objetivo deste relatorio é documentar o estagio curricular do Mestrado em Anadlises
Clinicas. Este estagio foi realizado no Laboratério S. José, durante um periodo de seis meses.
Os objetivos do estdgio curricular siao nao s6 aprofundar os conceitos tedricos adquiridos
ao longo do primeiro ano do mestrado como também adquirir novas competéncias a nivel

pratico.

As Analises Clinicas podem ser divididas em quatro valéncias major: Hematologia,
Imunologia, Bioquimica e Microbiologia. Durante o estagio, tomei contacto com todas as
quatro, ainda que se tenham evidenciado os trabalhos realizados na Hematologia e na

Imunologia durante a elaboragao deste relatorio.

As principais partes constituintes deste documento sao uma breve introdugao, a
descricao do funcionamento do Laboratério S. José, a apresentagio das duas valéncias

escolhidas e uma breve conclusao.






Abstract

Clinical Analysis represent an important tool to diagnose and follow-up many diseases.
Several international studies indicate that seventy percent (70%) of medical decision is

dependente or confirmed by laboratory results.

Although all the theorical inherent to this topic, the application of concepts at pratical

level have extreme importance.

The purpose of this report is document the traineeship of the Master degree in Clinical
Analysis. This traineeship was performed in Laboratério S. José, during six months. The
traineeship’s aims were not only deepen the theorical concepts acquired at the first year of

the Master degree, but also acquire new skills at pratical level.

Clinical Analysis can be divided into four general valences: Hemathology, Immunology,
Biochemistry and Microbiology. During the traineeship, they were worked all the four, even

if only the work realized on Hemathology and Immunology has been discussed in this report.

The main parts constituents of this document are a brief introduction, the description of
the operation of the Laboratério S. José, the presentation of the two chosen valences and a

brief conclusion.
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|.Introducao

O termo Analises Clinicas designa uma vasta area de procedimentos utilizados nao sé no
diagnéstico, como também na monitorizagao das mais diversas patologias. Geralmente, sao
consideradas quatro valéncias major: a Hematologia, a Microbiologia, a Imunologia e a
Bioquimica. No entanto, dada a fisiologia do organismo humano, torna-se dificil fazer uma
separagao rigorosa destas valéncias, uma vez que todas se complementam aquando de um

diagnostico clinico.

O primeiro ano do Mestrado em Analises Clinicas oferece uma componente tedrica
muito completa que abrange a fisiologia do organismo humano e as patologias associadas a
sua perturbacao. No segundo ano, os estudantes tém a oportunidade de fazer um estagio
curricular num laboratério de analises clinicas, com o objetivo de aplicar os conhecimentos

adquiridos nas aulas e integrar a rotina didria desse laboratorio.

O estagio curricular foi realizado no Laboratério de Analises Clinicas S. José, orientado
pelo Dr. Paulo Joao Soares, Farmacéutico Especialista em Andlises Clinicas e Diretor
Técnico (DT) deste laboratorio, e pela Professora Doutora Ana Miguel Duarte Matos Silva,
professora na Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra e teve a duragao de seis

meses, de dezembro de 2015 a maio de 2016.

O objetivo inicial era dividir o periodo de estagio pelas quatro valéncias (um més em cada
uma) e os restantes dois meses serem divididos por duas valéncias escolhidas pelo aluno. O
Laboratério S. José nao é divido em setores — funciona como um todo, estando as diferentes

valéncias interligadas — e torna-se impossivel aplicar essa divisao.

Este relatorio sera constituido por trés partes. Inicia-se com a descri¢ao do Laboratério
S. José: funcionarios, amostras analisadas e descrigao geral do funcionamento do laboratorio.
As outras duas partes dizem respeito as valéncias escolhidas para aprofundar (Hematologia e
Imunologia). Nestas, sera feita uma breve introdugao teodrica, a descricio das técnicas
realizadas no Laboratério S. José e a andlise de alguns casos clinicos ilustrativos de cada

valéncia.






2. Caracterizacao do Laboratorio S. José

O Laboratério S. José localiza-se no edificio da IDEALMED — Unidade Hospitalar de
Coimbra (IDEALMED-UHC), possuindo postos de colheita em Coimbra (Rua dos
Combatentes, Pedrulha, CLIMAG, Ceira), Semide e Lourigal.

O Laboratoério exerce a sua atividade prestando servicos de analise de produtos

biologicos nas seguintes valéncias técnicas:

e Bioquimica,

e Hematologia,

e Microbiologia,

¢ Imunologia,

e Endocrinologia laboratorial e Estudo Funcional dos Metabolismos, Orgios e
Sistemas,

e Monitorizagao de Farmacos e Toxicologia Clinica,

e Genética,

e Patologia Molecular.

2.1. Amostras

O numero de amostras didrias varia entre 100 e 200.
A maioria das amostras é colhida por enfermeiros ou técnicos de laboratorio. As
amostras externas recebidas pelo laboratério provém essencialmente da IDEALMED-UHC e

sao divididas pelo:

e Internamento,
e Atendimento Médico Permanente,
e Maternidade,

e Oncologia da IDEALMED-UHC,

bem como da Ferticentro, unidade de Medicina da Reprodugao sedeada na IDEALMED-
UHC.

O Laboratorio S. José recebe ainda amostras de outros Laboratorios, como o
Laboratério de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra e

outros Laboratorios da regiao Centro.



2.2. Recursos humanos

Na Erro! A origem da referéncia nao foi encontrada. estao apresentados os
funcionarios do laboratorio e os respetivos cargos.

Tabela I: Recursos Humanos do Laboratorio S. José.

Cargo Nome

Fernanda Castro

Tania Gongalves

L. Rita Casaca
Rececionista

Joana Curado

Ricardo Nogueira

Anabela Barros

Rosana Silva

Patricia Baptista

Graca Santos

Enfermeiros Anabela Rodrigues

Vanessa Colago

Ana Pinto

Eduardo Pocinho

José Pereira

Técnico Superior de Analises | Milene Gongalves
Clinicas Magda Lemos

Paulo Santos

Técnico de Analises sem . .
Conceicao Faina
curso

. . Dra. Maria de Lourdes Soares
Farmacéutico Especialista

em Analises Clinicas

Dr. José Paulo Soares
Dr. Paulo Joiao Soares (DT)

2.3. Funcionamento

2.3.1. Fase pré-analitica

A rececdo, quer do Laboratério quer dos postos de colheita, é o primeiro ponto de
contacto com o utente. E neste local que é feita a inscricio do utente, bem como a
explicagao e verificagdo das condi¢oes necessarias a realizagao das analises (jejum, hora de
colheita, duragio do procedimento e outras restricdes). E importante perceber se o utente
compreende todas estas condicoes para garantir a obtencao de amostras adequadas.
Igualmente, é na recegao que é atribuida a cada inscricio um coddigo de barras com uma

referéncia interna especifica.



Apos a inscrigao, o utente é encaminhado para uma sala de colheita onde se procede a
obtencao das amostras necessarias as analises requeridas. A colheita é feita por um
enfermeiro, por um técnico ou por um Especialista em Analises Clinicas. Antes de proceder
a colheita, é verificada a identidade do utente e o estado de preparagao para a colheita
consoante as analises presentes na requisicao. Se o utente cumprir todos os requisitos, o
enfermeiro/técnico/especialista seleciona os tubos/contentores necessarios, identifica-os
com o numero da inscricao e procede a colheita das mesmas. As amostras de sangue sao
colhidas para tubos que possuem um sistema universal de cores, explicado na Tabela 2.
Amostras de fezes e urina sao colhidas pelo utente, enquanto exsudados e outros tipos de
amostras de material biologico mais especificas sao colhidas pelos técnicos ou pelos

Especialistas em Analises Clinicas.

Tabela 2: Tipos de tubos utilizados nas colheitas.

Tubo Composicao Amostra obtida Analises feitas

Tampa vermelha Esferas ativad?ras da Soro In‘1unollo‘gia
coagulacao Bioquimica
Tampa roxa EDTA K3 Sangue total Hematologia
Tampa azul Citrato de sodio (1:9) Plasma Coagulacao
Velocidade d

Tampa preta Citrato de sodio (1:4) Sangue total Se di?n(::cnltaagéz (\e/S)

Bioquimi

Tampa verde Heparina-litio Plasma |qu|m|c.a
Imunologia

Quando a colheita das amostras é efetuada num posto de colheita ou por uma entidade
externa ao laboratério, as amostras sao identificadas de forma diferente: a cada utente é
atribuido um ndmero associado ao codigo do local da colheita. Por exemplo, se a colheita
for realizada no posto de Semide o codigo sera SXXXX; por outro lado, se for uma colheita
da Ferticentro o codigo sera, por exemplo, FERTXXXX. Nestes casos, quando as amostras
chegam ao laboratorio, as respetivas analises sao introduzidas no sistema informatico pelas
rececionistas e € atribuida as amostras um codigo de barras com uma referéncia interna

especifica.



2.3.2. Fase analitica

Ao entrarem no laboratorio, as amostras passam por um processo de triagem onde se
avalia se reunem as condigoes necessarias para a andlise. As amostras sao rejeitadas segundo
critérios estabelecidos pelo DT, apresentados na Tabela 3. Quando uma amostra é rejeitada

é solicitada uma nova colheita, a qual mantém a identificagao da primeira amostra.

Tabela 3: Critérios de rejeicao de amostras.

Critérios CondicOes para rejeicao

Sangue total: Evidéncia de hemolise, existéncia de coagulos ou volume
incorreto no tubo.

Soro/plasma: Evidéncia de hemodlise ou quantidade insuficiente para as
analises requeridas.

Urina: Volume inferior 2mL para urinas tipo Il; evidéncia de deterioragao
e/ou contaminagao; urinas de 24h cuja colheita nao tenha sido efetuada
segundo o especificado no folheto de instrugcdes de colheita; urinas

Fisico-Quimicos . . ..
colhidas em frascos improprios.

Expetoracido: Evidéncia de deterioragao e/ou contaminagio; presenga de
restos de comida; excesso de saliva; quantidade insuficiente; recipiente nao
estéril.

Fezes: Fezes para exames culturais que niao tenham sido recolhidas em
recipientes esterilizados ou que nao sejam entregues no préprio dia da
colheita; amostras com sinais de contaminagao por fungos.

.. . Rejeicio de amostras nao identificadas ou identificadas de forma que
Administrativos , .. . ~
levante divida quanto a identificagao do utente e processo.

Fase Tubo n3ao adequado a andlise requerida; amostra coagulada; amostra
Pré-analitica destruida/extraviada.

- Produtos nio conformes que podem ser detetados antes ou depois da
realizacio de um doseamento e que sao identificados pelos diferentes
técnicos.

- Amostra pode ser rejeitada porque o utente nao respeitou os requisitos
Fase analitica da analise ou a amostra recolhida nao é representativa.

- Pode ser pedida nova amostra para confirmagao em determinados casos,
nomeadamente resultados positivos para HIV ou VHB ou outros casos
considerados graves, nos quais nao se verifique correlagao intraparamétrica

e/ou o estado fisiopatologico do utente o justifique.
Apos o tratamento inicial, as amostras sao distribuidas pelos equipamentos de acordo

com as analises requeridas (Tabela 4).

Além das andlises gerais, o Laboratorio S. José oferece aos seus utentes algumas analises

no ambito da Biologia Molecular.



O Laboratorio S. José tem ainda parcerias com Laboratérios externos (Ambar, CAGT,

CGC, outros) para proporcionar aos seus utentes um leque mais alargado de analises.

Tabela 4: Equipamentos automaticos utilizados nas diferentes valéncias.

Equipamento Valéncia Amostra Método
uip analisada utilizada
ARCHITECT| Sangue total Espetrofotfar?wetrlé ou
Bioquimica (EDTA ou Imunoturbidimetria
c8000 . 2
heparina); dependendo do parametro.
. ARCHITECT Plasma (EDTA,
A h t t . . . . A .
rchitec 2000 Imunologia Citrato de sodio Quimioluminescéncia
ou Heparina);
ARCHITECT . - ; At
. Imunologia Soro; Quimioluminesceéncia
il000 Uri
rina.
Impedancia combinada e
fluxo citométrico.
Sangue total Fluxo celular hidrodinamico
Cell-dyn 3700 Hematologia | (EDTA, Citrato , . '
. Canal elétrico de
ou Heparina) . A
impedancia.
Espectrofotometria.
LENA Hematologia Sangue total Método de Westergren

(Citrato)

Modificado.

Sysmex CA 1500

Hematologia

Plasma (Citrato)

Coagulometria otica

ImmunoCap

Imunologia

Soro

Fluoroimunoensaio

SEBYA HYDRASIS

2.3.3. Fase pos-analitica

Bioquimica

Soro

Eletroforese

Os resultados sao validados pelos Farmacéuticos Especialistas em Analises Clinicas do
Laboratério. Ocorre numa primeira fase uma validagao técnica, ao nivel dos equipamentos,
que ¢é feita com base nas calibragdes, controlos internos e externos efetuados
periodicamente. Posteriormente, é feita uma validagao fisiopatologica dos resultados, na qual

se verifica a concordancia entre os resultados obtidos nas diferentes valéncias.



2.4. Controlo de qualidade

2.4.]1. Avaliacao interna da qualidade

Na avaliagao interna da qualidade preferem-se amostras de casas comerciais diferentes
das que fornecem os reagentes/equipamentos, inclusivamente podem ser utilizadas amostras
internas. A selecao dos programas de controlo da qualidade é feita segundo critérios
previamente estabelecidos pelo DT, tais como a experiéncia anterior do laboratério ou de

outros laboratoérios, o prego e/ou a referéncia em revistas técnico-cientificas.

Cada controlo ¢ fornecido pela casa comercial acompanhado por uma carta de Levey-
Jennings. Esta carta é otimizada pelo DT com base em resultados anteriores e ajustes
necessarios devidos ao equipamento/técnica utilizada. Posteriormente, os novos intervalos
de aceitagao sao introduzidos no equipamento. Quando um controlo ultrapassa os valores
limite do intervalo, o equipamento emite um alerta. Cabe ao DT decidir a medida corretiva a
implementar (utilizagdo de outro nivel de controlo, calibragao ou, em casos extremos,

rejeicao do reagente).

Ha parametros que sao controlados diariamente e outros que o sao semanalmente,

dependendo da frequéncia com que sao solicitados e da estabilidade do reagente.

2.4.2. Avaliagao externa da qualidade

O Laboratério S. José participa em varios programas: AEFA (microbiologia),
PROBIOQUAL (bioquimica, coagulagao, hematologia, imunologia, HbAlc, marcadores
tumorais, serologia), SEHH (hematologia e coagulagao), INSTAND (HLA), EQAS
(hematologia) e NEQAS (bacteriologia). Ha parametros que sao avaliados semanalmente e
outros mensalmente. Os resultados destes controlos ajudam o DT a avaliar a exatidao
(transferibilidade) dos seus resultados, permitindo fazer os devidos ajustes nas curvas de

calibragao quando os seus valores nao coincidem com o valor real (valor de consenso).

A avaliagao externa da qualidade ajuda o DT a fazer uma avaliagao critica da técnica
utilizada nos diferentes ensaios, uma vez que as entidades responsaveis pelos controlos
externos comparam o resultado obtido pelo laboratério com o valor real (valor de
consenso), comparam o resultado com os valores obtidos por outros laboratérios que
utilizam o mesmo equipamento e a mesma técnica (peers) ou mesma técnica em

equipamentos distintos.



3. Hematologia

A Hematologia é a especialidade médica que se encarrega do estudo dos elementos
figurados (eritrocitos, leucocitos e plaquetas) e nao figurados (plasma) do sangue. Além de
permitir uma avaliagdo sanguinea permite identificar alteragoes sistémicas, uma vez que o

sangue tem a fungao de transporte, tanto de nutrientes como de metabolitos celulares.

3.1. Introducao tedrica

3.1.1. Hematopoiese

A Hematopoiese é o processo dindmico e continuo que leva a formagao das células
(Figura 1). Todo o processo é regulado por citoquinas e fatores de crescimento, cuja
produgao é modulada consoante as necessidades do organismo. Ha sempre uma produgao
basal para compensar o constante turnover celular, permitindo manter os niveis das células

sanguineas em valores normais.

As células estaminais hematopoiéticas representam o inicio do processo. Estas células
tém caracteristicas muito especiais, tais como: capacidade de autorrenovagio e
diferenciagao, producao ativa de telomerases (repoem os telémeros, impedindo a apoptose)
e ativacao de vias anti-apoptoticas.(l) Estas podem diferenciar-se em dois tipos de células:
células percursoras da linha mieloide ou células percursoras da linha linfoide. A linha
mieloide leva a formagao de granulocitos (neutrdfilos, eosindfilos e basofilos), mondcitos,
eritrocitos e plaquetas. A linha linfoide, como o préprio nome indica, é responsavel para

formacgao dos linfocitos. (1)

Toda a diferenciacao da linha mieloide ocorre na medula &ssea. Relativamente a linha
linfoide, a diferenciagao ocorre de forma diferente. O pro-linfoblasto B completa a sua
maturagao na medula &ssea, originando os linfécitos B (do inglés, Bone). Os linfocitos B
entram na corrente sanguinea, podendo alojar-se em ganglios linfaticos, onde aguardam a
estimulagcdo que desencadeia a sua diferenciagao em plasmocitos. O pro-linfoblasto T entra
na corrente sanguinea e encaminha-se para o timo, onde completa a sua maturacio. E neste
local que os linfécitos T (do inglés, Thymus) se diferenciam em T-auxiliares ou T-citotoxicos
e passam por uma selecdo apertada, onde siao eliminadas as células com apeténcia para
destruicdo do proprio. Erros nesta selecio podem desencadear inumeras patologias,

genericamente designadas por reagdoes de hipersensibilidade. No que respeita a linha



eritroide, além os eritrocitos, € comum encontrar uma quantidade basal de reticuldcitos

(células percursoras dos eritrécitos) na corrente sanguinea.
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Figura |: Diagrama representativo da hematopoiese.(|)

Em situagoes normais, apenas as células diferenciadas sao encontradas na corrente
sanguinea. Entendem-se por células diferenciadas as seguintes: neutrofilos, basdfilos,
eosindfilos, monacitos, linfocitos, eritrécitos e plaquetas (fragmentos de células anucleados).

As caracteristicas e fungoes destas células encontram-se sintetizadas na Tabela 5.

A maioria das patologias hematoldgicas esta associada a uma alteragao do nimero e/ou
tipo de células presentes no sangue periférico. As leucemias sao exemplos dessas patologias:

tanto pode ser uma leucemia aguda, onde ocorre um aumento anormal de células imaturas
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no sangue periférico, como pode ser uma leucemia crénica em que ha um aumento do

numero das células diferenciadas no sague periférico. As anemias constituem outro exemplo

de patologias associadas a alteragao de eritrocitos (quer do numero quer da morfologia),

sendo estas associadas a linha eritroide.

Tal como acontece noutros processos, para que a formagao de eritrocitos decorra com

normalidade, é necessario que sejam reunidas determinadas condigoes. E essencial a

presenca de alguns metais, principalmente o ferro, que é parte integrante da hemoglobina

(proteina maioritaria dos eritrocitos). Algumas vitaminas, como a vitamina B2 e o folato,

sao imprescindiveis a diferenciagao da linha eritroide. A insuficiéncia destes nutrientes pode

desencadear anemias graves.(l)

Tabela 5: Caracterizacdo das células sanguineas. Adaptada de (2).

, PRINCIPAIS
NOME CARACTERISTICAS ~
FUNCOES
- Ncleo lobulado (3-5 I6bulos).
Neutrofilos ‘2" N o ( ) . - Resposta a bactérias.
- Granulos primarios e secundarios.
- Nucleo lobulado (inferior a 3 - Reagoes alérgicas.
Eosinofilos - ) I6bulos). - Resposta a parasitas.
- Granulos eosindfilos. - Remogao de fibrina.
b4 - Nucleo lobulado. Implicados em reacgdes
E Basofilos Q - Granulos basofilos (contém aIérPicas ¢
O heparina e histamina). gleas.
8 - Maiores células do sangue . .
. - Diferenciam-se em
D L periférico. , .
w | Mondcitos , ) macrofago nos tecidos e
- - Nucleo reniforme. R a L.
. tém fungao fagocitica.
- Granulos raros.
, - Linfécitos B: diferenciam-
- Células pequenas. ..
- Nucleo ocupa a maior parte da se em plasmocitos.
Linfécitos . . P P - Linfécitos T: auxiliares ou
célula. citotoxicas
- Citoplasma reduzido e basofilo. )
top Heide etle - NK: imunidade inata.
- Responsaveis pelas trocas
. - Auséncia de nucleo. asosas (transporte de
ERITROCITOS encia g meee gasosas (transpo
- Citoplasma aciddfilo. oxigénio e dioxido de
carbono).
PLAQUETAS - Pequenos fragmentos celulares - Papel fundamental na

granulosos.

coagulagao.
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3.1.2. Hemostase

A hemostase é um conjunto de mecanismos biolégicos que, de modo integrado,
permitem parar uma hemorragia, atuando localmente e de modo autolimitado, de forma a
nao comprometer o normal fluxo sanguineo.(3) Permite assim proteger o sistema vascular
de lesoes, com reparagao de tecidos e restabelecimento de fungoes. Sao intervenientes
neste processo as plaquetas, as células endoteliais e as proteinas plasmaticas (fatores de

coagulagao, inibidores da coagulagao e sistema fibrinolitico).

Em condi¢oes normais, as células endoteliais dos vasos sanguineos inibem a coagulagao,
uma vez que produzem prostaglandinas e oxido nitrico que inibem a agregagao plaquetar e
induzem a vasodilatagao, respetivamente. Além disso, algumas proteinas plasmaticas, como a
proteina S, a proteina C e a antitrombina, tém fungiao anticoagulante, uma vez que inibem a

cascata de coagulagao.

Quando ocorre uma lesao, o primeiro passo é a vasoconstricao, ocorrendo uma
diminuicao do fluxo sanguineo na area da lesao, prevenindo a hemorragia e ativando as
plaquetas por contato. O tecido lesado produz varias substancias pro-coagulantes,
nomeadamente o fator tecidular que desencadeia a cascata de coagulagao (Figura 2). A
cascata de coagulagao é constituida por trés etapas: a via intrinseca e a via extrinseca, que
culminam na via comum. A via extrinseca € iniciada pelo fator tecidular, que desencadeia a
produgao de trombina a partir da protrombina. Por sua vez, a trombina vai ativar a via
intrinseca, aumentando a conversao de protrombina em trombina através da agao encadeada
dos fatores de coagulagao. A trombina tem duas fungdes principais: promover a agregagao
plaquetar e converter o fibrinogénio em fibrina, que juntos constituem o “rolhiao”
hemostatico. O rolhao origina entao um coagulo definitivo por compactagao das

plaquetas.(3)
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Figura 2: Esquema da cascata de coagulagio. Adaptado (4)

Quando a reparagao dos tecidos termina, o coagulo é removido através de um processo
designado por fibrindlise. Neste processo, o plasminogénio (enzima plasmatica) é convertido

em plasmina — protease serinica que dissolve o coagulo.

Todo este processo de formagao e degradagao de coagulos tem de ser finamente
regulado para evitar disturbios hemostaticos. Quando ocorre um desequilibrio na regulagao
da cascata de coagulagdo podem ocorrer hemorragias severas ou formagao de
trombos/coagulos, que podem ter consequéncias a nivel sistémico (nomeadamente enfartes

do miocardio ou Acidentes Vasculares Cerebrais (AVC)).

3.2. Determinacoes analiticas

No Laboratorio S. José sdo realizados varios tipos de determinagoes que auxiliam o
médico no diagnostico de alteragdes hematoldgicas. Entre elas, destacam-se as seguintes: o
hemograma, a quantificagao de reticulocitos, observagao do esfregaco de sangue periférico, a
determinagao dos parametros de coagulacio (tempos de coagulagiao, quantificagao de
fibrinogénio e D-Dimeros) e a determinacao da velocidade de sedimentagao eritrécitaria.
Quando requerido, é ainda possivel realizar outro tipo de analises, nomeadamente, a
avaliacao da proteina S da coagulagao (antigénica) e da proteina C da coagulacao (funcional),

bem como a quantificagao de fatores de coagulagao.

3.2.]1. Hemograma

A amostra utilizada no hemograma é sangue total, utilizando como anticoagulante EDTA
K3. O EDTA ¢é o anticoagulante de eleicao para este tipo de determinagao porque nao sé

forma complexos irreversiveis com o calcio (iao essencial ao processo de coagulagao), como
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também inibe a agregacao plaquetar, por inibicao da desgranulagao.(3) Além disso, o EDTA
nao altera a morfologia das células sanguineas. Considerando que a técnica é baseada no
tamanho e morfologia das células, esta caracteristica do anticoagulante torna-se

indispensavel.

O hemograma permite quantificar e caracterizar as varias populagoes de células
sanguineas, através de mecanismos de impedancia e dispersao da luz. Além desta contagem,
o CELL-DYN 3700 permite determinar parametros que ajudam a caracterizar as alteragoes
dos eritrécitos, nomeadamente a quantificacdo da hemoglobina, a determinagao do volume
globular médio e a determinagao do indice de anisocitose (RDW - Red-cells Distribution

Width).

3.2.1.1. Eritrocitos (RBC)

A quantificacao de eritrocitos é feita por impedancia: o equipamento aproveita a baixa
capacidade de conducado elétrica destas células para fazer a sua quantificagao. Ao sangue é
adicionado um eletrdlito altamente condutor, sendo a mistura encaminhada por um canal
elétrico. Quando um eritrocito passa pelos elétrodos, ha uma variacao do potencial que

permite a quantificagao.(3)

A quantificagao da hemoglobina (Hb) é realizada por hemoglobinometria. Ao sangue total
é adicionado ferricianeto de potassio que oxida o ferro (ll) a ferro (lll), formando a
metahemoglobina. Por sua vez, a metahemoglobina combina-se com o cianeto de potassio,
formando a cianometahemoglobina (molécula estavel). A concentracao de hemoglobina é

proporcional a densidade Stica da cianometahemoglobina a 540nm.

Os outros parametros relacionados com os eritrocitos sao determinados por calculo. O
volume globular médio (VGM) é determinado dividindo o volume ocupado pelos eritrocitos
pelo nimero total de eritrécitos. O hematdcrito (Ht) representa a percentagem de
eritrocitos na massa de sangue apos centrifugagao e é determinado multiplicando o nimero
total de RBC pelo VGM. A hemoglobina globular média (HGM) é determinada pela razao
entre a Hb total e o nimero total de RBC. A concentragao média de hemoglobina globular
(CMHG) representa a quantidade de hemoglobina por eritrocito e é determinada pela razao
entre HGM e VGM. A distribuicio do diametro do eritrécito (RDW) corresponde a
percentagem de variagao do volume de RBC, representando um indice de anisocitose. Este

indice é relevante no diagnostico diferencial de anemias.
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3.2.1.2. Leucocitos

A quantificacao de leucocitos é feita por um mecanismo de impedancia combinada e fluxo
citométrico - MAPSS (Multiangle Polarized Scatter Separation). Com este método é possivel
diferenciar os leucécitos por tamanho e por complexidade, permitindo quantificar cada uma
das populagoes leucocitarias (neutréfilos, monodcitos, linfocitos, eosindfilos e basofilos). O
CELL-DYN 3700 fornece estes dados sob a forma de nimero absoluto e sob a forma de
percentagem, permitindo fazer interpretagoes diferentes dos resultados. Podemos ter um
aumento de uma subpopulagao de leucdcitos sem que ocorra leucocitose tendo este

resultado um significado quando ha leucocitose.

3.2.1.3. Plaquetas

A quantificagdo de plaquetas é realizada pelo mecanismo de impedancia utilizado na
quantificagao de eritrocitos. Plaquetas e eritrécitos sao diferenciados através da diferenca de

tamanho.

3.2.2. Contagens em camara de Neubauer

A amostra utilizada é a mesma do hemograma. No entanto, é-lhe adicionado um diluente

especifico de acordo com as células a contar (eritrocitos, plaquetas ou leucocitos).

Este tipo de contagem ¢é utilizado para confirmar resultados pouco coerentes dados pelo
aparelho automatico, nomeadamente reduzido nimero de plaquetas e/ou eritrécitos na

auséncia de um coagulo visivel a vista desarmada.

3.2.3. Quantificacao de reticulocitos

Os reticulocitos podem definir-se como eritrécitos de transicao, em estado de
diferenciagao superior ao eritroblasto (que ainda possui nucleo). A diferenga entre estas
células e os eritrocitos é a presenca de RNA, a qual pode ser identificada recorrendo a

corantes especificos. Neste caso, o corante utilizado é o azul de metileno.

A quantificagao de reticuldcitos é feita no CELL-DYN 3700. Ao sangue total é adicionado
o azul de metileno que durante um periodo de incubagao (15 minutos, aproximadamente) se

liga especificamente ao RNA destas células. A mistura é analisada pelo CELL-DYN 3700 e o
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resultado é dado em ndmero absoluto, acompanhado da percentagem de reticuldcitos,
obtida através do quociente entre o numero total de reticulocitos e do nimero de RBC,
previamente determinado no hemograma. Em caso de duvida é feita uma contagem de

reticulécitos num esfregago de sangue periférico corado pelo azul de metileno Novo.

3.2.4. Esfregaco de sangue periférico (ESP)

O ESP ¢ realizado quando é expressamente pedido na requisicdo ou quando as contagens

do aparelho automatico suscitam duvidas.

A amostra utilizada no ESP é a mesma do hemograma (sangue total em EDTA K3). Para a
realizacao de um ESP, coloca-se uma gota de sangue na extremidade de uma lamina e faz-se

deslizar sobre esta outra lamina num movimento Unico e continuo segundo um angulo de

45° (Figura 3.1).

E necessario que o ESP tenha determinadas caracteristicas para uma boa observagao e
distincao das células sanguineas. Na figura seguinte estao representados um exemplo de um

bom ESP (Figura 3.2) e varios exemplos de ESP mal executados (Figura 3.3).

.

3 F G H

Figura 3 - 3.1- Técnica para a realiza¢éo do ESP. 3.2- Esquema de ESP bem executado.
3.3. Esquemas de ESP mal executados. A) Extremidades irregulares; B) Hesitacdo no
deslize da lamina; C) ESP muito curto; D) Pouca quantidade de sangue; E) Gota de
sangue ndo se espalhou na extremidade da lamina superior; F) Gordura na lamina

inferior; G) pressdo sobre a lamina ndo foi homogénea; H) Demorou muito tempo e a

No Laboratoério S. José, a coloragao utilizada para os ESP é a coloragao de Wright. O
corante de Wright é composto por azul de metileno, eosina e metanol. O metanol tem

como fungao fixar o ESP a lamina. O corante é adicionado ao ESP e passados 3 minutos é
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adicionado um tampao fosfato de pH 6,4 que modula a coloragao: o azul-de-metileno é
basico e vai corar de azul os componentes acidicos da célula (acidos nucleicos, por
exemplo); a eosina é acidica e vai corar de vermelho os componentes basicos (hemoglobina
e granulos dos eosindfilos, por exemplo); os neutrofilos, como o préoprio nome indica,

possuem granulos neutros e, por isso, aceitam caracteristicas dos dois corantes.(2)

Depois de seco, o ESP é observado ao microscopio. Para cada ampliagao é importante ter
alguns aspetos em atengao. Com uma objetiva de 10x, avaliamos a qualidade do ESP, a
presenca de rouleaux (eritrécitos empilhados), quantificagao global de células nucleadas e a
presenca de células grandes e anormais (blastos, linfocitos reativos e parasitas).(2) Com uma
objetiva de 40x, escolhemos o local do ESP onde os eritrécitos nao estao sobrepostos e
ligeiramente afastados (mal se tocam); é nesta zona que melhor se observam agregados e
anomalias estruturais. Com uma objetiva de 100x (imersao em oleo), faz-se a contagem
diferencial de leucocitos, na qual se contam 100 leucocitos consecutivos e se fazem as
percentagens de cada classe. E ainda com esta ampliacio que é possivel identificar anomalias
morfologicas das células, nomeadamente alteragoes tdxicas e linfocitos reativos, as quais

devem ser reportadas quando observadas.

Algumas discrepancias entre a contagem do CELL-DYN 3700 e da contagem manual
estao associadas, essencialmente, a presenga de aglomerados (quer de plaquetas, RBC ou
leucocitos), mas também a presenca de cadeias de fibrina, plaquetas gigantes ou de outras
estruturas anormais que tenham tamanho semelhante a células sanguineas (por exemplo,

sombras de Grumprecht).(2)

3.2.5. Parametros da coagulacao

O estado da hemostase do organismo é avaliado através de tempos de coagulagao. No
entanto, sendo a cascata de coagulagao um mecanismo tao complexo, torna-se importante
perceber qual a fase do processo que esta afetada. Assim, foram desenvolvidos varios
ensaios para avaliar cada uma das fases da cascata de coagulagiao: o tempo de protrombina
(TP) avalia a via extrinseca; o tempo de tromboplastina parcialmente ativada (APTT) avalia a
via intrinseca e o tempo de trombina (TT) avalia a via comum. Além da determinagao dos
tempos de coagulacio, podemos ainda quantificar proteinas plasmaticas envolvidas no
processo, como fatores de coagulagio (por exemplo, fibrinogénio) ou produtos de
degradacao do fibrinogénio (D-Dimero). Um aumento destas proteinas esta associado a um

maior risco trombadtico.
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A amostra utilizada para estas determinagoes é plasma obtido com citrato de soédio na
propor¢ao |:9 (uma parte de anticoagulante para nove partes de sangue). A razao
anticoagulante-sangue € critica neste tipo de testes por efeitos osmoticos: a concentragao de
calcio livre no plasma afeta os resultados. Neste caso, a alteragao da morfologia celular nao é
relevante porque todos os ensaios sao feitos a partir do plasma. Todas as determinagoes
desta secgao sao feitas pelo SYSMEX CA-1500, a excecao da quantificagao do D-Dimero que
é feita no ARCHITECT <¢8000.

3.2.5.1. Tempos de coagulacdo

Os tempos de coagulagao sao determinados por coagulometria otica. Nesta técnica, a
amostra (plasma obtido com citrato de sédio |:9) é adicionado um reagente (o reagente
adicionado determina a fase da coagulagao que estamos a analisar). A mistura € exposta a um
feixe luminoso com comprimento de onda de 660 nm. O processo de coagulagao, mais
propriamente a conversao do fibrinogénio em fibrina, é determinado pela turvagao da
suspensao que é detetada através da alteragao da dispersao da luz incidente. A luz dispersa é
recebida por um fotodiodo, que converte a luz em sinais elétricos. Estes sinais elétricos sao

analisados pelo equipamento e convertidos em tempo de coagulagao.

3.2.5.1.1. Tempo de Protrombina (TP)

O TP é a anadlise mais pedida para monitorizar o tratamento com anticoagulantes orais.
Cada laboratério utilizava os seus reagentes, nomeadamente tromboplastinas diferentes das
de outros laboratérios. Assim, surgiu a necessidade de uniformizar os resultados deste
parametro, a fim de permitir a comparagao dos resultados obtidos em diferentes

laboratérios.

Para determinar o TP sao adicionados sequencialmente tromboplastina de origem humana
(funciona como fator tecidular, promovendo a via extrinseca da coagulagao descrita na
Seccao 3.1.2) e calcio a amostra e o tempo de coagulagao é determinado pelo método

descrito na Seccao 3.2.5.1.

Uma vez determinados os tempos de coagulagio, podem ser feitos outros calculos,
nomeadamente a razao de TP e o cdlculo do International Normalized Ratio (INR), que dao
informagoes mais facilmente interpretaveis pelo clinico. A razao TP é dada pelo quociente
entre o tempo de coagulagao da amostra a analisar e um valor de TP normal. Esta razao é

dada em percentagem e para individuos saudaveis é proxima de 100%. O INR é calculado

18



elevando a razao de TP ao International Sensitivity Index (ISI). O ISI é um fator de corregao
estabelecido pelas casas comerciais para cada lote de reagente, a fim de uniformizar
resultados.(3) Tanto o valor de TP normal como o ISI tém de ser atualizados aquando da
mudanga de lote, caso contrario os calculos feitos pelo aparelho nao corresponderao a

realidade.

3.2.5.1.2. Tempo de Tromboplastina Parcialmente Ativada (APTT)

O APTT permite avaliar a fase intrinseca da cascata de coagulagao (Figura 2). Como tal, é

independente do fator tecidular mas precisa de um ativador da coagulagao externo.

Ao plasma do utente sao adicionados uma quantidade otimizada de fosfolipidos e um
ativador superficial que provoca a ativagao dos fatores da via intrinseca. O processo de
coagulagao é desencadeado pela adigao de calcio. Determina-se o tempo de coagulagao por

coagulometria otica. O resultado é dado em segundos.

3.2.5.1.3. Tempo de Trombina (TT)

O TT permite-nos avaliar a fase comum da cascata de coagulagao (Figura 2). No entanto,
nao é um parametro muito solicitado, uma vez que apenas permite avaliar o tempo de
conversao do fibrinogénio a fibrina. Assim, é mais comum ser requerida a quantificagao do

fibrinogénio, porque fornece uma informagao mais completa.

O tempo de trombina é determinado através da adicao do plasma do utente a uma
solugao de protrombina: o fibrinogénio presente na amostra vai ser convertido a fibrina e
forma-se o codagulo, sendo o tempo de trombina inversamente proporcional a quantidade de

fibrinogénio presente na amostra.

3.2.5.2. Fibrinogénio

O fibrinogénio é um fator coagulagao essencial a formagao do coagulo, sendo o ultimo
interveniente na cascata de coagulagao (Figura 2). Deste modo, a quantificagao do

fibrinogénio permite-nos avaliar e eficacia da fase comum da cascata de coagulagao.

A quantificagdo do fibrinogénio ¢é feita pelo método de Clauss modificado. E promovido o
processo de coagulagao adicionando um excesso de trombina ao plasma do doente. Neste

caso, o tempo de coagulagao depende largamente do teor de fibrinogénio da amostra.
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O fibrinogénio é um importante marcador trombético, ou seja, a um aumento do

fibrinogénio esta associado um maior risco de formagao de coagulos.

Além da quantificagao do fibrinogénio, no Laboratério S. José também se quantifica os D-
Dimeros. O D-Dimero é um antigénio contido nos produtos de degradacao do coagulo
insoluvel, nao estando presente na molécula de fibrinogénio nem no complexo de fibrina. O
doseamento é realizado a partir da mesma amostra (plasma obtido por citrato na propor¢ao

1:9). E quantificado por imunoturbidimetria no ARCHITECT ¢8000.

3.2.6. Velocidade de Sedimentacao Eritrocitaria

A velocidade de sedimentagao eritrocitaria define-se como a velocidade a que os
eritrocitos sedimentam no periodo de uma hora. E um parimetro pouco especifico, uma vez
que é alterado em diversas patologias, nomeadamente gripes, anemias, inflamagdes ou
doengas malignas. Geralmente, é pedida em conjunto com outras analises, como hemograma
e/ou proteina C reativa (marcador de inflamagao), e funciona como analise complementar ao

diagnostico, uma vez que so6 por si nao permite tirar conclusoes.

Para esta andlise, é utilizado sangue total obtido com o anticoagulante citrato de sédio na
proporcao |:4. O equipamento utilizado para determinar a velocidade de sedimentagao € o
LENA. O LENA utiliza o método de Westergren modificado, no qual sao utilizados tubos
especificos para ao equipamento.(5) O processo demora aproximadamente 20 minutos e o

resultado é dado em milimetros, determinados por um sensor.

3.3. Casos Clinicos

De forma a ilustrar melhor os conceitos de hematologia, serao apresentados nesta
secgao alguns casos clinicos observados no laboratério ao longo do estagio. Para cada caso,
serao apresentados os resultados obtidos para os diferentes parametros, bem como a

interpretagao dos mesmos através de uma breve discussao.

3.3.1. Caso Clinico |

Uma utente de 54 anos dirigiu-se ao laboratorio para realizar as analises que o seu médico

de familia tinha prescrito. Os resultados obtidos estao presentes na Tabela 6.
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Tabela 6: Resultados laboratoriais do caso clinico I.

Parametro Resultado Unidades Intew?lo d €
referéncia

Eritrocitos 3,590 x108/uL 3,900 - 5,200
Hemoglobina 8,8 g/L 12,1 - 15,1
Hematocrito 28,1 % 36,1 - 44,3
VGM 78,3 fL 80 - 95
HGM 245 pg 27 - 33
CHGM 31,3 g/dL 32-36
RDW 15,1 % 11,8-15,6
Leucécitos 4,96 x103/uL 4-10.5
Plaquetas 401 x109/L 130 - 425
Ferritina 18,1 ng/mL 20 - 300
Ferro 14 pg/dL 25 - 156
Capacidade total de 200 ug/dL 250 - 425
fixacao do ferro

Avaliando os resultados obtidos, podemos concluir que a utente tem uma anemia, uma
vez que as quantidades de eritrocitos e de hemoglobina esta abaixo dos valores normais. Os
restantes parametros associados aos eritrécitos (hematécrito, VGM, HGM E CHGM) estao
diminuidos por consequéncia do baixo numero de eritrécitos e hemoglobina, uma vez que
sao obtidos por calculo utilizando esses valores. O RDW encontra-se dentro dos valores
normais, o que é explicado pelo facto de ser independente dos outros parametros. As
restantes células sanguineas (leucocitos e plaquetas) estao dentro dos valores considerados

normais.

Em situagoes como esta € importante perceber a etiologia da anemia, para assim poder
tomar as devidas precaugoes e iniciar um tratamento adequado. Para tal, foi feita a
quantificacao do ferro sérico bem como o doseamento da ferritina (proteina que armazena
ferro). Verifica-se que ambos os resultados se encontram abaixo dos niveis de referéncia, o
que sugere uma anemia por deficiéncia de ferro. O baixo valor da capacidade de fixagao do

ferro corrobora a suspeita de anemia por falta de ferro.

O ferro é essencial a produgao adequada de eritrocitos: este iao faz parte do centro ativo
da hemoglobina, proteina maioritaria dos eritrocitos, responsavel pelo transporte de
oxigénio. A diminuigao do ferro pode estar relacionada com um défice dietético ou com
uma perda de sangue oculta (através de uma Ulcera gastrica ou hemorragias intestinais, por
exemplo). Se este défice for devido a absorgao diminuida, a anemia é facilmente resolvida
pela administragao oral de ferro (durante um periodo minimo de 6 meses: 2 meses apos o

tratamento ja sao notaveis as melhorias, no entanto a terapia tem de ser continuada para
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repor as reservas). Se a situagao nao for resolvida com esta terapia, significa que a
diminuicao do ferro sérico pode estar relacionada com uma perda de sangue, que deve ser

identificada.

3.3.2. Caso Clinico 2

Uma utente de 67 anos dirigiu-se ao laboratério para fazer andlises, apresentando um

aspeto palido e queixas de fadiga. Os resultados obtidos estao apresentados na Tabela 8.

Tabela 7: Resultados laboratoriais do caso clinico 2.

Intervalo de

Parametro Resultado Unidades n .
referéncia
Eritrocitos 3,700 x108/uL 3,900 - 5,200
Hemoglobina 5,8 g/L 12,1 - 15,1
VGM 112 fL 80 -95
Ferritina 30 ng/mL 20 - 300
Ferro 80 pg/dL 25 - 156

Capacidade total de

fixacio do ferro 262 pg/dL 250 — 425
Viatmina B12 40 og/ml 00 =000
Folato 45 ng/mL 535

Os valores de hemoglobina e eritrocitos abaixo dos valores de referéncia evidenciam a
presenca de uma anemia severa. O valor aumentado do VGM pode ajudar a esclarecer a
etiologia da anemia, sugerindo uma anemia megaloblastica. No entanto, este parametro é
afetado por diferentes variaveis (nomeadamente o consumo de alcool), pelo que sao

necessarios outras determinagoes que ajudam no diagnostico diferencial.

Foram doseados o ferro, a ferritina, a vitamina BlI2 e o folato no soro do doente. Foi
também determinada a capacidade total de fixagdo do ferro. De todos estes parametros,
apenas a vitamina Bl2 estava alterada: encontra-se abaixo dos valores de referéncia,

corroborando a hipétese de uma anemia megaloblastica.

Mais uma vez, tal como na anemia por falta de ferro, € importante determinar a etiologia
do défice de vitamina Bl2. Esta diminuicao pode ocorrer por ingestao insuficiente ou por
inibicao da absorgao desta vitamina. Importa salientar que a absorgao da vitamina Bl2
ocorre a nivel do ileo intestinal por combinagado com o fator intrinseco, glicoproteina
produzida pelas células parietais gastricas. Em situagoes de desequilibrio do sistema
imunitario, podem ser produzidos anticorpos anti-fator intrinseco e/ou anti-células parietais
gastricas. Foram doseados estes dois tipos de anticorpos, tendo-se obtido um resultado

positivo. Conclui-se assim que este é um caso de anemia perniciosa (etiologia autoimune).
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3.3.3. Caso Clinico 3

Uma utente de 68 anos veio ao laboratorio fazer analises. Parte do hemograma é

apresentado na Tabela 8.

Tabela 8: Resultados Laboratoriais do caso clinico 3.

Parametro Resultado Unidades Intervillo d €
referéncia

Leucocitos 140 x103/uL 4-105
Neutrofilos 4 (5,6) x103/uL (%) 40 - 74
Eosindfilos 0 x103/pL (%) 0-7

Basofilos 0 x103/pL (%) 0-1,5

Monocitos 0 x103/uL (%) 3,4-9,0
Linfocitos 96 (134,4) x103/uL (%) 19 - 48

Perante estes resultados, corou-se um ESP e fez-se uma contagem diferencial de
leucocitos ao microscopio. Era evidente um aumento de leucocitos, observando-se um
elevado niumero de sombras de Grumprecht. A contagem otica obtida foi semelhante a do
aparelho, havendo uma ligeira redug¢ao do numero de linfocitos contados. Esta diferenca
pode ser explicada pela elevada quantidade de sombras de Grumprecht: como o aparelho faz
a contagem através do tamanho e complexidade das células, pode ter contabilizado estes

fragmentos celulares como linfocitos.

2%

23U

Figura 4: Sombras de Grumprecht.
Fonte: https://hematologia.farmacia.ufg.br/p/7 144-manchas-de-gumprecht

Uma linfocitose tao acentuada é sugestiva de uma leucemia Linfocitica croénica (LLC). A
presenca das sombras de Grumprecht (Figura 4) no ESP corrobora a suspeita de LLC. Nesta
doenca, ha uma proliferagao exagerada de linfécitos, que vém para a corrente sanguinea. No
ESP, como o numero de linfocitos € elevado, observaram-se muitas células esmagadas

(sombras de Grumprecht). Sugeriu-se ao doente uma consulta de hematologia.
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4.lmunologia

4.1. Introducao teorica

4.].]. Sistema imunitario

O sistema imunitario é visto como o “exército” biologico para o combate de agentes
estranhos ao organismo. No entanto, ndo é apenas esta a sua fungdo: este sistema tem
também um importante papel na eliminagao de células tumorais e células com afinidade para

o proprio. (6)

Podemos dividir a resposta imune contra agentes estranhos ao organismo em trés linhas
de defesa. A primeira linha de defesa é constituida pelas barreiras fisicas como a pele,
mucosas, secregoes (urina, suor e suco gastrico) e células ciliadas (no aparelho respiratorio,
o movimento dos cilios juntamente com o muco, ajudam a remover os agentes patogénicos).
A segunda linha de defesa corresponde a Imunidade Inata. Este tipo de imunidade é
composta por células e substancias quimicas localizadas nos locais mais comuns de invasao
microbianas que controlam o crescimento e disseminagao de agentes patogénicos,
inespecificamente. Os fagdcitos, células natural killer (NK) e o sistema de complemento
fazem parte desta linha de defesa. Por ultimo, a terceira linha de defesa é acionada quando as
outras barreiras nao sao capazes de impedir a invasao. Esta é designada por imunidade
adquirida, capaz de reconhecer, destruir e criar memoria para os invasores. A memodria
imunoldgica permite que, aquando de um segundo contacto com aquele agente patogénico, a
resposta imune seja mais rapida e eficaz, recorrendo a células previamente sensibilizadas

para este agente.(7)

Uma resposta de imunidade adquirida envolve duas fases: uma resposta especifica a um
dado antigénio e uma fase de amplificagido nao especifica dessa resposta. A resposta
adquirida pode ainda ser dividida em duas partes: resposta humoral (mediada por
anticorpos) e resposta celular (mediada por células). As principais células efetoras
responsaveis por todo o processo sao os linfocitos, estando estes divididos em linfocitos B e
T, como visto anteriormente. Os linfocitos B sao responsaveis pela produgao de anticorpos.
Os linfocitos T sao divididos em células efetoras (T citotoxicos) e células moduladoras (T
auxiliares), cuja acao é dependente do estimulo da célula apresentadora de antigénios (APCs:

células dendriticas, linfocitos B e fagécitos).(7)
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Qualquer tipo de resposta adquirida é iniciada com a apresentagao do antigénio através
do complexo maior de histocompatibilidade (MHC). Existem dois tipos de MHC: MCH |,
presente na maioria das células nucleadas do organismo, e MHC I, presente nas células do
sistema imunitarios (APCs). Este complexo possui seletividade na apresentagao de
antigénios: MHC | ativa linfocitos T citotoxicos, desencadeando uma resposta celular; MHC

Il ativa linfocitos T auxiliares que através de um processo encadeado iniciam a resposta

humoral.(7)

A resposta celular é desencadeada pela apresentagao de antigénios em contexto de MHC
|. Como referido anteriormente, esta molécula é reconhecida especificamente pelos
linfocitos T citotoxicos, que produzem enzimas que desencadeiam a lise celular. Este tipo de
resposta € muito comum em infe¢oes virais e na destruicao de células tumorais ou células

com reatividade para o proprio.(6)

A resposta humoral é iniciada através da modificagao e apresentagao do antigénio pelas
APCs. O antigénio € apresentado a linfocitos T auxiliares em contexto de MHC I, ativando-
os. Por sua vez, o linfécito T auxiliar ativa o linfécito B (através da libertagao de citoquinas)
que se diferencia em plasmocito e inicia a produgao de anticorpos (ou imunoglobulinas),
maioritariamente IgM. A producao de anticorpos é modulada pelo agente patogénico e pelo
local onde decorre a infecao, havendo uma alteragao de classe de anticorpos de acordo com
esses parametros (Tabela 9). Os anticorpos ligam-se ao agente patogénico, facilitando a sua
eliminagao pelos fagocitos (neutrofilos e macrofagos) ou pelo sistema do complemento
(ativacao de varios fatores que culmina no recrutamento de fagocitos e eliminagao dos
agentes patogeénicos).(6) Este tipo de respostas esta envolvido na resolugao de infe¢oes por

bactérias, parasitas e alguns virus.
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Tabela 9: Caracteristicas das diferentes classes de anticorpos.
Fonte: http://www.cenapro.com.br/noticias-detalhes.asp?codigo=441

Imunoglobulina Caracteristicas

Primeira imunoglobulina a ser produzida — respostas primarias.
Envolvida na neutralizagao de organismos externos.

Cinco locais de ligagao — facilita a neutralizagao.

Baixa afinidade para o antigénio.

Imunoglobulina monomérica de menor tamanho — penetra facilmente
nos tecidos.
Resposta secundaria: produzida em maior quantidade e tem maior

IgG tempo de vida.

Liga-se ao antigénio com maior afinidade — maior eficiéncia na
eliminagao de antigénios.
Unica que atravessa a placenta, conferindo imunidade ao feto.

loD Monomérico.
B Presente a superficie de linfocitos B maduros.

Maioritariamente presente nas mucosas (ocular, intestinal e urinaria).
IgA Dimero acompanhado de uma proteina que inibe a sua degradacao

enzimatica.

Monomérica.
Capacidade de se ligar a mastocitos e basofilos, desencadeando a sua
IgE desgranulagao (libertagdo de histamina e outras substancias

inflamatorias).

Associada a reagoes alérgicas.

4.].2. Detecao de infecao através da avaliacao serologica

Em algumas infegoes (bacterianas, virais ou parasitarias) € dificil isolar e identificar o
agente patogénico, quer devido a sua localizagao (por exemplo, em casos de hepatite viral,
nos quais o o6rgao afetado é o figado, onde se torna dificil recolher uma amostra) quer
devido a quantidade presente (por vezes, a quantidade de agente patogénico necessaria a
infecdo é muito baixa, sendo dificil de detetar). As técnicas de diagndstico serolégico, no
qual sao detetados antigénios ou anticorpos na corrente sanguinea, constituem uma
importante ferramenta na identificacio de agentes patogénicos. Este tipo de técnica é
baseada na resposta do sistema imunitiario ao agente patogénico, sendo independente da

quantidade de patogéneo presente, uma resposta que a resposta é sempre amplificada.
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Além da detegao da infegao, através da quantificagao de anticorpos IgM e IgG é possivel
avaliar a cronicidade da infegao, uma vez que sao produzidos em respostas primarias e

secundarias, respetivamente.

4.1.2.1 Virus

Grande parte das infegoes virais sao subclinicas: ocorre uma linfocitose e a infegao €
resolvida. No entanto, em certos casos, € acompanhada de sintomas, sendo importante
identificar o agente patogénico. Além disso, ha situagdoes em que é importante verificar o
estado de imunidade relativo a um determinado virus, ou seja, a presenca de IgG capaz de
neutralizar o agente patogénico aquando de uma nova infegao. Esta verificagao do estado de
imunidade é especialmente importante em gravidas (no primeiro trimestre de gravidez), uma
vez que uma primoinfecao (infecdo primaria) por determinados virus/parasitas pode ter
consequéncias nefastas para o feto, como sera descrito pormenorizadamente nas secgoes

que se seguem.

4.1.2.1.1. Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)

Apesar de todos os avangos ao nivel da detegao e tratamento, a infecao por HIV ¢ ainda

um importante problema de saude publica.

O HIV é um virus envelopado que infecta linfocitos T auxiliares (T CD4). E um virus de
RNA que possui uma transcriptase reversa, capaz de sintetizar DNA a partir do RNA viral.
A utilizagao de uma enzima viral neste processo, aumenta a probabilidade de mutagoes, que
se fazem sentir ao nivel das proteinas do envelope e sao responsaveis pela fuga do virus ao
sistema imunitario. Um dos grandes problemas para o combate desta infegao é a capacidade
do virus incorporar o seu DNA no DNA da célula infetada. Apos a integragao do DNA viral,
a célula comega a produzir as proteinas virais involuntariamente, aumentando a replicagao
viral e transmitindo a infegao a novas células.(6) Outro problema associado a esta integragao
do genoma, reside na laténcia do virus em células de memoria, que permanecem estaveis a

longo prazo, retomando a producao viral quando ocorre nova ativagao.(8)

Apos o contacto com o HIV (via sexual, parenteral ou vertical), existe uma fase aguda ou
primaria, que dura 2-6 semanas. Nesta fase, o individuo tem sintomas semelhantes a uma
gripe e a taxa de replicagao viral é muito elevada. Inicia-se a resposta imune, havendo a
producao de anticorpos contra as proteinas do envelope (GP 210 e GP41) e da capside

(p24), representadas esquematicamente na Figura 5. Segue-se a fase de laténcia clinica ou
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assintomatica. Esta fase é caracterizada por uma diminuigao gradual de linfocitos T CD4.
Apesar da auséncia de manifestagoes clinicas, nao ocorre laténcia viral, mantendo-se
replicagao viral ativa. A duragao desta fase é variavel, pois depende da carga viral e da
diminuigao dos linfocitos T CD4. A ultima fase da infecao por este virus é designada por
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA). Esta fase resulta da perda em nimero e
eficacia de linfocitos T CD4, que se traduz numa imunodeficiéncia clinica. Geralmente,
desenvolve-se ap6s 8 a 10 anos de um periodo assintomatico, na auséncia de tratamento. A
SIDA é caracterizada pela presenga de anticorpos anti-HIV, contagem de linfécitos T CD4
inferior a 200 linfocitos/pL de sangue e a presenga de infegoes bacterianas severas (infegoes

oportunistas).(8)

Proteina da
Nucleocapside p7

Protease

Proteina da cdpside p24 .
Transcriptase reversa

Fosfolipidos
do envelope

Integrase

Genoma
RNA viral

Glicoproteina

superficial gp 120 Proteina da matriz pl7

Glicoproteina
transmembranar gp 4|

Figura 5: Esquema do HIV. Adaptado. Fonte: http://pt. | 23rf.com/photo 18649988 structure-of-human-
immunodeficiency-virus-hiv-illustration-for-basic-medical-education-for-clinics-.html

No Laboratoério S. José, faz-se uma analise automatica para detegao, em simultaneo, da
proteina da capside (p24) e de anticorpos para o HIV. Quando solicitado, é feito um teste
confirmatoério por immunoblot (Figura 6). Este teste permite identificar se o virus presente é
o HIV-1 ou HIV-2. Faz-se igualmente a pesquisa e/ou quantificagao de carga viral para o HIV-

| e HIV-2 por métodos moleculares.

Controlo Cutoff gpl120 gp4l p51 p31 p24 p17 gpl105 gp36
| L1 | | | L 1 1 1 I I |
Controlo
1gG

Figura 6: Esquema da tira de immunoblot confirmatorio para o HIV.
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4.1.2.1.2. Hepatites Virais

Existem 5 tipos de hepatites virais, sendo designadas pelas letras de A a E. Hepatite, como
o proprio nome indica, diz respeito a uma infecao do figado: todos estes virus precisam de

entrar no hepatocito para se replicarem.

Os virus das hepatites A e E (VHA e VHE, respetivamente) sao transmitidos por via fecal-
oral. A entrada do virus ocorre pelo trato gastrointestinal, sendo absorvido ao nivel do
intestino para a circulagao entero-hepatica. No figado, o virus inicia a sua replicagao. A
replicagao viral esta geralmente associada a um aumento das transaminases (principalmente
da alanina amino-transferase - ALT). Existe um periodo de virémia transitoria, que é
responsavel pela indugao da resposta imune, e consequente produgao de anticorpos. Estes
tipos de hepatites raramente evoluem para doenga crénica. Em casos assintomaticos (sem
ictericia, descoramento das fezes, urina escura), esta infecao é detetada pela permanéncia

dos anticorpos IgG na corrente sanguinea.(8)

O virus da hepatite C (VHC) ¢, geralmente, transmitido por via parenteral. Possui uma
fase aguda, na qual podem ou nao ocorrer sintomas hepaticos. A infecao aguda pode ser
resolvida ou evoluir para uma fase cronica. A fase cronica desenvolve-se de forma lenta.
Numa primeira fase, ocorre insuficiéncia hepatica que pode evoluir para carcinoma

hepatocelular, levando a morte.(8)

O virus da hepatite B (VHB) ¢, normalmente, transmitido por via sexual ou parenteral.
Na maioria dos casos, a infegao fica resolvida apds uma fase aguda; raramente evolui para a
fase croénica. O prognostico piora quando se da a co-infegao com outros virus (HIV ou virus
da hepatite D) ou na presenca de doencga hepatica pré-existente. A estrutura do virus (Figura
7A) faz com que o diagnodstico seroldgico seja muito complexo (Figura 7B). O antigénio HBs
(AgHBs) faz parte do envelope do virus; o antigénio HBc (AgHBc) pertence a capside; o
antigénio HBe (AgHBe) apenas é detetado quando a replicagao viral se encontra ativa. Na
presenca destes antigénios, o sistema imunitario produz anticorpos anti-HBs, anti-HBc e
anti-HBe, respetivamente. No entanto, o antigénio e o anticorpo correspondente nao
coexistem na corrente sanguinea, permitindo que a detecao de antigénios e anticorpos no

soro seja uma importante ferramenta na identificacao da fase da infecao (Tabela 10).(8)
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Perfil Serolégico da Hepatite B aguda

Periodo de :
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? 2 . Anti-HBs
AgHBs > Anti-HBs “
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H 3 Anti-HBe
S I
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0 1 2 3 4 5 12

0 Capside

AgHBc > Anti-HBc B
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Sintomas

Perfil Serolégico da Hepatite B cronica
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1

Manifestagdes clinicas

Meses ou anos apés a infegio aguda

Figura 7: A) Esquema do Virus da Hepatite B. B) Perfil serologico de uma Hepatite B aguda (em cima) e de
uma hepatite B crénica (em baixo).
Fontes: http://images.slideplayer.com.br/1/68457/slides/slide_7.jpg e http://pt.slideshare.net/tvf/tv-das-hepatites.

Vil Anti-HBc | Anti-HB
Estado S| AgHBs | AgHBe | Anti-HBs | Anti-HBe | T toc [ AnHTEC
infecioso (1gM) (IG)

Hepatite B

+ + + - - + +
aguda
He'p?tlte B + + +/- _ +/- +/- +4++
cronica
Infecdo passada i i ) — +- } ++
recente
Iljfeg:ao passada i i ) +/- ) ) +/-
distante
Vacinac¢io

- - - ++ - - -
recente

Tabela 10: Relacdo entre o estado da Hepatite B e os dados laboratoriais.

O virus da hepatite D (VHD) é transmitido por via parenteral. E um virus defetivo, isto é,
sO € capaz de se replicar na presenga de VHB. Assim, pode ocorrer uma co-infecgao (infegao
pelos dois virus em simultineo) ou uma superinfe¢ao (infegao pelo virus da hepatite D apos

uma infecao por VHB). As duas situagoes tém prognosticos diferentes: na primeira situagao,
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ocorre uma infecao pelo VHB muito mais severa; no segundo caso, a infecao pelo VHD

aumenta o risco da hepatite B se tornar cronica.(8)

No Laboratério S. José, sao determinados os anticorpos IgM e IgG para avaliar a presencga
de VHA (HAVAB IgM e HAVAB IgG, respetivamente). Para o VHC sao determinados os
anticorpos anti-HCV (IgG e IgM). Por fim, para avaliar a presenca de VHB sao quantificados
AgHBs, AgHBe e AgHBc e os respetivos anticorpos anti-HBs, anti-HBe e anti-HBc. Todas
estas determinagoes sao feitas recorrendo aos equipamentos automaticos. Faz-se igualmente
a pesquisa e/ou quantificacdo de carga viral para o virus da Hepatite B por métodos

moleculares.

4.1.2.1.3. Citomegalovirus (CMV)

O CMV é um virus ubiquo, cujas infegcoes sao geralmente assintomaticas e benignas.(9)
Este virus infecta monodcitos e linfocitos, nos quais pode ficar latente e ser reativado.
Geralmente é eliminado nas secre¢oes, nomeadamente saliva e urina. Desta forma, cerca de
77% dos adultos ja tiveram contacto com o virus, mostrando que a infegao é altamente

prevalente, principalmente nos primeiros anos de vida.(9)

A avaliagao do estado de imunidade relativamente ao CMV é especialmente importante
em gravidas, uma vez que uma primoinfegao por este virus durante a gravidez pode provocar
a doenga das inclusoes citomegalicas (Em Portugal estima-se que a prevaléncia da infegao
congénita por CMV seja de 1,05%).(10) Nesta doenga ha envolvimento de multiplos orgaos:
hepatoesplenomegalia, ictericia, microcefalia, calcificagdes intracranianas, petéquias ou
purpura.(10) Em casos de auséncia de imunidade, devem ser tomadas as devidas precaugoes

para prevenir a infegao por CMV durante a gravidez.

No Laboratério S. José sao determinados os anticorpos IgM e IgG para o CMV nos

equipamentos automaticos.

4.1.2.1.4. Rubéola

A infecao pelo virus da rubéola é, geralmente, benigna. Este virus é transmitido pelas
secregoes respiratorias, como saliva, sendo normalmente contraida em criangas e jovens
adultos. Relativamente aos sintomas, o quadro pode ser bastante variavel, tornando dificil o

diagnostico meramente clinico.
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Quando a infecdo primaria ocorre durante a gravidez, principalmente no primeiro
trimestre, pode ter consequéncias graves para o feto. Estas consequéncias vao desde o
aborto a malformag¢oes do feto, como alteracoes oculares, cardiacas ou até do sistema
nervoso central.(8) Desta forma, a inclusao da determinagao dos anticorpos IgG e IgM para a

rubéola torna-se indispensavel no diagnodstico pré-natal.

No Laboratorio S. José, sio determinados os anticorpos IgG e IgM nos equipamentos
automaticos, bem como a pesquisa e/ou quantificacdo do virus da rubéola por métodos

moleculares.

4.1.2.1.5. Virus Epstein Barr (EBV)

O EBV é conhecido por provocar a “doenca do beijinho”. E uma infecio tipica da infancia,
uma vez que o virus € transmitido por contacto intimo de secregoes orais. Assim sendo,
90% dos adultos ja teve contacto com o virus. Durante a infancia, a infegao é normalmente
autolimitada e assintomatica, havendo uma linfocitose silenciosa. Quando a infe¢ao ocorre na
adolescéncia ou na idade adulta, pode ter complicagdes, sendo a mais comum a
mononucleose infeciosa. Nestas situagoes, ocorre linfocitose acompanhada de sintomas

fisicos (como mal estar, fadiga e febre).(8)

No Laboratério S. José é feita a determinagao dos anticorpos IgM e IgG para o EBV no
equipamento automatico e dos anticorpos anti-antigénios nucleares por ELISA (EBNA IgG).
Além disso, pode ainda ser determinada a presenga de anticorpos heterofilos (caracteristicos

da mononucleose infeciosa) por imunocromatografia.

4.1.2.1.6. Virus Linfotropico da Célula T (HTLYV)

O HTLV é um retrovirus que infeta linfécitos T auxiliares ativados. Sendo um retrovirus,
produz DNA com as suas enzimas virais e integra-o no genoma dos linfocitos que infeta.

Estes linfocitos proliferam de forma exagerada, desenvolvendo leucemias.

O HTLV pode ser transmitido por via parenteral, sexual ou vertical (principalmente
durante a amamentacao). Esta ultima esclarece o facto da pesquisa de HTLV ser incluida no
diagnostico preé-natal: permite o controlo da transmissao do virus ao recém-nascido através

da amamentagao.(1 )

No Laboratério S. José é feita a detegao de anticorpos para HTLV-lI e HTLV-2, nao

permitindo a distingao entre os dois tipos de virus.
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4.1.2.1.7. Herpes Simplex (HSV)

O HSV é um virus que infecta células epiteliais e estabelece laténcia nos ganglios
sensitivos neurotropicos. O local da infecao depende do tipo de virus: HSV-| é responsavel
pelas infegoes faciais e HSV-2 é responsavel por infegoes genitais. A infecao primaria deste
virus é geralmente assintomatica, ocorrendo reativagoes quando o sistema imunitario esta
comprometido ou em situagoes de stress. A reativagao do virus manifesta-se sob a forma de

vesiculas ulcerativas.

Além da observagao das lesoes, o diagnostico pode ser feito por quantificagao dos
anticorpos IgM e IgG para cada um dos tipos de HSV. Importa ainda salientar que os
anticorpos IgM se encontram aumentados mesmo nas reativagoes do virus. No Laboratorio

S. José, os anticorpos IgM e IgG para HSV-1 e HSV-2 sao quantificados por ELISA.

4.1.2.1.8. Virus Influenza

O virus influenza é responsavel pela gripe. Existem trés tipos: A, B e C, sendo mais
agressivo e mais comum o tipo A. E um virus com genoma de RNA fragmentado e, por isso,
geneticamente instavel. Devido as inUmeras mutagoes que advém da agao das enzimas virais
(sem capacidade de corrigir os seus erros), ocorrem alteragoes ao nivel das proteinas de
superficie do virus (Hemaglutinina e Neuraminidase) que levam ao aparecimento de novas

estirpes, capazes de escapar ao sistema imunitario.

Como existe uma grande variabilidade viral pelas razoes ja referidas, torna-se dificil fazer
um diagnostico laboratorial, sendo este normalmente feito clinicamente (os sintomas
resultam da lesao de células epiteliais do trato respiratério). Quando é necessario um
diagnostico laboratorial, € pouco recomendada a determinagao de anticorpos para o virus:
numa infegao por influenza os anticorpos podem nao ser produzidos, ou, por outro lado,
podem estar presentes sem haver infecio. Assim, sao geralmente escolhidos métodos
diretos para dete¢ao do virus. No Laboratério S. José, o diagnostico dos virus Influenza tipo
A (H;N,), A (HN)) e A (H;N,) é feito por imunocromatografia a partir de uma zaragatoa
nasal. Faz-se igualmente a pesquisa e/ou quantificagio de virus Influenza por métodos

moleculares.
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4.1.2.2. Bactérias

As doengas infeciosas, incluindo infegoes bacterianas e parasitarias, estao entre as causas
mais comuns de morte na Europa no ano de 2014.(12) Assim, é importante uma
identificagdo rapida e eficiente da bactéria envolvida na infegdo. Para identificagao destes
microrganismos nao é frequente utilizar o diagnostico seroldgico: geralmente sao feitas
culturas em placa que, posteriormente, sao identificadas recorrendo a provas bioquimicas e
meios diferenciais. Recorre-se ao diagnostico serologico para confirmagao (testes de
aglutinagao em lamina) ou quando a bactéria suspeita tem necessidades especiais e/ou nao

prolifera nos meios de cultura convencionais (homeadamente bactérias intracelulares).

A primeira linha de defesa contra bactérias € representada pelos fagocitos (neutrofilos e
macrofagos). No entanto, quando a agao destas células nao é suficiente para controlar a
infecao, é desencadeada uma reposta humoral. Os anticorpos resultantes desta resposta sao
importantes no processo de opsonizagao: ligam-se a superficie da bactéria, facilitando a

fagocitose. Por outro lado, os anticorpos intervém na ativagao do sistema de complemento.

No Laboratério S. José, o diagnodstico seroldgico é feito para Treponema pallidum e para
Chlamydia trachomatis. Os ensaios utilizados para cada uma das bactérias estao apresentados

nas sec<;6es que se seguem.

4.1.2.2.1. Treponema pallidum

Treponema pallidum é o agente etioldgico da sifilis, doenga de transmissao sexual e
vertical. As manifestagoes clinicas da sifilis sao polimorfas e incluem ulceras genitais,
erupgoes cutaneas, linfoadenopatias, lesao cardiovascular e neurologica.(l13) A detegao desta
infecao deve ser incluida no diagnodstico pré-natal, uma vez que quando ocorre a transmissao
desta bactéria ao feto durante a gravidez ou aquando do nascimento, esta provoca lesoes
graves no recém-nascido, lesdes estas que provocam morbilidade significativa, podendo levar

a morte.

Treponema pallidum é uma espiroqueta que nao cresce em meios de cultura. Desta forma,
o diagnéstico tem de ser feito através de outras técnicas diretas (microscopia de fundo
escuro, imunofluorescéncia ou detecao do genoma por PCR) ou indiretas (detecao de
anticorpos). O diagnostico serologico compreende dois tipos de testes: nao treponémicos e

treponémicos.
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Nos testes nao treponémicos utiliza-se um antigénio (cardiolipina, lecitina e colesterol)
para a detecao de reaginas: anticorpos produzidos em situagoes de infecao por Treponema
pallidum. Para esta determinacao podemos utilizar dois tipos de testes: VDRL (Veneral
Disease Research Laboratory) e RPR (Rapid Plasma Reagin). A VDRL permite uma avaliagao
qualitativa e quantitativa das reaginas. O RPR possui o antigénio ligado a particulas de carvao,
permitindo uma andlise qualitativa e semi-quantitativa a vista desarmada. A desvantagem
destes testes é que, além de s6 serem positivos 2-3 semanas apos a infe¢ao, dao muitos
resultados falsamente positivos, devido ao facto de as reaginas nao serem especificas da
infecio por Treponema pallidum (também sao produzidas em doengas autoimunes, em
gravidas, em idosos e em outros tipos de infecao pelos virus HIV e VHC). Desta forma,

todos os resultados positivos devem ser confirmados por testes treponémicos.(14)

Os testes treponémicos permitem identificar e quantificar anticorpos especificos para o
Treponema pallidum. Podem ser utilizadas técnicas de imunofluorescéncia, detecao de IgM e
IGG por ELISA e TPHA (Treponema Pallidum Hemaglutination). No TPHA utilizam-se
eritrocitos sensibilizados com Treponema pallidum. Quando ao reagente é adicionado o soro
do doente, os anticorpos contra a bactéria ligam-se aos eritrocitos, desencadeando

hemaglutinacio visivel. E um teste fiavel e facil de executar.(14)

No Laboratorio S. José, sao feitos testes de RPR, detegao de anticorpos para Treponema
pallidum (IgG e IgM) no equipamento automatico e por TPHA. Podem ainda ser quantificados
os anticorpos IgM e IgG separadamente por ELISA. Faz-se igualmente a pesquisa e/ou

quantificagao de Treponema pallidum por métodos moleculares.

4.1.2.2.2. Chlamydia trachomatis

A Chlamydia trachomatis € uma bactéria intracelular obrigatoria responsavel pela
clamidiose genital, uma das doengas sexualmente transmissiveis mais comuns. Sendo
intracelular, nao cresce em meios de cultura: cresce em células, tendo especificidade para as
células epiteliais. A infecao é geralmente assintomatica em mulheres; nos homens provoca
disuria e piuria, acompanha de exsudato purulento. Como os sintomas nao sao especificos, a

infecao tem de ser confirmada através de resultados laboratoriais.(14)

A detecao da presenca de Chlamydia trachomatis durante a gravidez é importante: como
esta bactéria tem a capacidade de infetar células epiteliais pode provocar conjuntivite ou

pneumonia no recém-nascido.
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O diagnostico da clamidiose pode ser feito por imunofluorescéncia, PCR, culturas de
células ou por detegcao de IgM e IgG para Chlamydia trachomatis. No Laboratorio S. José
pesquisam-se os acidos nucleicos da bactéria por métodos moleculares na urina e

quantificam-se os anticorpos IgM e IgG por ELISA.

4.1.2.3. Parasitas

Atualmente, as infegoes por parasitas sao pouco comuns. Este facto deve-se aos cuidados
de higiene da populagao, que diminuem a probabilidade de infe¢ao, uma vez que a maioria
dos parasitas encontrados em Portugal sao transmitidos por via fecal-oral. No entanto, a
toxoplasmose é infegdo por parasitas mais frequente, sendo uma infe¢ao assintomatica na

maioria dos casos.

4.1.2.3.1. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigatorio que infecta aves e alguns
mamiferos. A prevaléncia é alterada de acordo com os habitos culturais e sociais, escolha de
gatos para animais domeésticos e com fatores geograficos. Os gatos domésticos sao

considerados a principal fonte de infegao.

Em individuos imunocompetentes, a toxoplasmose €&, geralmente, assintomatica; a
situagao complica-se em pessoas com condigoes especiais, nomeadamente em gravidas. Um
estudo da zona centro de Portugal revelou que, em média, 20-29% das mulheres em idade
fértil possuem imunidade para a toxoplasmose.(15) As gravidas que nunca estiveram em
contacto com esta zoonose tém de ter cuidados especiais durante a gravidez para evitar o
contacto com o parasita. Uma primoinfecao por Toxoplasma gondii no |° ou no 2° trimestre
de gravidez pode desencadear a toxoplasmose congénita (caracterizada por alteragoes
oculares e neurologicas do feto). Assim, a detecao de anticorpos IgM e IgG para o
Toxoplasma gondii fazem parte do diagndstico pré-natal feito no Laboratorio S. José, bem
como a determinagao da avidez e a pesquisa e/ou quantificagao de Toxoplasma gondii por

métodos moleculares. Os perfis serologicos possiveis sao apresentados na Tabela | 1.
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Tabela | I: Perfis serolégicos possiveis para Toxoplasma gondii.

Resultado ~ | Procedimento
L . Interpretacdo Desfecho
Serologico recomendado
Auséncia de Vigilancia
IgG - IgM - | imunidade e de | seroldgica na Detecao da infecio, se ocorrer.
infecao. gravidez.
1¢G - 1eM + ::;‘ZIC;:eoETaM Repetir a andlise | o  1gG-/IgM+ > IgM ndo especifica.
8 8 L6 8 apos 3 semanas. | o |gG+/IgM+->Primoinfecio - DPN!.
nao especifica.
:::egao antiga Repetir 2 andlise | © IgG estavel e IgM - & Imunidade.
IgG + IgM - At P e IgG aumenta e IgM - = Primoinfecdo sem
primoinfecao apo6s 3 semanas. i
IgM > Teste da avidez.
sem IgM.
Infecio Teste da Avidez
IgG + IgM (;. (capacidade de e Forte: infecao ocorreu ha mais de 4 meses.
relativamente - : C e~
+ ligagao ao e Fraca/intermédia: infecdo recente > DPN!
recente. .
antigénio).

4.1.3. Desequilibrios do sistema imune

A autoimunidade (resposta imune contra o proprio) € uma condi¢gao normal num sistema

imune: durante o processo de formagao de células do sistema imunitario (linfocitos) estas

podem desenvolver reatividade contra antigénios do proprio. No entanto, estas células sao

identificadas (quer ao nivel da produgao, quer ao nivel do sangue periférico) e eliminadas

pelo proprio sistema imunitario. (6) Contudo, podem ocorrer falhas nesta vigilancia

imunologica, que desencadeiem reagoes de hipersensibilidade. Hipersensibilidade é definida

como uma resposta inapropriada a um antigénio do préprio ou antigénios nao

patogénicos.(7) Existem varios tipos de hipersensibilidade (Tabela 12) dependendo da via

através da qual ¢é ativado o sistema imunitario.

Tabela 12: Tipos de Hipersensibilidade.

Tipo de Mecanismo Exemplos
Hipersensibilidade P
' Sobreproducao de IgE que se liga a basofilos e .
N Tipo | reprocue &= 9 sa Alergias
8 eosinofilos. Processos inflamatorios severos.
© : - . Anemia hemolitica
Q Tipo Il | Destruicao celular mediada por IgG. ;
£ autoimune.
Tipo lll | Lesao tecidular por deposito de imunocomplexos. Lapus Eritematoso

' DPN (Diagndstico Pré-Natal): compreende amniocentese e ecografia para pesquisa de Toxoplasma gondii e
lesdes no feto, respetivamente.
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Sistémico.
Glomerulonefrite.

Destruicao celular mediada por linfocitos T
Tardia Tipo IV | auxiliares. Ativagao de linfocitos T citotoxicos e Tiroidite de Hashimoto.
macrofagos para destruigao celular.

4.1.3.1. Alergias

Como visto anteriormente, uma alergia € uma reagao de hipersensibilidade tipo I. Este
tipo de patologia ocorre em individuos atopicos (pessoas predispostas a produzir IgE contra
antigénios ambientais). As alergias podem ser detetadas através do doseamento dos niveis de
IgE (em individuos normais e sem infe¢oes por parasitas, a IgE é das imunoglobulinas menos
abundantes no soro). A causa da alergia é ainda desconhecida. No entanto, estudos indicam

que ha uma componente genética subjacente.(7)

Todo o processo é desencadeado por antigénios (proteinas ou glicoproteinas) da
natureza/alimentos. Sao produzidas grandes quantidades de IgE, que se ligam a eosindfilos e
basofilos. Quando ocorre um segundo contacto com aquele antigénio, os eosindfilos e
basofilos sensibilizados com IgE sao ativados e libertam as substancias inflamatorias contidas
nos seus granulos (como histamina e heparina). Surge uma reagao inflamatoria que,
dependendo do antigénio e via de entrada, pode ser local (equizema) ou sistémica (choque

anafilatico).(7)

4.1.3.2. Doencas autoimunes

Uma doenga autoimune é uma condigao na qual ha lesao de um tecido devido a uma
situagao de reatividade para com o proprio.(16) Desta forma, para ocorrer este tipo de
patologia, tem de haver autoimunidade e vulnerabilidade do tecido alvo, simultaneamente. A
doenga pode ser desencadeada por fatores ambientais, genéticos ou infe¢oes (¢ comum

manifestarem-se como sequelas de infe¢oes bacterianas).(16)

O diagnodstico de doengas autoimunes € feito com base nos sinais e sintomas
apresentados pelo doente, acompanhados de determinagoes de anticorpos especificos para
cada caso. Na Tabela 13 sao apresentados alguns exemplos de doengas autoimunes, bem
como a sua prevaléncia nos Estados Unidos da América em 1996 e os pardametros

laboratoriais que auxiliam o seu diagnostico.

No Laboratério S. José determinam-se todos os anticorpos e antigénios indicados na
Tabela 13. Os pardmetros indicados com  sio determinados no ARCHITECT i2000; com ®

sio determinados por ELISA; com “ sdo determinadas por immunoblot; com @ é quantificado
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no ARCHITECT c8000 e avaliado qualitativa e semi-quantitativamente por testes de

aglutinagao (Waaler-Rose e RA-Teste), quando pedido.

Tabela 13: Diagnéstico e prevaléncia de doencas autoimunes. Adaptado de (6).
aEquipamentos automaticos; YELISA; 9lmmunoblot; 9Equipamento
automatico + Aglutinacdo.

DOENCA AI?E%?I'I;\-\?)SOS PRE(Y?OL(I)E;‘:)CIA ANTICORPOS E
AUTOIMUNE INDIVIDUOS) ANTIGENIOS
Tiroidite de _ Anti-Peroxidase (Anti-TPO)a.
O | Hashimoto Tiroide 982 Anti-Tiroglobulina (Anti-TG)?.
9
\E D d
Q| Poencade | rigide 1152 Anti-recetor de TSH (TRABs)b.
al Graves
v Anemia Células parietais 5] Anti-células parietaisb).
o | _Perniciosa | gastricas. Anti-fator intrinsecob).
' Hepatite , Anti-antigénios do musculo liso
2 autoimune Figado 04 (F-actin)o).
0 S Anti-gliadina®).
Celia:a Intestino 1:342 Anti-transglutaminaseb).
Anti-endomisiob).
Avrticulagoes,
, pele, sistema Anti-dsDNADb).
Lapus o
< . nervoso central, Anti-Smo).
O | Eritematoso | . ~ 24 o 9
4 Sistémico rins, coragao, Anti-Ribosomal P9,
E pulmoes e células Anti-Helicaseo.
|; sanguineas.
7] Artrite Articulagoes, Anti peptideos citrulinados
Reumatoide | ¥25°S sanguineos 860 (Anti-CCP)a.
e pulmoes. Fator reumatoided.

4.2. Determinacoes analiticas

Em imunologia, todas as determinagdes se baseiam em ligagoes antigénio-anticorpo. O

que diferencia as técnicas umas das outras € o método de detegao do imunocomplexo.

A amostra utilizada nestas determinagoes &, preferencialmente, soro. No entanto, pode

ser utilizado plasma obtido com heparina, desde que venha referenciado na bula que nao tem

qualquer implicagao nos resultados.

? prevaléncia em Portugal atualmente Fonte: http://www.celiacos.org.pt/doenca-celiaca/prevalencia.html,
consultado em 02/06/2016
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4.72.]. Sistemas automaticos

4.2.1.1. ARCHITECT

Os sistemas automaticos que fazem determinagoes de parametros imunoldgicos sao o
ARCHITECT <8200 (principalmente o i2000) e o ARCHITECT i1000. Ambos utilizam a
quimioluminescéncia para detetar o imunocomplexo. Ao soro do doente sao adicionadas
microparticulas paramagnéticas revestidas com antigénios ou anticorpos, dependendo da
determinagao a efetuar. Apos incubagao, ocorre um processo de lavagem: se tiver ocorrido
a formagio do imunocomplexo este fica ligado as microparticulas. E adicionado o conjugado
que contém um anticorpo marcado com acridinio. Apos outro ciclo de lavagens, é
adicionada uma solugao pré-ativadora e outra ativadora que desencadeiam a reagao
quimioluminescente. Esta reagao é medida em unidades de luz relativas (RLUs). Existe uma
relagao direta entre a quantidade de antigénio/anticorpo presente na amostra e as RLUs

detetadas pela otica do equipamento.(17)

Os reagentes destes equipamentos estao sujeitos a uma calibragao inicial. Neste
processo, sao utilizados calibradores, isto €, solugoes com quantidades bem definidas do
parametro a analisar. Cada parametro tem um nUmero especifico de calibradores
(normalmente, para parametros imunologicos, sao seis pontos), com os quais o equipamento
consegue definir uma curva de calibragao. Nesta curva, a cada concentragao é atribuida um
valor de RLUs, através da qual o equipamento é capaz de quantificar aquele parametro.
Existem algumas circunstancias nas quais & necessario repetir a calibragao: quando os
controlos ultrapassam determinados limites estabelecidos pelo DT e se depreende que o
problema nao esta no controlo e reside na perda de estabilidade do reagente. Obviamente
que a decisao de calibrar também tem em consideragao o nimero de testes do reagente, a

data da ultima calibragao e o parametro em causa.

4.2.1.2. ImmunoCAP

Para a determinagao de IgE especifica em casos de alergias utiliza-se o ImmunoCAP. Em
cada ensaio, é promovida a ligacdo entre os anticorpos presentes no soro do doente e
alergénios especificos. A dete¢ao do imunocomplexo é conseguida através de um conjugado
(anticorpo especifico para a imunoglobulina humana ligado a um fluoréforo), cuja ligagao ao
imunocomplexo ¢ detetada através fluorescéncia emitida pelo fluoréforo ligado ao

anticorpo. Para detecao, o equipamento utiliza um fluorémetro.
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Tal como em qualquer outro equipamento, também nestes ensaios é necessaria uma
curva de calibracao. Neste caso, a concentracao de cada calibrador ¢ atribuido um valor de
fluorescéncia. Esta curva é feita periodicamente, periodo este definido pelo DT. Em cada
ensaio, sao utilizados dois calibradores que ajustam a curva inicial aquele ensaio, permitindo

a quantificagao das amostras.

4.2.2. Técnicas manuais

Todas as técnicas manuais possuem bulas com procedimentos bem definidos. E
importante respeitar o procedimento de cada técnica para obter bons resultados. Para cada
ensaio € necessario utilizar um controlo com o intuito de assegurar a fiabilidade dos

resultados.

4.2.2.1. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Nesta técnica, o imunocomplexo é detetado através de uma reagao enzimatica. Cada kit
de ELISA possui uma placa de 96 pogos revestidos com antigénios ou anticorpos especificos,
de acordo com o que se pretende determinar. Além das amostras (preferencialmente soro),
sao utilizados um calibrador e um controlo em cada ensaio, que sao adicionados a diferentes
pogos da placa. Apds a incubagao definida pelo fabricante, é removido o contetudo do pogo,
ocorre um processo de lavagem e é adicionado um conjugado. O conjugado € um anticorpo
especifico (para o antigénio ou anticorpo que pretendemos determinar) associado a uma
enzima (geralmente a Peroxidase). Apos nova incubagiao, é removido o conjugado em
excesso, ocorre um processo de lavagem e é adicionado o substrato da enzima (geralmente,
3,3',5,5"-Tetramethylbenzidine, vulgarmente designado por TMB). Aguarda-se o tempo
suficiente para que ocorra a reagao enzimatica e adiciona-se solugao Stop, que termina a
reacao, permitindo leitura da absorvancia. A absorvancia é lida a 450 nm utilizando um

espetrofotometro.

Cada kit possui um conjunto de calibradores que permite a obtengao de uma curva-
padrio, curva esta que relaciona concentracio e absorvincia. E através da existéncia desta
curva que é possivel quantificar as amostras analisadas. A curva é estabelecida aquando da
abertura do kit. Em cada ensaio é utilizado um dos calibradores ou controlo externo de

concentragao conhecida para controlar a técnica e poder ter confianga nos resultados.
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O processo de lavagem é, sem duvida, a fase critica de toda a técnica. E importante lavar
bem os pogos antes da adigao do reagente seguinte para garantir que todas as ligagoes se
resumem ao imunocomplexo.

4.2.2.2. Inmunoblot

O immunoblot é semelhante a ELISA: a diferenga é que no immunoblot detetamos sempre

anticorpos e podemos determinar a presenga de varios anticorpos diferentes em simultaneo.

Os kits sio compostos por tiras com antigénios imobilizados. Promove-se a ligagao dos
anticorpos presentes no soro do utente com os antigénios da tira. Ocorre um processo de
lavagem e adiciona-se o conjugado (anticorpo ligado a uma enzima - geralmente a
peroxidase) que se liga as imunoglobulinas humanas retidas na tia. Apos incubagao, é
removido o conjugado e adiciona-se o substrato da enzima (normalmente TMB). Apds nova
incubagao, termina-se a reagao com solugao Stop ou agua, dependendo o kit. Nesta fase, a

tira esta pronta a ser analisada.

As tiras de immunoblot tém sempre um controlo e podem ou nao ter um cut-off
(intensidade abaixo da qual nao se considera positivo) (Figura 8). Quando nao aparece uma
banda no sitio do controlo, significa que a técnica nao funcionou e o resultado nao é valido,

sendo rejeitado.

No laboratorio S. José é utilizado o immunoblot para determinar alguns ANAs, antigénios
relacionados com a doenga hepatica (M2, LKM-I, LC-1, SLA, F-actina, gp210, spl00) e para

testes confirmatorios de HIV e HCV.
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Linha de Referéncia [ |
Controlo Funcional
Cut-off
Nucleossomas Controlo Positi
- Controlo Positivo

ds_DNA 2
Histonas _gp210
SmD1 - sp100
Ul-snRNP - LKM1
SS-A / Ro 60kD O -LCc1
SS-A / Ro 52kD -SLA
SS-B/La - F-actin
Scl 70 . - Controlo Negativo
CENP-B
Jo-1
PO/ RPP

A B

Figura 8: Tiras de Immunoblot do Laboratério S. José. A- Diferenciagio de ANAs. Esta tira possui um cut-off e
um controlo funcional que permite avaliar a técnica. B- Diferenciagao de anticorpos anti-musculo liso. Esta tira
tem um controlo negativo e um controlo positivo, nao apresentando um cut-off.

4.2.2.3. Aglutinacao

Os testes de aglutinagao sao testes rapidos que permitem detetar de forma semi-

quantitativa a presenga de antigénios ou anticorpos.

Para a detegao de anticorpos, sao utilizados antigénios especificos associados a particulas
que aglutinam quando estes estao presentes. Podem ser utilizadas particulas de latex (RA
teste), particulas de carvao (RPR) ou eritrocitos de carneiro sensibilizados com o antigénio

(Waaler-Rose).

Para a detegao de antigénios sao utilizados antissoros contendo os anticorpos especificos
para aquele antigénio. E exemplo deste tipo de técnica a determinacio dos grupos

sanguineos e o Teste de Coombs.

Na determinagao de grupos sanguineos, utiliza-se soros anti-A, anti-B e anti-D. Coloca-se
uma gota de cada antissoro numa lamina e adiciona-se uma gota de sangue total em EDTA a
cada gota de antissoro. Se os eritrocitos do utente tiverem cada um dos antigénios, os
anticorpos dos antissoros ligam-se, formando agregados de eritrécitos visiveis a vista

desarmada.
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O Teste de Coombs pode ser visto como dois testes diferentes: o Teste de Coombs
Direto e o Teste de Coombs Indireto. No Teste de Coombs Direto, adiciona-se o uma gota
Soro de Coombs (contém anticorpos anti-imunoglobulina humana) a uma gota de sangue
total em EDTA: se ocorrer aglutinagao de eritrocitos significa que existem anticorpos ligados
a estas células. Este fendbmeno acontece em situagoes de anemia hemolitica. No Teste de
Coombs Indireto, promove-se a ligagao de anticorpos presentes no soro do utente com
uma suspensao de eritrocitos 0 positivos (ou seja, sem nenhum antigénio de superficie a nao
ser o D). Apos incubagao, é adicionado o Soro de Coombs a suspensao de eritrocitos: se
ocorrer aglutinagao, significa que o soro do doente possui anticorpos anti-D. O Teste de
Coombs Indireto é pedido muitas vezes para gravidas que sejam Rhesus negativas, para
avaliar se a mae produziu anticorpos anti-D por estimulagao dos eritrécitos do feto. Nestes
casos, se o Teste de Coombs Indireto for positivo, aumenta a probabilidade de doenga
hemolitica do recém-nascido, na qual os anticorpos produzidos pela mao desencadeiam a lise

dos eritrocitos de recém-nascido.

4.2.2.4. Imunocromatografia

A imunocromatografia permite detetar tanto antigénios como anticorpos; o principio € o
mesmo, o que muda é se o solvente tem um antigénio ou um anticorpo. Tome-se como
exemplo a pesquisa de antigénio. Adiciona-se a amostra (soro ou solugao obtida de uma
zaragatoa) e inicia-se o movimento do anticorpo mével (solugao corada) sobre uma matriz
de nitrocelulose que se encontra numa cassete. Se ocorrer formagao do imunocomplexo,
este fica imobilizado em T (Figura 9), ligado a um anticorpo especifico para o antigénio a

pesquisar.

Tal como todas as outras técnicas, também a imunocromatografia precisa de um
controlo. Neste caso, em C encontram-se anticorpos para o anticorpo solivel do teste. Se

nenhuma banda aparecer na zona C nao podemos validar o resultado (Figura 9).

Positivo Negativo Invalido
C | C — C C C
p— T T

-
_'
-

Figura 9: Interpretagdo de uma imunocromatografia.
Fonte: http://www.biomedicinapadrao.com.br/2012/06/imunocromatografia.html
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4.3. Casos Clinicos

De forma a ilustrar melhor todos estes conceitos sobre Imunologia, serao apresentados
nesta secgao alguns casos clinicos observados no laboratorio ao longo do estagio. Para cada
caso, serao apresentados os resultados obtidos para os diferentes parametros, bem como a

interpretagao dos mesmos através de uma breve discussao.

4.3.]. Caso Clinico 4

Utente do sexo feminino com 45 anos dirigiu-se ao laboratério para fazer as analises

apresentadas na Tabela 14.

Tabela 14: Resultados laboratoriais do caso clinico 4.
Intervalo de

Parametro Resultado Unidades A .
Referéncia
AgHBs Negativo uUl/L Negativo <l
Anti-HBc (Total) Positivo uUl/L Negativo <I
Anti-HBs Imune (15) Ul/L Imunidade >= |0

Dos resultados obtidos, podemos concluir que a utente foi infetada com o virus HBV e
que a infegao se encontra resolvida, uma vez que o AgHBs é negativo (Tabela 10). Pode ser
descartada a hipotese de vacinagao, uma vez que o anti-HBc é positivo, anticorpo que s6 é

produzido apés infe¢ao pelo VHB.

Para ser possivel retirar mais conclusoes, seria necessario dosear o Anti-HBe: se for

positivo, indica infegao recente; se for negativo implica uma infegao mais antiga.
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4.3.2. Caso Clinico 5

Utente do sexo masculino com 54 anos veio pela primeira vez ao Laboratorio S. José em
2011, tendo regressado em 2012 e 2016. Os resultados obtidos nas suas andlises estao

apresentados na Tabela |5.

Tabela 15: Resultados laboratoriais do caso clinico 5.

. Resultados . Intervalo de

Parametro 0T] 5013 50TE Unidades Referéncia
Positivo Positivo Positivo .

AgHBs (3447,00) (4925,56) (3105,10) Ui Negativo <l
AgHBe Positivo Positivo Negativo Ul/L
AR L Positivo Positivo Positivo Ul/L Negativo <I
(Total) &
Anti-HBe Negativo Negativo Positivo ul/L
Anti-HBs Nao imune Nao imune Nao imune Ul/L Imun|<|18de>:

Parece tratar-se de um caso de infecao cronica pelo VHB, dada a presenga de AgHBs.
Relativamente aos resultados obtidos para o AgHBe, podemos concluir que em 2011 e 2012
o virus se encontrava ativo, com elevada taxa de replicagio. Em 2016, ja nao existia

replicagao viral.

De acordo com os resultados obtidos para os anticorpos, anti-HBc, anti-HBe e anti-HBs,
podemos concluir que foi iniciada a resposta humoral a infegao viral. No entanto, devido a
negatividade do anticorpo anti-HBs, a infegao ainda nao se encontra resolvida.

Como ja foi referido anteriormente, a identificagcao da fase da hepatite B é feita através de
marcadores serolégicos (Tabela 10). Como o AgHBs esta presente ha mais de seis meses,

podemos concluir que é um caso de Hepatite B cronica.

4.3.3. Caso Clinico 6

Um doente de 42 anos dirigiu-se ao Atendimento Médico Permanente da IDEALMED.

Foram pedidas analises laboratoriais e os seus resultados estao apresentados na Tabela 16.

Tabela 16: Resultados laboratoriais do caso clinico 6.

Parametro Resultados Unidades Intervz:lo fje

Referéncia

Leucocitos 9,320 x103/uL 4,00 - 10,500
Neutrofilos 30 (2,8) % 40 - 74
Eosindfilos 2(0,2) % 00-70
Basofilos I (0,1) % 00-1,5
Mondécitos 9 (0,8) % 34-90
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Linfécitos 58 (5,4) % 19,0 - 48,0
Ferritina 1530,0 ng/mL 30,0 - 300,0
Gama-GT 99 U/L 12 - 64
AST 210 U/L 5-34
ALT 212 U/L <55
CRP 2,22 U/L <0,60
LDH 400 U/L 125 - 220
CMV IgG Positivo (91) UA/mL Negativo <10
CMV IgM Positivo (3,1) UA/mL Negativo <0,8

Analisando o leucograma, verifica-se que ha um aumento de linfécitos e uma diminuicao
de neutrofilos, sugerindo uma infegao viral. O aumento da ferritina e da CRP (proteinas de
fase aguda, ou seja, produzidas pelo figado em situagdes de inflamagao), bem como o
aumento significativo das enzimas hepaticas (AST, ALT e Gama-GT) sugerem envolvimento

hepatico. O aumento da LDH indica a ocorréncia de destruigao celular.

Face ao notdrio envolvimento hepatico, suspeitou-se de uma hepatite viral. Foram
pedidos varios marcadores virais, salientando-se o doseamento dos anticorpos IgG e IgM

para o CMV, obtendo-se um resultado positivo para ambos.

Assim, o utente tinha uma hepatite viral provocada por CMV. Apesar da infecao por este
virus ser mais comum na infancia, este caso demonstra que isso nem sempre acontece e €

possivel ter uma primoinfegao por CMV na idade adulta.

4.3.4. Caso Clinico 7

Uma utente de 32 anos vinda da Ferticentro veio ao Laboratério S. José fazer as suas
andlises. Foi feito o seu seguimento durante 3 meses, sendo os resultados obtidos

apresentados na Tabela 7.

Tabela 17: Resultados laboratoriais do caso clinico 7.

Parametro Resultados Unidades Intervalo de
15/03 05/04 09/05 Referéncia
Toxoplasma Positivo Positivo Positivo -
gondii IgG (143,4) (481,2) (981,0) Ul/ml. Negativo: <1.6
Toxoplasma Positivo Positivo Positivo o
gondii IgM (3.29) (4,27) (3,05) Index Negativo: <0,5

No primeiro contacto com a utente, verificou-se que esta tinha uma infecao por

Toxoplasma gondii. Atendendo ao baixo titulo de IgM, nao era possivel concluir se se tratava
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de uma infecao antiga ou recente. Assim, sugeriu-se a confirmagao do resultado apds 3

semanas.

Os resultados obtidos a 05/04 demonstraram que se tratava de uma infecao recente em

evolugdo, uma vez que os titulos de IgG e IgM aumentaram.

Passado um més, repetiram-se as analises. Tendo em conta que ocorreu uma diminuigao

de IgM e um aumento de IgG, conclui-se que a infegao esta em fase de resolugao.

4.3.5. Caso Clinico 8

Um individuo de 47 anos com suspeita de alergias dirigiu-se ao laboratoério e fez as

analises apresentadas na Tabela 18.

Tabela 18: Resultados laboratoriais do caso clinico 8.

Parimetro Resultado Unidades Intervalo de
Referéncia

IgE 103,5 Ul/mL <150
Lﬁi‘::;::;‘:f?d"g’de‘ Classe | (0,56) KUA/L
IgE Oliveira (t9) Classe 0 (0,13) KUA/L
IgE Caspa de Gato (el) Classe 0 (<0,10) KUA/L
IgE mix GRAMINEAS Positivo
(gxI)

Apesar do utente nao apresentar um valor de IgE muito elevado (ainda dentro dos
valores de referéncia), apresenta IgE especifica para alguns alergénios, nomeadamente acaros
domésticos (dl) e gramineas (plantas com flor). Gx| é uma mistura de antigénios de
gramineas. Como se obteve um resultado positivo para esta mistura € importante fazer a

determinagao individual da IgE especifica para cada um dos alergénios contidos na mistura.

A nao ser que a pessoa tenha sintomas alérgicos em situagdes muito especificas (como a
limpar o pd, por exemplo), é dificil identificar imediatamente o tipo de IgE especifica a
analisar. Assim, uma boa estratégia para este tipo de analise é comecar pelas misturas de IgE,

e, caso dé positivo, avaliar cada um dos componentes da mistura em separado.
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4.3.6. Caso Clinico 9

Uma utente de 82 anos veio ao Laboratorio S. José fazer as suas andlises e os resultados

estao apresentados na Tabela 19.

Tabela 19: Resultados laboratoriais do caso clinico 9.

Paraimetro Resultados Unidades Interv?lo fje
Referéncia
TSH 99,015 pUI/mL 0,350 - 4,940
FT4 <0,40 ng/dL 0,70 - 1,48
Anti-TPO 67.9 Ul/mL <5,6
Anti-TG 166,8 Ul/mL <4,|

Os resultados obtidos representam um caso evidente de hipotiroidismo, caracterizado
por uma baixa da produgao de T4 pela tiroide, na presenga de elevados niveis de TSH. Os
anticorpos anti-TG e anti-TPO estao elevados, sugerindo um quadro tipico de Tiroidite de
Hashimoto. Neste tipo de patologia, ha produgao de anticorpos contra algumas estruturas
da tiroide, havendo produgao de imunocomplexos e consequente infiltragao de células do

sistema imunitario que leva a destruicao da tiroide e consequente perda de fungio.(6)

4.3.7. Caso Clinico 10

Uma utente de 46 dirigiu-se ao laboratorio e fez as analises apresentadas na Tabela 20.

Tabela 20: Resultados laboratoriais do caso clinico 10.
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Parametro Resultado Unidades Intervalo de
referéncia

Eritrocitos 5,07 x10¢/uL 3,900 - 5,200
Hemoglobina 10,8 g/L 12,1-15,1
Hematoécrito 34,8 % 36,1- 44,3
VGM 68,6 fL 80 - 95
HGM 21,3 Pg 27 - 33
CHGM 31,0 g/dL 32-36
RDW 15,5 % 1,8-15,6
Leucodcitos 8,270 x103/uL 4-10.5
Neutrofilos 58 (4,8) x103/uL (%) 40 - 74
Eosinodfilos 2 (0,2) x103/pL (%) 0-7
Basofilos I (0,1) x103/pL (%) 0-1,5
Monadcitos 7 (0,6) x103/uL (%) 34-9,0
Linfocitos 32 (2,6) x103/uL (%) 19 - 48
Velocidade de 30 Mm
sedimentacao <20
CRP 4,2 U/L <0,60
Woaaler-Rose Aglutinou 1/2
RA-teste Aglutinou 1/2
ANA Negativo

Através da analise dos resultados do eritrograma podemos concluir que pessoa tem uma
anemia microcitica, uma vez que ha um défice de hemoglobina, acompanhado de um baixo

valor de VGM.

A CRP encontra-se bastante elevada. Como é acompanhada de uma velocidade de
sedimentagao acima dos valores de referéncia, poderia colocar-se a hipotese de infecao. No

entao, a auséncia de leucocitose nao sugere essa hipotese.

Os testes de aglutinagao (Waaler-rose e RA-teste) evidenciam a presenga do fator

reumatoide, caracteristico da artrite reumatoide.

Os resultados obtidos sugerem um quadro de Artrite Reumatoide. No entanto, este
diagnostico teria de ser complementado com um exame clinico, bem como o doseamento

do fator reumatoide e do anti-CCP, marcadores especificos desta patologia.
5. Microbiologia

As amostras para analises microbiologicas tém de ser colhidas em recipientes estéreis e
enviadas o mais rapidamente possivel ao laboratério. Estas podem ser urina, fezes, exsudatos
(vaginais, uretrais, purulentos), zaragatoas superficiais ou outros liquidos bioldgicos.

Podemos ter analises bacterioldgicas, micologicas ou parasitologicas.
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Nas analises bacterioldgicas, mediante as amostras obtidas e as analises pedidas, sao
inoculados os meios necessarios. No Laboratério S. José sao realizadas uroculturas,
coproculturas e hemoculturas. Fazem-se ainda pesquisa de anaerobios e pesquisa de

Estreptococcus do grupo B.

Quando é pedida uma urocultura, a amostra utilizada € urina. Esta analise é dividida em
duas partes: um exame direto e um exame cultural. No exame direto, é observado ao
microscoépio o sedimento urinario. Nesta observagao, procuram-se células epiteliais,
leucocitos, eritrocitos, cilindros, fungos ou parasitas no sedimento da urina centrifugada. No
exame cultural, semeia-se a urina homogeneizada num meio BRILLIANCE UTI CLARITY
utilizando uma ansa descartavel de | pL. Quando indicado, podem ser inoculados outros
meios, nomeadamente COLUMBIA AGAR + SHEEP BLOOD 'PLUS'. Os meios inoculados
sdo incubados numa atmosfera de aerobiose 35/37°C durante 18-24h. Apds incubagio, é
feita a quantificagao do numero de colodnias. A interpretagao é feita com base no nimero de
colonias e nos resultados da analise do sedimento de acordo com a Tabela 21. Quando a
urocultura e positiva, € identificada a bactéria patogénica e realizado o teste de

suscetibilidade a antimicrobianos (TSA).

Numa coprocultura, é pesquisada a presenga de Salmonella spp, Shigella spp,, Yersinia,
Staphylococcus aureus e Campylobacter nas fezes. Para tal, sao inoculadas Geloses Hektoen,
CIN Yersinia, CCDA Campylobacter e Chapman. Quando a coprocultura é positiva €

necessario identificar a bactéria patogénica e realizar TSA.

Quando ¢ pedida uma hemocultura, a amostra é sangue obtido por pun¢ao venosa. O
sangue € armazenado num frasco de hemocultura e incubado a 35/37°C. Apds incubagio, é
feita uma anadlise macroscopica diaria do crescimento microbiano e é feita uma subcultura
em meio solido (geralmente gelose sangue) quando apresenta turvagao, hemolise, formagao
de gas, formagao de pelicula ou colonias visiveis na transicao entre o sedimento eritrocitario
e o meio de cultura. As colonias isoladas nas subculturas devem ser identificadas e deve ser
realizado o TSA.

Tabela 21: Interpretacdao das Uroculturas.(18)
UTI - Infecao do Trato Urinario.

WBC - Leucécitos
CFU - Unidades Formadoras de Coldnias

Descricao clinica Resultados laboratoriais

UTI aguda ndo complicada em >10 WBC/mm’
mulheres >10° cfu/mL
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>10 WBC/mm”

Pielonefrite aguda nao complicada 4
>10 cfu/mL

>10 WBC/mm’
UTI complicada >10" cfu/mL em homens

>| O5 cfu/mL em mulheres

>10 WBC/mm’

Bacteriuria assintomatica 5
>10 cfu/mL em duas culturas consecutivas (>24h)

UTI recorrente >| 03 cfu/mL

Quando é pedida a pesquisa de anaerébios, faz-se um exame direto e um exame
cultural. No exame direto, faz-se uma analise macroscépica e uma analise microscopica das
fezes. Na andlise macroscopica, procuram-se nas fezes sinais sugestivos de infecao por
bactérias anaerdbias como sangue, aspeto purulento, cheiro fétido e/ou tecidos necrosados.
Na analise microscopica, faz-se um esfregago com as fezes, fixa-se com metanol e procede-
se a uma coloragio de Gram. Esta andlise permite, entre outros parametros, analisar a
qualidade da amostra, avaliar o nimero e tipo de microrganismos e sugerir a necessidade de
utilizacao de meios adicionais. No exame cultural sao inoculadas uma Gelose Sangue e uma
Gelose Schaeddler bifasica (Factores V e X) que sao colocadas em jarro de Gaspak e
incubadas em estufa a 35/37°C durante 18-24h. As colénias isoladas devem ser identificadas

e deve ser realizado o TSA.

Para pesquisa de Estreptococos do grupo B é inoculado um meio GBS (meio seletivo e
diferencial para estreptococos do grupo B) e é colocada a zaragatoa em caldo BHI (brain-
heart infusion). Os meios sdo incubados a 37°C durante 18-24h. No dia seguinte é
reinoculada a zaragatoa no meio GBS, seguindo-se nova incubagdo a 37°C durante 18-24h. O
objetivo € isolar e identificar o agente patogénico. A confirmagao é feita por aglutinagao em

latex.

No Laboratoério S. José, a identificagao de uma bactéria envolve duas fases. Primeiro é
feita uma coloragao de Gram para verificar se € uma bactéria de Gram-negativa ou de Gram-
Positiva.(19) Mediante esta informagao, a bactéria é submetida a varias provas bioquimicas
que levam a sua identificagao (presenga de enzimas, capacidade de fermentar agucares,

adaptagao a meios com elevadas concentragoes de sal, entre outros).(19)

No Laboratorio S. José é utilizada a técnica de Kirby-Bauer para avaliar a suscetibilidade
aos antimicrobianos. Nesta técnica, faz-se uma suspensao bacteriana correspondente 0,5
McFarland (ou outra, se recomendado). Esta suspensao é inoculada numa Gelose Mueller-

Hinton utilizando uma zaragatoa. Os discos de antibiotico a aplicar sao escolhidos de acordo

53



com a bactéria isolada e o produto biolégico em andlise. O padrao de antimicrobianos para
cada bactéria/familia é estabelecido pelo DT. As placas sdo incubadas 18-24h a 37°C. Apos
incubagao, ¢ feita a avaliacio das resisténcias a cada antimicrobiano com base nos halos de
inibicao estabelecidos pelo European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

(EUCAST) por defeito, ou outro comité internacional (CLSI, CA-SFM) se inexistente.

Quando é pedida uma analise micolodgica, é efetuado uma anélise a fresco e com KOH ou
Azul de Lactofenol. De seguida é inoculado um meio Sabouraud inclinado. Este meio é

incubado 37°C por um periodo minimo de 7 dias, até se verificar o crescimento de fungos.

Quando ¢ pedida uma analise parasitologica é feito um exame direto e um exame apos
concentragao. O exame direto é feito através da observagao de um esfregaco de fezes ao
microscopio utilizando o Soluto de Lugol. O exame apds concentragao € feito pelo método
de Ritchie. Neste método, os quistos e trofozoitos dos parasitas sao sedimentados utilizando

éter e formol. O sedimento resultante é observado ao microscépio com Soluto de Lugol.
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6. Bioquimica

Todos os parametros Bioquimicos sao determinados no ARCHITECT. A amostra
utilizada para estas determinagoes &, preferencialmente, soro (2 exce¢ao da Hemoglobina
Glicada que é determinada a partir de sangue total obtido com EDTA). E ainda possivel
utilizar plasma obtido por heparina, apds confirmagao na bula do parametro. Na tabela 21

estao apresentados os diferentes parametros determinados nesta valéncia.

Tabela 22: Parametros Bioquimicos determinados no Laboratoério S. José.

Grupo Parametro

Alanina Aminotransferase (ALT), Aspartato Aminotransferase (AST), Gama-
Glutamil Transferase (GGT), Fosfatase Alcalina (AP), Creatina Cinase Total

Enzimas (CK), Creatina Cinase B (CK-MB), Lactato Desidrogenase (LDH), Alfa |-
antitripsina (AlAT), Amilase, Lipase.
IGes Cloreto, Sédio, Potassio, Calcio, Magnésio, Fosfato, Ferro, Bicarbonato.
Proteinas Albumina, Lipoproteina de baixa densidade (LDL), Lipoproteina de alta

Transportadoras | densidade (HDL), Transferrina, Ferritina, Ceruloplasmina, Haptoglobina.

Lactato, Amonia, Bilirrubina (Total e Direta), Triglicerideos, Colesterol, Acido

Metabolitos Urico, Creatinina, Proteinas Totais, Ureia.
Hemoglobina Glicada (HbAlc), Glicose, Vitamina B12, Folato, Proteinas do
Outros Complemento (C3, C4), Apolipoproteinas, Fator Reumatoide, Mioglobina,
Marcadores Troponina de alta sensibilidade, Proteina C Reactiva (CRP), Beta-2-
Bioquimicos microglobulina, Vitamina D, Homocisteina, Péptido Natriurético tipo B (BNP),

Imunoglobulinas.

Estes ensaios baseiam-se em métodos espetrofotométricos e imunoturbidimétricos. Os
ioes sao determinados através da condutividade. Os métodos espetrofotométricos baseiam-
se na absorgao de radiagdo por parte do composto a analisar. Na imunoturbidimetria,
promove-se a ligagdo de um anticorpo ao composto a quantificar, formando-se um
imunocomplexo insoluvel. A diminuicdo do feixe de luz que atravessa a solugao é
inversamente proporcional a quantidade do imunocomplexo, e, consequentemente, a
quantidade do parametro em analise. Por fim, a determinagao dos ides baseia-se na
capacidade dos ides conduzirem corrente elétrica, onde a corrente do soro é proporcional a

sua concentragao.

Além das determinagdoes automaticas, o Laboratério S. José possibilita uma analise
detalhada das proteinas totais séricas através de uma eletroforese das proteinas do soro.

Para esta analise utiliza-se exclusivamente soro e o equipamento SEBYA HYDRASIS. Esta
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analise permite a separagao das varias fragoes proteicas do soro. A Figura 9 representa um
esquema de uma eletroforese de proteinas normal. Num proteinograma normal, estao
presentes cinco fragoes: albumina, alfa-l, alfa-2, beta e gama, cuja constituigao esta

esquematizada na Figura 9.

Fracgdo a,:

o, -microglobulina
o, -antitripsina

o, —glicoproteina dc.

Fracgilo a,: Fracgio f: Fraccio 1
a,-macroglobulina  Transferrina IgG, IgA, IgM, IgD, IgE
Ceruloplasmina p-lipoproteina Paraproteinas
Haptoglobina pB,-microglobulina  (crioglobulinas)
a—fetoproteina Complemento C3

Proteina C-reactiva

Albumina o, o, B Y

Figura 9: Proteinograma Eletroforético Normal.
Fonte: https://www.estudaetal.com/thebox/theboxficheiros/36 | 0afbafbb971534ad3b069al2d 1 fbbd 197
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7. Endocrinologia

O doseamento de hormonas € essencial ao diagnostico das patologias enddcrinas. No
Laboratério S. José, o doseamento de hormonas ¢é feito através de aparelhos automaticos ou
por técnicas manuais (Radioimunoensaio — RIA). Na Tabela 22 estao apresentadas as
hormonas determinadas no Laboratério S. José e a técnica utilizada nas suas determinagoes.
Este tipo de determinagoes ¢é feita preferencialmente em soro, podendo, em alguns ensaios,

ser feita a partir de plasma obtido com heparina.

Tabela 23: Hormonas doseadas no Laboratoério S. José.

Grupo Hormonas Técnica

Testosterona livre, |7-Hidroxiprogesterona, Delta-4- | Radioimunoensaio
Androstenediona. (RIA)

Sexuais e Testosterona total, Dehidroepiandrostenediona Sulfato
metabolitos | (DHEA-S), Estradiol, Gonadotrofina Coriénica Humana
(hCG), Progesterona, Globulina Transportadora de
Hormonas Sexuais (SHBG).

Quimioluminescéncia

Hormona Adrenocorticotrépica (ACTH). Radioimunoensaio
(RIA)

Hipofise Hormona  Foliculo-Estimulante ~ (FSH), = Hormona
Luteinizante (LH), Prolactina, Hormona estimuladora da | Quimioluminescéncia
Tiroide (THS).

Rim Renina Radioimunoensaio

Glandulas | Aldosterona (RIA)

Adrenais Cortisol

Pancreas | Insulina e Peptideo C

Tiroxina (T4) Livre, T4 Total, Triiodotironina (T3) Livre e | Quimioluminescéncia
T3 Total.

Tiroide

Paratiroide | Hormona Paratiroideia (PTH)

No Radioimunoensaio (RIA) podemos ter dois tipos de ensaios: por competicao
antigénio-antigénio ou por sandwich. Nos ensaios por competigao, a molécula a quantificar e
uma molécula analoga a molécula a analisar marcada com lodo 125 competem pela ligacao
aos anticorpos imobilizados na parede dos tubos: a quantidade de molécula marcada ligada é
inversamente proporcional a presente na amostra. Nos ensaios por sandwich utilizam-se
tubos revestidos com anticorpos para a molécula a dosear. Adiciona-se a amostra e a
molécula liga-se ao anticorpo. Segue-se um processo de lavagem, no qual é removida a
amostra que nao ligou ao anticorpo. Adiciona-se um anticorpo marcado com lodo 125, que
se liga as moléculas presentes na amostra que se encontram ligadas ao anticorpo do tubo.

Segue-se um processo de lavagem para remover o anticorpo marcado nao ligado. Nos dois
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tipos de ensaios, a quantificagao é feita por através da leitura das contagens por minuto
(cpm) do lodo 125 obtidas com uma camara gama (DPC GAMMA BHERTOLD). A
correspondéncia entre os cpm do lodo 125 e a concentragao da molécula a quantificar é
conseguida através do estabelecimento de uma curva de calibragao, aquando da abertura do
kit. Devido ao decaimento do lodo 125, e consequente perda de cpm, em cada ensaio sao
feitos os dois calibradores dos extremos para ajustar a curva aquele ensaio. Além destes
calibradores, é utilizado um controlo que pode ser o do kit ou um controlo externo,

previamente quantificado.

As determinagoes por quimioluminescéncia sao feitas nos ARCHITECT i2000 e i1000. O

método ja foi explicado anteriormente, na secgao 4.2.1.1.
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8. Conclusao

O Mestrado em Analises Clinicas fornece uma importante componente tedrica
relacionada com a fisiologia do organismo e com as suas patologias. No entanto, é uma
formagao maioritariamente tedrica, tendo uma componente pratica muito reduzida. O
estagio curricular do segundo ano tinha como objetivo solucionar essa caréncia e permitir a

sistematizagao dos conhecimentos teoricos previamente adquiridos.

Considero que este estagio foi muito enriquecedor, quer a nivel profissional quer a nivel
pessoal. A nivel profissional, ajudou-me a desenvolver capacidades de organizagao,
coordenacao de varias atividades em simultaneo, concentracio e destreza laboratorial. A
nivel pessoal, permitiu-me aprimorar competéncias fundamentais, como a pontualidade, as

relagoes interpessoais e o trabalho em grupo.

Apesar do Laboratério S. José nao ser setorizado, nao considero que isso seja um aspeto
negativo. Desta forma, todos os técnicos tém contacto com todas as valéncias diariamente,

enriquecendo a sua formagao a cada dia.

Foi bastante evidente que a automagao domina o ramo das analises clinicas. No entanto, e
contrariamente a percecao que tinha antes da realizagio deste estagio, o técnico
desempenha um papel fundamental. O espirito critico, quer do técnico, quer do especialista
em andlises clinicas, que valida os resultados, € muito importante para impedir que

resultados incorretos sejam transmitidos ao médico ou ao doente.

Por mais automatizado que seja o sistema, nunca pode ser esquecido que por tras
daquele niumero esta uma pessoa, e que a vida desta pode ser condicionada pelo resultado
que sai do laboratério. Desta forma, é importantissimo ter a certeza que o resultado dado

esta de acordo com a realidade.

Finalizada esta fase, nao sei o que o futuro me reserva. Se o meu percurso passara pelas
analises clinicas, o tempo dira. Mas, sem duvida, que a passagem pelo Laboratério S. José foi

muito marcante para mim, quer a nivel profissional, quer a nivel pessoal.
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