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Resumo

A Citogenética e as Andlises Clinicas sao dois ramos da biologia que proporcionam as
ferramentas mais avancadas para o diagndstico e acompanhamento de diversas patologias
associadas a alteragoes cromossémicas e a hereditariedade das mesmas. O trabalho pratico
tem por objetivo o apoio a tomada de decisoes clinicas que sao sustentadas pelos resultados

laboratoriais obtidos por estas técnicas e ferramentas.

Este relatorio surge no ambito do 2° ano do Mestrado em Analises Clinicas da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra. O estagio teve lugar em dois locais
distintos, no Laboratério de Analises Clinicas da Universidade de Coimbra, durante o periodo
de janeiro a junho, e, durante um més, entre fevereiro e margo no Laboratério de Citogenética
e Gendmica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra. Este relatorio de estagio
aborda as diferentes experiéncias nos dois laboratérios, como ¢ efetuado todo o processo
desde a recegao de amostras até a obtencao dos resultados, e alguns casos clinicos, focando
com mais detalhe as duas valéncias por mim selecionadas, nomeadamente a Citogenética e a

Imunologia.

Palavras-chave: Citogenética, Cromossomas, Analises Clinicas, Diagndstico, Imunologia.



Abstract

Cytogenetics and Clinical Analysis are two Biology branches that provide the most
advanced tools for the diagnosis and monitoring of various pathologies associated with
chromosomal alterations, and how these pathologies are inherited. This written work aims to
reinforce clinical decision-making as evidenced by laboratory results utilizing these advanced

techniques and tools.

This report is required coursework for the 2nd year of the Master’s Degree in Clinical
Analysis at the Faculty of Pharmacy of the University of Coimbra. The curricular internship
took place in two different locations: the |) Clinical Analysis Laboratory of the University of
Coimbra, from January to June 2023, and the 2) Cytogenetics and Genomics Laboratory of
the Faculty of Medicine of the University of Coimbra, for one month between February and
March 2023. This internship report addresses my experience in these two laboratories, how
their processes are carried out - from receiving samples to generating the results, - and some
clinical cases specifically focused on two skills that | have selected, Cytogenetics and

Immunology.

Keywords: Cytogenetics, Chromosomes, Clinical Analysis, Diagnostics, Inmunology.



Relatério de Estagio de Citogenética

I. Introducao

O campo da citogenética humana tem tido uma evolucao constante desde a descoberta
do nimero correto de cromossomas nos humanos (46) em 1956. Desde entao, o nosso
conhecimento acerca da importincia das anomalias cromossémicas para saude e doengas

humanas cresceu quase exponencialmente nos ultimos 60 anos .

Segundo o Instituto Nacional de Pesquisa do Genoma Humano, citogenética € um ramo
da biologia focado no estudo dos cromossomas. Os cromossomas sao estruturas
microscoépicas de cadeias DNA (acido desoxirribonucleico) e proteinas que contém a maior
parte da informagao genética e que residem no nucleo de uma célula. Durante a divisao celular,

essas estruturas tornam-se condensadas (metafase) e sdo visiveis ao microscépio .

Sao usadas técnicas especiais de coloragao para avaliar o nimero e a estrutura dos
cromossomas de uma pessoa, sendo que estes podem estar alterados em certas condigoes
genéticas. O estudo pode ser feito em tecidos como o sangue e a medula dssea através da
cultura de células em laboratorio. A citogenética pode ser usada para ajudar a diagnosticar,

planear um tratamento ou avaliar a eficdcia de um tratamento *.

Este estagio decorreu no Laboratoério de Citogenética e Genomica da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra (LCG-FMUC), onde tive a oportunidade de acompanhar
todo o processo de estudo citogenético em diagndstico pré-natal, desde a chegada das

amostras até ao envio do relatorio final.

O LCG-FMUC efetua regularmente Controlos de Qualidade para os parametros de
diagnostico efetuados, participando anualmente em diferentes programas de controlo externo
de qualidade do Genomics Quality Assessment, obtendo avaliagoes de grau de excelente, estando

adicionalmente certificado pela norma ISO 9001:2015.

O diagnostico pré-natal é um campo da genética clinica e ginecologia que exemplifica

a integragdo entre a medicina tedrica e clinica °.

O diagnostico pré-natal invasivo € mais comumente efetuado para avaliar os

cromossomas embrionérios/fetais °.
As razoes comuns para efetuar um diagnéstico pré-natal sao:

e A idade materna: a probabilidade de anomalias cromossémicas aumenta com a idade

materna, particularmente >35 anos 4,
15



e Ap6s um resultado anormal de um teste nao-invasivo (NIPT) *

e Apds uma descoberta num ultrassom que demonstra a possibilidade de uma anomalia
cromossomica ¥

e Na presenca de uma translocagio, inversio ou insercio ja conhecida de um dos pais *

e Resultados anormais dos testes bioquimicos 4.

e Abortos de repeticio %

e Multiplas anomalias no feto *

e Uma anormalidade cromossémica num filho do casal 3;

e Histérico familiar *.

Como a analise cromossomica requer material celular, a forma de colheita deste vai

depender da gestacio, da indicagao clinica e do risco que a intervengao acarreta °.

2. Citogenética

Os testes citogenéticos sao a analise dos cromossomas para determinar anomalias
cromossomicas tais como aneuploidias e anomalias estruturais. Uma célula humana normal
contém 23 pares de cromossomas que incluem 22 pares de autossomas e um par de
cromossomas sexuais (XX ou XY). Aneuploidia envolve ter um cromossoma ou varios a mais,
ou ter cromossomas a menos. Alguns exemplos das aneuploidias mais comuns sao o Sindrome
de Down (trissomia 2I), Sindrome de Edwards (trissomia 18) e Sindrome de Turner

(monossomia do X) *.
Alguns exemplos de anomalias estruturais sao:

e Duplicagao: Parte de um cromossoma esta repetida;

o Delegao: Parte de um cromossoma esta em falta;

e Translocagao: Material entre dois cromossomas diferentes é trocada (esta troca pode
ser equilibrada ou desequilibrada);

e |nversao: Parte do cromossoma esta invertida dentro do cromossoma;

e Insercio: Adicio de material de outro cromossoma ou do mesmo cromossoma®.

Testes citogenéticos podem ser usados em diversas situagoes. Podem ser usados em
casos pré-natais, apos testes bioquimicos ou ecografias com alteragdes como por exemplo
anomalias do sistema nervoso central ou aumento da translucéncia da nuca °. A citogenética
também ¢é utilizada em casais com abortos de repeticao ou em casais que tenham na sua

descendéncia alteragcdes cromossomicas ja conhecidas *.



A maioria das anomalias cromossémicas causam morte pré-natal ou nao sao
compativeis com a vida. E estimado que aproximadamente 15% das gestagoes terminem em
aborto. Destes 15%, as anomalias cromossémicas sao 50-60% dos casos, particularmente

aquelas que ocorrem no primeiro trimestre °.

3. Amostras

As amostras para obtengao do caridtipo sao diversas, mas as amostras que foram
acompanhadas no decorrer deste estagio foram nomeadamente biopsias das vilosidades

coriodnicas/trofoblastos e amniocentese/ liquido amniético .

A amniocentese para obteng¢io do liquido amniético é praticada desde a década de
1930. Foi utilizada no inicio da década de 1950 na avaliagao pré-natal da sensibilizagao ao Rh.
A precisao da amniocentese para a detegao de anomalias cromossomicas reconhecidas é
superior a 99%, realizando-se esta entre a |15 e a 24° semanas de gestagao, sendo que a cultura
do liquido amniotico é também 6tima neste espago temporal dado que as células crescem
rapidamente ®. Cerca de 15 mL de liquido amnidtico sio aspirados. Para analise dos
cromossomas € necessario fazer cultura celular, que necessita de crescer durante | a 2
semanas *. Posteriormente sio analisados os cromossomas em metafase, tanto humericamente

como estruturalmente 3.

A bidpsia das vilosidades corionicas (CVS) é tipicamente efetuada entre a |1 e a 12°
semanas de gestacao. Nao deve ser efetuada antes da | |* semana dado o facto de aumentar
o risco de malformagoes nos membros, possivelmente associados a trauma placentario e
obstrucio vascular numa fase critica do desenvolvimento®. Sio estudadas células do

trofoblasto ou culturas de células mesenquimais *.

Figura | - Amostra de vilosidade coriénicas. Imagem obtida no LCG-FMUC.



4. Procedimento de Cultura Celular para Realizar um Diagnéstico
Citogenético

O procedimento de cultura celular com o objetivo de realizar um diagnéstico
citogenético varia consoante o tipo de amostra, mas de um modo geral inicia-se com a colheita
e identificagdo das amostras, procede-se a cultura, manipulagao celular, bandagem e anilise

microscépica ’.

4.1 Culturas Celulares

Para se fazer um estudo citogenético é necessario ter células em divisao ativa. As
culturas devem ser realizadas em condigoes de assepsia, evitando a contaminagao da amostra,
sendo que as amostras sao transferidas para T-flasks com meio de cultura °. O meio de cultura
(Gibco® AmnioMAXTM C- 100 Complete Medium) consiste numa solugio que contém soro
fetal de bovino, gentamicina e L-glutamina para maximizar a fixacdo e o crescimento celular.

Contém também um sistema de tampio que proporciona estabilidade do pH '°.

Cada amostra deve ser cultivada em pelo menos duas linhas celulares (A e B), com
dois meios de cultura distintos, manipuladas por dois técnicos, em camaras de fluxo laminar
diferentes e mantidas em estufas diferentes. No LCG-FMUC, para uma das linhas usam Gibco®
AmnioMAXTM C- 100 Complete Medium (meio completo) e na outra linha usam Ham's F-
|0 Nutrient Mix, que contém aminoacidos, glucose, sais, vitaminas e nutrientes. Para se tornar
um meio completo, tem de se acrescentar L-glutamina, antibidticos e soro fetal de bovino. As

duas linhas s3ao muito importantes para descartar situagoes de fenomenos de cultura que

possam surgir numa das linhas ''.

4.1.1 Manutencéo das culturas celulares

As culturas devem ser mantidas em sistema aberto, isto &, os T-flasks nao ficam
completamente rolhados, permitindo haver trocas gasosas dentro da incubadora. As
incubadoras tém temperaturas controladas (37°C) para o crescimento celular, humidade
constante que previne a evaporagao do meio, O, para a respiragao e CO, para a manutengao

do pH no meio de cultura .



As culturas de liquido amnidtico e de vilosidades corionicas, demoram entre uma a
duas semanas a crescer. O crescimento tem de ser monitorizado periodicamente através do
microscopio de contraste de fase, até que as culturas estejam confluentes, com células em
divisio que apresentam um aspeto redondo e mais brilhante, indicando que a cultura esta
pronta a manipular. A confluéncia desejada para manipular é de 60-70%. Durante o periodo
de crescimento, o meio pode ficar deficiente em nutrientes, situagdo que conseguimos
observar dado que o meio é avermelhado e passa a amarelo com a acidificagao (tem indicador

de pH). Nestas situagdes deve-se renovar o meio '

Figura 2 - Observagdo da confluéncia das células. Imagem obtida no LCG-FMUC.

4.2 Manipulacao Celular

Quando se observa no microscopio invertido de contraste de fase T-flasks com 60-

70% de confluéncia e células em divisio, inicia-se o processo de manipulagao '

O bloqueio do ciclo celular de células em divisao é essencial para a identificagao e
analise dos cromossomas. Assim, a manipulagao celular consiste na paragem das células em
metafase, tratamento hipotdnico, fixacao e espalhamento em lamina para posterior bandagem

e analise microscépica °.

A Unica forma de obter um nimero suficiente de metafases de alta qualidade é ter
muitas células em divisao ativa. Durante a metafase da mitose, os cromossomas atingem o seu

nivel maximo de condensacio tornando-se identificaveis ao microscépio '
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Figura 3 - Representagdo esquemdtica do processo de manipulagdo celular °. Imagem adaptada e ilustragdo criada no site
BioRender.
Inicia-se entao a manipulagao, adicionando colcemida que é um inibidor mitético
utilizado no processo de cultura celular, impede a formagao do fuso acromatico, nao ha a
separagao dos cromatideos irmaos em anafase e consequentemente o ciclo celular é

interrompido em metafase *".

O tratamento prolongado com colcemida aumenta o indice mitotico, mas o tratamento
prolongado leva a uma maior fragao de células com os cromossomas encurtados, ficando mais

12

condensados '°. Apods esta incubagao, observamos os T-flasks ao microscopio para garantir

que temos células suficientes a dividir .

Posteriormente é efetuado o processo de tripsinizagao. A tripsina é usada para
remover as células aderentes da superficie da placa de cultura '*. E feita uma suspensio das
células que vai ser transferida para falcons devidamente identificados '', sendo depois efetuado
o tratamento hipotonico. A solugao hipotonica, cloreto de potassio (KCl), faz com que a agua
entre nas células por osmose, turgindo as membranas celulares e separando os cromossomas,
tornando-os mais ficeis de visualizar ®. O objetivo nio é que as células rebentem durante o
choque hipotonico, mas que turjam o suficiente para apenas rebentarem aquando do

', Esta é uma etapa importante para o correto espalhamento dos

espalhamento na lamina
cromossomas, pois permite uma menor sobreposicao, melhor visualizagao e anadlise dos

cromossomas. O tempo de exposigao a solugao hipotonica € uma etapa critica dado que, um
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tempo de exposi¢ao elevado, vai levar a lise e um baixo tempo de exposi¢ao nao leva ao

turgimento das células, originando um espalhamento de ma qualidade °.

O fixador é uma mistura de metanol absoluto e de acido acético glacial. Este é
adicionado as células com solugao hipoténica, parando a agao da solugao e fixando as células

targidas .

O dltimo passo da manipulagao é assim designado de espalhamento. Uma boa anilise
cromossomica tem por base um bom espalhamento, com boa quantidade de metafases, bem
espalhadas pela Iimina, com poucos cromossomas sobrepostos e as células sem citoplasma .
Para tal, sdo colocadas duas gotas de 10 L cada numa Iimina, bem separadas entre si °. As
variaveis que influenciam o espalhamento sao essencialmente a temperatura e a humidade dai

A . 15
o espalhamento ser efetuado numa camara com temperatura e humidade controladas .

Outras variaveis que influenciam o espalhamento sio: o uso de laminas molhadas em

vez de ldminas secas, a duragio do tratamento hipoténico, o fluxo de ar, entre outras .

Figura 4 - Exemplo de cdmara de espalhamento e temperatura controladas (Thermotron)'6
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Espalhamento em ldmina molhada

It -

Figura 5 - Espalhamento em Idmina molhada. llustragdo criada no site BioRender.

Posteriormente, as laminas sao observadas num microscépio de contraste de fase para

se avaliar a qualidade do espalhamento "

. O objetivo é ter uma quantidade suficiente de
metafases, bem espalhadas na lamina, com pouca sobreposicao de cromossomas e sem

citoplasma ''.

Figura 6 - Observagdo da qualidade do espalhamento. Imagem obtida no LCG-FMUC.

ApOs a confirmagao de um bom espalhamento, as laminas sao envelhecidas numa estufa
a temperaturas elevadas para desidratar os cromossomas, favorecendo a bandagem

cromossémica '*.

4.3 Bandagem

A bandagem cromossémica € uma técnica essencial usada na obtengao de um cariotipo
permitindo estudar os cromossomas. As bandagens Giemsa (G), Reversa (R) e Centromero
(C) sao as técnicas de bandagem cromossomica mais comuns. A bandagem G envolve a
coloragao de cromossomas tratados com tripsina, a bandagem R envolve a desnaturagao em
acido salicilico quente seguida de coloragao com Giemsa. A bandagem C é especificamente
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usada para identificar heterocromatina, desnaturando os cromossomas numa solugao alcalina
saturada fazendo posterior coloragao com Giemsa. Diferentes técnicas de bandagem podem

ser escolhidas para a identificagdo de cromossomas .

4.3.1 Bandagem GTL (Bandas G, usando Tripsina e corante GiemsalLeishman)

A bandagem GTL é a mais utilizada dado ser a mais simples e as ldminas manterem-se

conformes durante longos periodos .

E utilizada uma enzima proteolitica denominada de tripsina, que digere os
cromossomas e desnatura as proteinas, permitindo a distingdo das diferentes bandas
cromossomicas através da coloragao com corante de Leishman. Obtém-se um padrao
alternado de bandas claras e escuras ao longo do cromossoma e sao essas bandas que
permitem a sua diferenciagao e identificagao. Tendencialmente, as bandas claras contém DNA
rico em guanina-citosina correspondendo a regioes ricas em genes enquanto as bandas escuras
contém DNA rico em adenina-timina, correspondendo a regides de heterocromatina. A
tripsina € um passo limitante nesta coloragio dado que demasiado tempo de exposicao a
tripsina forma um padrao de bandas demasiado translicido e pouco tempo de exposigao

origina bandas demasiado escuras e indistinguiveis °.

ApOs a exposicao a tripsina, as laminas sao lavadas em solugao salina e tampao GURR,

sao depois coradas sendo novamente lavadas com uma solugao tampao GURR e agua destilada

Eh
.

Figura 7 - Cromossomas corados com bandagem GTL. Imagem obtida no LCG-FMUC.

9

4.4 Analise microscopica

Apods a bandagem, as laminas sao analisadas num microscopio de campo claro,
conseguindo-se desta forma detetar anomalias numéricas e/ou estruturais. Para tal, as [aminas

sao analisadas, campo a campo, encontrando as metafases. Apos o seu encontro, a metafase
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tem de ser estudada para ver se estda completa, se ha cromossomas sobrepostos e se os
cromossomas estao com boa qualidade. Todo este processo é efetuado na objetiva de imersao
(100x). Posteriormente € captada uma imagem da metafase e os cromossomas sao organizados

em cariogramas e analisados ".

O laboratorio tem protocolos para os critérios de analise. Células incompletas nao
devem ser incluidas na analise. A andlise das metafases envolve a comparagao de cada conjunto
de cromossomas homologos, incluindo os cromossomas X e Y, banda a banda. Se um dos
pares de homdlogos estiver sobreposto com outro cromossoma, o par deve ser observado
noutra metafase para garantir que nao ha rearranjos estruturais. Assim, mais células devem
ser contadas e analisadas para completar o estudo. A analise deve ser realizada por um técnico
treinado. Existe um niumero minimo de metafases que devem ser analisadas dependendo do
tipo de tecido. Em geral, devem ser analisadas duas metafases, no minimo, para analise
constitucional, sendo que na pratica sao analisadas e contadas mais metafases para evitar
quaisquer sobreposigoes (cerca de 20). Deve ser efetuada uma segunda andlise independente

por um analista '®'°.

Figura 8 - Imagem dos cromossomas observados ao microscopio. Imagem obtida no LCG-FMUC.

5. Cariotipos

Cariotipagem é o método escolhido para detetar anomalias estruturais e numéricas.
Delegoes, duplicagoes, translocagoes equilibradas ou desequilibradas, inser¢oes e inversoes
sao exemplos de anomalias estruturais. As anomalias mais comuns incluem trissomias dos

cromossomas 13, 16, 18 ou 21, e monossomias, triploidia ou tetraploidia do cromossoma X.

Na cariotipagem os autossomas sao divididos pelo seu tamanho, posicao do

centrémero e padrio de bandas ".
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6. Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética Humana
(ISCN)

Uma nomenclatura standard é critica para a descrigio precisa e consistente das
alteragoes genomicas identificadas no cariotipo. O ISCN é a referéncia central para a descrigao
dos resultados do cariétipo, e fornece regras para descrever achados citogenéticos em

relatérios laboratoriais .

7. Relatorios Laboratoriais

Sao documentos para o médico responsavel e devem ser claros, precisos e conter

todas as informagdes relevantes para uma boa interpretagio dos achados citogenéticos .

7.1 Tempo até obter o relatorio

O tempo que o laboratério demora a langar um relatério deve ser o mais curto
possivel. Devem ter também em consideragao a razao pelo qual estao a fazer este estudo e o
nivel de urgéncia. O tempo recomendado para o langamento do relatorio depende do tipo de
amostras sendo que, liquidos amniéticos e culturas de longo prazo de CVS demoram no

maximo |7 dias e culturas de curto prazo de CVS 7 dias .

8. Componente Pratica

Este estagio no Laboratério de Citogenética e Gendmica da FMUC permitiu a aquisigao
de diversos conhecimentos e competéncias praticas dentro da area de citogenética pré-natal.
Inicialmente foi disponibilizado material de estudo para a integragao de conhecimentos
tedricos fundamentais para toda a pratica clinica. De seguida foram igualmente disponibilizados
diversos cariotipos originarios de fotografias retiradas de imagens ao microscopio para que
fosse mais facil a familiarizagao aos diversos cromossomas e a capacidade de os distinguir.
Posteriormente, passou-se a componente pratica, onde houve a oportunidade de observar,
todo o processo desde a chegada das amostras até a obtencao do cariétipo. No fim do estagio
foram cedidos dois casos clinicos para fazer o estudo destes e os apresentar, os quais se

encontram no final deste relatorio.
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9. Conclusao

O estagio curricular realizado no Laboratério de Citogenética e Gendmica da
Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, durante um meés, foi sem ddvida uma
mais-valia que permitiu ganhar novas competéncias profissionais. Foi uma oportunidade

excecional poder acompanhar e participar na rotina diaria do laboratorio.

Durante o estagio, houve a oportunidade de realizar autonomamente a avaliagao da
confluéncia das culturas celulares, o espalhamento, a bandagem GTL, a analise microscopica,
a captacao e edigao de metafases no software, a montagem de cariogramas e a descrigao dos

respetivos cariétipos utilizando a nomenclatura ISCN.

Houve também a possibilidade de acompanhar a cultura e manipulagao de amostras de

vilosidade coriodnicas e liquidos amnioticos.

A aprendizagem incluiu o conceito de diagnostico pré-natal, uma area de enorme
sensibilidade, onde existe um grande rigor e competéncia por parte de todos os colaboradores
do laboratério, dado que os resultados acarretam muitas vezes decisoes definitivas e de

extrema dificuldade para os pais.

O diagnostico pré-natal oferece a oportunidade de gerir doengas congénitas,
facultando aos pais a oportunidade de terem aconselhamento acerca das expectativas de uma
dada doenga congénita, sendo revistos os riscos fetais e maternos, podendo ou nao tomar a
decisao de dar seguimento a gravidez. As assisténcias adequadas para uma crianga com uma
doenga congénita incluem triagem para defeitos cardiacos, avaliagoes auditivas e visuais e
educagao especializada, que podem nao ser oferecidas adequadamente sem um diagnostico

oportuno .

As colaboragoes entre instituigoes resultam sempre em melhores oportunidades de

partilha de conhecimentos sendo sem duvida enriquecedor a participagao num estagio no

LCG-FMUC.
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10. Casos Clinicos

Caso Clinicol

Senhora de 39 anos, gravida de 16 semanas, dirige-se ao hospital para fazer uma
ecografia. Na ecografia é detetada translucéncia da nuca elevada (no primeiro trimestre de
gestacao, ha uma acumulagao subcutinea de liquido no pescogo do feto, que ¢é visualizada na
ecografia como uma translucéncia da nuca®') e cardiopatia. E feita uma amniocentese para

colheita do liquido amniotico e é solicitado um estudo citogenético.

Figura 9 - Cariétipo Caso Clinico |.

O cariotipo representado na Figura 9 é ISCN (2020): 46,XX,der(14;21)(q10;q10),+21

Indica entao que se tem um feto do sexo feminino, com 46 cromossomas, apresenta
uma translocacao robertsoniana entre os cromossomas |4 e o 2I, apresentando uma

trissomia 21 (Sindrome de Down).

Translocagoes robertsonianas sao um tipo muito comum de rearranjos dos

cromossomas, que envolvem os cromossomas acrocéntricos 2

A nivel da recorréncia, cerca de 4 das Sindromes de Down por translocagoes
robertsonianas sao familiares e %4 sao de novo. Nas situagoes familiares, um dos pais (quase
sempre a mae) tem uma translocacao equilibrada que foi transmitida ao feto de forma
desequilibrada. Nas translocagoes de novo, ambos os pais tém cromossomas normais. Estas

situacoes sio raras e, na maioria das familias, nio se observam recorréncias
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Os progenitores devem ser encaminhados para uma consulta de genética médica, onde
toda a informacao lhes deve ser transmitida com linguagem acessivel de forma que consigam

tomar uma decisao informada.

Deve ser ainda feito um estudo do caridtipo dos pais para perceber se é uma
translocagao robertsoniana de novo ou familiar. Se for familiar deve-se proceder ao estudo dos
familiares que estejam interessados. Os portadores geneticamente equilibrados destas
translocagoes tém uma maior incidéncia de infertilidade, bem como um risco aumentado de

desequilibrios genéticos na sua descendéncia *.

Caso Clinico 2

Senhora de 45 anos, gravida de 13 semanas, dirige-se ao hospital para fazer uma
ecografia. O médico deteta atraso de crescimento intrauterino, agenesia do corpo caloso,
mielomeningocelo, quistos plexos coroides, pés botos, hérnia diafragmatica e onfalocelo. E

feita uma bidpsia das vilosidades coridnicas e é solicitado um estudo citogenético.

Notas:
Agenesia do corpo caloso — E uma doenga em que o tecido que liga os lados esquerdo e direito do

cérebro esta parcial ou totalmente ausente. E causada por uma perturbagao da migragao das células cerebrais

durante o desenvolvimento fetal. (25)

Mielomeningocelo — E o tipo mais grave de espinha bifida. Nesta condigdo, hi um saco de fluido nas

costas do bebé. Parte da medula espinhal e dos nervos encontram-se nesse saco e ficam danificados. Causa
deficiéncias moderadas a graves, tais como problemas que afetam a forma como a pessoa vai a casa de banho,

perda de sensibilidade nas pernas ou pés e incapacidade de mover as pernas. (26)

Quistos plexos coroides — O plexo coroide é a parte do cérebro que produz liquido cefalorraquidiano.

Em cerca de [-2% dos bebés, uma pequena bolha de liquido é comprimida a medida que o plexo coroide se

forma, aparecendo como um quisto no interior do plexo coroide no momento da ecografia. (27)

Pés botos — Descreve uma série de anomalias do pé, geralmente congénitas, em que o pé do bebé esta

torcido e fora de forma ou posicao. Os tendoes sao mais curtos que o habitual. (29)

Hérnia diafragmatica — E um defeito de nascenca em que existe um orificio no diafragma. Os 6rgios do

abdomen como os intestinos, o estomago e o figado, podem deslocar-se através do orificio no diafragma e
sobem para o peito. Quando um orgao atravessa o orificio, denomina-se hérnia. Esta pode impedir que os

pulmoes do bebé se desenvolvam completamente, causando dificuldades respiratérias a nascenga. (30)

Onfalocelo — E um defeito de nascenca da parede abdominal. Os intestinos, o figado ou outros érgios
do bebé ficam fora da barriga através do umbigo. Os o6rgiaos estio cobertos por um saco fino, quase

transparente, que quase nunca se abre ou rompe. (28)
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Figura 10 - Caridtipo Caso Clinico 2.

O cariotipo representado na figura 10 é ISCN (2020): 47,XX,+18

Indica que se tem um feto, do sexo feminino, que contém um cromossoma a mais, o

cromossoma |8, apresentando uma trissomia 18, também denominada Sindrome de Edwards.

A nivel da recorréncia, a trissomia 18 ocorre por um fenémeno de nao disjungao na
gametogénese, nao sendo comum haver mais filhos com a mesma doenga. Tem de se ter em
consideragao que a mae tem 45 anos, idade materna avangada, e € um dos fatores que

exponenciam o aparecimento deste tipo de aneuploidias **.

Os progenitores devem ser encaminhados para uma consulta de genética médica, onde
toda a informacao lhes deve ser transmitida com linguagem acessivel de forma que consigam

tomar uma decisao informada.

A trissomia |8 esta associada a elevadas taxas de mortalidade, estimadas em 75-95%
no primeiro ano de vida, bem como a uma morbilidade significativa nos sobreviventes. A baixa
sobrevivéncia deve-se a elevada prevaléncia de anomalias congénitas graves nos bebés com
este diagnostico, estando também associada a abortos espontineos e a interrupgoes da

gravidez apés o diagnostico pré-natal 2.
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Relatério de Estagio no LACUC

|I. Introducao

O Mestrado em Andlises Clinicas tem por base fornecer conhecimento na area do
diagnéstico laboratorial feito com base em duas componentes, a componente teodrica
conseguida através de varias unidades curriculares e a componente pratica com um estagio

curricular.

O estagio teve lugar no Laboratorio de Analises Clinicas da Universidade de Coimbra

(LACUC) sob a orientagao da Professora Doutora Ana Miguel Matos.

Sendo um laboratério pequeno, o estagiario tem a possibilidade de acompanhar todas
as amostras e todos os processos, desde a colheita até a obtengao dos resultados. Inicia-se o
estagio pela familiarizagao com o programa onde ¢é lida a prescrigao e onde todos os resultados
vao confluir. De seguida é feito o acompanhamento das colheitas e posteriormente ¢é feito o
acompanhamento das determinagdes analiticas e a inser¢ao dos resultados no sistema
informatico. E dada a liberdade ao estagiario para se tornar independente no trabalho sempre

com um elevado sentido de responsabilidade associado.

Neste relatorio sao abordadas as diversas analises efetuadas no LACUC, desde os

aparelhos as técnicas manuais, dando principal foco a area de imunologia.

2. Caracterizaciao do LACUC

O LACUC, é um laboratério focado na comunidade estudantil e todos os que
trabalham no ambito da Universidade. Apesar de ser um laboratério criado em 1983, houve,
recentemente, uma mudanga para novas e mais modernas instalagoes. O LACUC localiza-se

no Pdlo |, no antigo edificio da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra.

Este laboratorio é focado na exceléncia dos resultados que transmite, tendo também

por objetivo a formagao de estudantes e o apoio a investigagao.

O espago fisico do LACUC inclui recegao, sala de colheitas, laboratério core |,
laboratoério core 2, sala da microbiologia, sala de lavagens, sala de pré-PCR, sala de PCR |, sala

de PCR 2, sala de apoio e gabinete.

A equipa do laboratorio é composta por uma Diretora Técnica, uma Diretora Técnica

Adjunta, duas Técnicas Superiores de Salde e duas Assistentes Técnicas.
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Este laboratério tem também como valéncias a hematologia, microbiologia, imunologia,
bioquimica e biologia molecular. Sendo um laboratério de pequenas dimensdes e com poucas
amostras, os estudantes tém a oportunidade de acompanhar todas as valéncias em simultaneo,

dado nao haver separagao entre os diversos setores.

3. Amostras

O LACUC colhe, recebe, trabalha e analisa diversos tipos de amostras bioldgicas como
soro, plasma, sangue total, fezes, urina, exsudatos vaginais, faringeos e nasais. Todas as
amostras sao tratadas e acondicionadas segundo as regras de seguranga e higiene, evitando a

contaminagao do manipulador e do ambiente e mantendo sempre a qualidade da amostra.

As amostras sao recebidas em area propria do laboratoério, sendo acompanhadas pelos
respetivos pedidos e por um codigo interno que referencia o nome do utente e o nimero de
processo. E posteriormente avaliada a qualidade da amostra que se baseia na sua analise
macroscopica. Amostras com baixo volume, mal colhidas, amostras de sangue com coagulos,
amostras de soro ou plasma hemolisadas ou outras situagoes em que se observe que aamostra

nao esta conforme, é feito o contacto com o utente para nova colheita 2

4. Controlo de Qualidade

Segundo o manual de Sistema de Gestao de Qualidade da Organizagao Mundial de
Salde, a qualidade laboratorial pode ser definida como precisao, fiabilidade e reprodutibilidade

dos resultados dos testes reportados .

Os erros de laboratério podem ter efeitos significativos na qualidade do cuidado com
o utente. Estes erros podem afetar a confianga do utente perante o laboratorio. A maioria
dos erros ocorre nas fases pré-analitica e pés-analitica *°.

Controlo de qualidade é definido como o “conjunto das técnicas e atividades de

caracter operacional utilizadas com vista a responder as exigéncias da qualidade.””

O Controlo de Qualidade laboratorial é feito através do Controlo de Qualidade
Interno (CQI) que avalia a precisao analitica e através de programas de Avaliagdo Externa da

Qualidade (AEQ) que avaliam a exatidio analitica *.

O Controlo de Qualidade Externo é indispensavel para que o laboratério seja
comparavel aos restantes laboratoérios da comunidade 2 No LACUC, o AEQ é feito através
do Programa Nacional de Avaliagao Externa da Qualidade Laboratorial, coordenado pelo

Instituto Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge, que disponibiliza diversos programas nas
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mais diversas areas laboratoriais. A participacao nestes programas permite que os laboratoérios

monitorizem e implementem a melhoria da qualidade analitica *'.

O Controlo de Qualidade Interno faz parte da vida diaria do laboratorio. Logo apos a
abertura do laboratorio sio efetuadas as manuten¢oes diarias de todos os aparelhos.
Concluida a fase de manutencao, é verificada a necessidade de se efetuarem calibragoes e
sendo posteriormente efetuados os controlos diarios. Tanto as calibragées como os controlos
diarios sao diferentes entre aparelhos, mas tém por base a garantia de que o resultado final,
dado ao utente, seja o mais exato possivel. Ha ainda aparelhos que para além das manutengoes

diarias, também necessitam de manutengoes semanais, mensais e trimestrais.

5. Imunologia

O sistema imunitario é composto por uma complexa rede de o6rgaos primarios e
secundarios que regulam e produzem uma vasta variedade de células efetoras através das quais
sao produzidas largas quantidades de proteinas (anticorpos) e compostos quimicos que
formam uma complexa linha de defesa contra agentes invasores estranhos como bactérias,

virus, parasitas e fungos **.

O processo imunologico esta dependente de uma cadeia de sinalizagao celular e
molecular especifica a cada tipo de infecao, o qual esta diretamente relacionado com o tipo
de agente etiologico. A partir do conhecimento desta maquinaria celular, e consequentes
estruturas moleculares, é possivel desenhar modelos de diagndstico e terapéutica na qual se

baseiam muitos protocolos de Analises Clinicas.

Muitas das determinacoes realizadas em Laboratérios de Analises Clinicas assentam na
reagao entre um antigénio (Ag) e um anticorpo (Ac) que lhe é especifico. A forma como a
detegao do complexo Ag-Ac é obtida varia de equipamento para equipamento e de método

para método.

5.1 Architectil000

Como referido anteriormente, o LACUC é um laboratério de pequenas dimensoes,
pelo que, a maioria da imunologia é efetuada por sistemas automaticos. Os sistemas
automaticos utilizados sao o Architect il000 do Laboratério Abbott e o VIDAS do
Laboratério Biomerieux. Para além destes aparelhos, o LACUC contém ainda diversos testes
que se baseiam em rea¢oes imunologicas como o teste das RPR, teste de gravidez, teste rapido
de COVID-19, tipagem sanguinea, teste de Coombs indireto e ainda a pesquisa de sangue

oculto nas fezes.
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O Architect il000 é um aparelho onde podem ser analisadas amostras de soro, plasma,

sangue total e urina, podendo ser inseridas até 65 amostras de cada vez *.

O método utilizado para a execugao das analises € o imunoensaio baseado em reagoes

de quimioluminescéncia **.

O imunoensaio por quimiluminescéncia é uma técnica em que o marcador, ou seja, o
verdadeiro "indicador" da reagio analitica, € uma molécula quimioluminescente. Em geral, a
luminescéncia é a emissao de radiagao visivel ou quase visivel (A = 300-800 nm) que é gerada
quando um eletrao transita de um estado excitado para o estado fundamental. A energia
potencial resultante no atomo é libertada sob a forma de luz **. Os reagentes desta reagao
sao microparticulas paramagnéticas que estio revestidas com um anticorpo/antigénio
(conjugado com acridinio que é a molécula quimioluminescente), especifico do analito a

detetar na amostra, uma solugio pré-ativadora e uma solugio ativadora ***,

A reagao tem inicio com a adi¢ao das microparticulas a cuvete onde se encontra a
amostra e o anticorpo/antigénio que reveste as microparticulas liga-se ao analito na amostra.
Posteriormente as microparticulas sao atraidas para as paredes da cuvete por um iman e ha
uma lavagem da cuvete onde apenas permanecem os componentes que se ligaram as
microparticulas. De seguida, o anticorpo marcado com acridinio é adicionado a cuvete,
ligando-se ao anticorpo/antigénio que se quer detetar na amostra. E adicionada a solugio pré-
ativadora contendo peréxido de hidrogénio sendo que previne a emissao prematura de luz
por criar um ambiente acido. O peroxido de hidrogénio também impede a aglomeragao das
microparticulas e separa o acridinio conjugado das microparticulas que se encontram ainda
atraidas pelo iman, na parede da cuvete. Na solugao permanecem entao as moléculas de
acridinio conjugadas com o anticorpo/antigénio que estd a ser pesquisado. Posteriormente é
adicionada a solugao ativadora composta por hidroxido de sédio que provoca a alcalinizagao
do meio, levando a oxidacio da acridinio e por sua vez ha emissio de luz. E medida a emissio
de luz pelo sistema 6tico do equipamento por um periodo predefinido, permitindo quantificar

o analito na amostra >*%,

Os parametros medidos neste aparelho sio Hormona Triiodotironina Total (T3),
Hormona Estimulante da Tiroide (TSH), Anticorpo Anti-tiroglobulina (TG), Anticorpo Anti-
tiroperoxidase (TPO), Gonadotrofina Corionica Humana Beta (BHCG), Estradiol, Hormona
Foliculo-Estimulante (FSH), Hormona Luteinizante (LH), Prolactina, Testosterona Total,

Antigénio Especifico da Prostata (PSA) Livre, PSA Total, Vitamina B12, IgG, Folato, Vitamina
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D, Ferritina, Hormona Triiodotironina Livre (FT3), Hormona Tiroxina Total (T4), Hormona

Tiroxina Livre (FT4) e Progesterona.

5.1.1 Marcadores Tumorais

Segundo o Instituto Nacional do Cancro, um marcador tumoral é um elemento
presente ou produzido pelas células cancerigenas ou por outras células do organismo em
resposta ao cancro ou a determinadas condigoes benignas (ndo cancerigenas) que fornece
informagoes sobre o cancro, como a sua agressividade, se pode ser tratado com terapia

dirigida ou se esta a responder ao tratamento .

Antigénio Especifico da Prostata (PSA), trata-se de uma glicoproteina com fungao de
enzima, produzida quase exclusivamente pelas células epiteliais da prostata, que tem como
fungao tornar o esperma mais liquido. Existe no esperma, nas células da prostata e no sangue
periférico, pelo que um aumento da PSA no sangue periférico pode indicar cancro da

prostata’®,

5.1.2 Hormonas da tiroide

A tiroide é uma pequena glandula em forma de borboleta situada na parte da frente do
pesco¢o e que produz e liberta hormonas. As hormonas siao substancias quimicas que
coordenam diferentes fungoes do organismo, transportando mensagens através do sangue

para os 6rgios, musculos e tecidos *.

As hormonas tiroideias sao hormonas que controlam o metabolismo, processo pelo
qual o organismo transforma os alimentos em energia. As duas hormonas principais que a
tiroide liberta sao a hormona tiroxina (T4) e a hormona triiodotironina (T3). A produgao e
libertagao destas hormonas é controlada por um processo de feedback que se inicia no
hipotalamo libertando a hormona libertadora da tireotrofina (TRH) que vai estimular a
glandula pituitaria ou hipofise a produzir e libertar a hormona estimulante da tiroide (TSH). A
TSH desencadeia a producio da T3 e da T4 pela tiroide. E libertada uma quantidade muito
maior de T4 do que de T3. Esta reagao hormonal em cadeia é regulada por um ciclo de
feedback, de modo que quando os niveis de T3 e T4 aumentam, inibem a libertagao de TRH
(e, consequentemente, de TSH). Quando os niveis de T3 e T4 decrescem, o ciclo de feedback
comega novamente. Este sistema permite que o corpo mantenha um nivel constante de
hormonas da tiroide. Se houver algum problema com o hipotalamo, a glandula pituitaria ou a
tiroide, isso pode resultar num desequilibrio das hormonas envolvidas neste sistema, incluindo

aT3eaT4?”.
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O estudo da T3 é utilizado para ajudar a diagnosticar problemas da tiroide como o
hipertiroidismo (quando a tiroide produz demasiadas hormonas tiroideias). A T3 e a T4 tém
duas formas, a ligada e a livre. A forma ligada encontra-se ligada a uma proteina e a forma livre
nao. Assim, a quantificacao da T3 e T4 livres (FT3 e FT4) mede apenas a fragao livre enquanto
a quantificagao da T3 e T4 totais mede tanto a fragao livre como a fragao ligada a proteinas.
Apenas as fragdes livres podem ser usadas pelos 6rgios *. A amostra utilizada para estes

estudos € o soro.

5.1.3 Autoanticorpos da tiroide

A peroxidase da tiroide é uma enzima que se encontra normalmente na glandula

tiroideia, onde desempenha um papel importante na produgao de hormonas da tiroide.

Os anticorpos anti-tiroperoxidase (TPO) sao dirigidos contra a peroxidase e sao o

estudado no laboratério *'.

Tiroglobulina é uma proteina produzida nas células da tiroide, tanto cancerigenas como
nao cancerigenas. Desempenha um papel fundamental ao ajudar o organismo a produzir,
armazenar e libertar as hormonas da tiroide. Os anticorpos anti-tiroglobulina (TG) sao

dirigidos contra a tiroglobulina e sio o estudado no laboratério .

Os anticorpos anti-tiroglobulina (TG) sao utilizados principalmente para confirmar uma
suspeita diagnostica de tiroidite de Hashimoto, e sao normalmente solicitados em conjunto
com os anticorpos anti-tiroperoxidase (TPO). Os anticorpos TG sao menos comuns e de
titulo mais baixo do que os anticorpos TPO. Considerando que a maioria dos doentes com
tiroidite de Hashimoto tem anticorpos TPO e/ou TG, um resultado negativo de anticorpos
praticamente exclui o diagnéstico de tiroidite, pelo que o teste tem um elevado valor preditivo

negativo *.

Pelo contrario, um anticorpo positivo nao é diagnostico de tiroidite de Hashimoto
porque os anticorpos TG sao encontrados em varias outras doengas. Estao presentes em
cerca de 50% dos casos de doenca de Graves, 20% dos casos de bocio nao toxico e de cancro
da tiroide, e também em individuos normais, especialmente em mulheres idosas. Os
anticorpos TG também s3ao encontrados em doengas autoimunes nao tiroidianas, como
doenca celiaca e diabetes tipo |, um achado que sugere que a autoimunidade tiroideia é mais
prevalente do que a tiroidite de Hashimoto propriamente dita. O titulo dos anticorpos TG
nao se correlaciona normalmente com o grau de disfuncio da tiroide *. A amostra utilizada

para estes estudos é o soro.
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5.1.3.1 Caso Clinico

Caso Clinico: Senhora de 22 anos apresenta andlises de rotina com hemograma,
bioquimica, endocrinologia e estudo sumario de urina. O hemograma, a bioquimica e o estudo
sumario de urina apresentam valores normais. Os valores da endocrinologia apresentam-se

na Tabela |I.

Tabela | - Endocrinologia do Caso Clinico |

Endocrinologia Valores de Referéncia

Tiroxina Livre (FT4) 0,88 ng/dL 0,70 - 1,48
H. Tiroestimulante (TSH) 1,566 uUl/mL 0,350 — 4,940
Anticorpos Anti-Tiroglobulina (TG) 71,2 Ul/mL <41l
Anticorpos Anti-Peroxidase (TPO) 24,31 Ul/mL <56l

Como podemos observar esta senhora apresenta os valores de TG e TPO elevados,
mas apresenta FT4 e TSH com valores normais. Sendo que ainda nao tem sintomatologia, o
médico tem de fazer um controlo destes valores, podendo também fazer uma ecografia a
tiroide, sob o risco de a senhora vir a desenvolver uma tiroidite autoimune (dado que tem os

anticorpos elevados), como a tiroidite de Hashimoto.

5.1.4 Hormonas da reproducdo

Estradiol é a forma de estrogénio produzida principalmente pelos ovarios.
Desempenha um papel importante no desenvolvimento do sistema reprodutor feminino
incluindo o utero, as trompas de Falopio, a vagina e os seios. As mulheres tém maiores

. . . , 44
quantidades de estradiol durante os anos reprodutivos e quase nenhum apos a menopausa .

A amostra utilizada para este estudo é o soro.

Hormona foliculoestimulante (FSH), € uma hormona produzida na glandula pituitaria.
Nos homens a FSH encontra-se nas células dos testiculos e é responsavel pela produgao de
esperma e nas mulheres encontra-se nos ovarios e estimula o crescimento de 6vulos durante
o ciclo menstrual. Nas criancas, a FSH é importante para o desenvolvimento sexual. E estudada
para perceber se glandula pituitaria esta a funcionar corretamente, ou se ha problemas nos
ovarios ou testiculos. No caso das mulheres, os valores de referéncia variam com a fase do
ciclo menstrual e pode ser util para confirmar a menopausa *. A amostra utilizada para este

estudo €é o soro.
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Hormona luteinizante (LH), é produzida na glandula pituitaria, sendo que nas mulheres
atua durante a ovulagio menstrual fazendo com que os ovarios libertem évulos maduros e
nos homens faz com que os testiculos produzam testosterona. A sua quantificagao pode ser
atil na investigagao de causa de problemas de fertilidade tanto em mulheres como em homens.
Um nivel elevado de LH ajuda a mulher a perceber o momento do ciclo em que é mais facil
engravidar. O teste ajuda também a diagnosticar problemas na glandula pituitaria *. A amostra

utilizada para este estudo € o soro.

Prolactina € uma hormona produzida pela glandula pituitaria. Em mulheres gravidas
estimula a producao de leite. Este estudo também pode ser feito para avaliar a possibilidade
de prolactinomas tanto em mulheres como em homens “. A amostra utilizada para este estudo

€ o soro.

Testosterona é uma hormona sexual masculina que contribui para o desenvolvimento
das caracteristicas masculinas. E produzida nos testiculos dos homens, nos ovarios das
mulheres e nas glandulas suprarrenais. A testosterona total mede o somatorio da testosterona

ligada a proteinas e da livre ¥. A amostra utilizada para este estudo é o soro.

Progesterona é uma hormona produzida pelos ovarios apds a ovulagao. O seu papel
principal é preparar o Utero para receber, implantar e sustentar um ovulo fertilizado durante

a gravidez *®. A amostra utilizada para este estudo é o soro.

Gonadotrofina Corionica Humana Beta (BhCG) é uma substancia quimica produzida
pelo tecido trofoblastico, um tecido que se encontra normalmente nos embrioes e que acaba
por fazer parte da placenta. A medigao da BhCG pode ser util para identificar uma gravidez
normal, uma gravidez patologica e também pode ser util apds aborto. A medicao da BhCG
também é utilizada numa variedade de cancros, como coriocarcinoma e tumores de células

germinativas. As amostras utilizadas sio soro e urina ¥.

5.1.4.1 Caso Clinico

Caso Clinico: Senhora de 20 anos apresenta andlises de rotina com hemograma,
bioquimica e endocrinologia. O hemograma e a bioquimica apresentam valores normais. Os

valores da endocrinologia apresentam-se na Tabela 2.
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Tabela 2 - Endocrinologia do Caso Clinico 2

Endocrinologia Valores de Referéncia

Tiroxina Livre (FT4) 0,99 ng/dL 0,70 — 1,48
H. Tiroestimulante (TSH) 3,191 pUl/mL 0,350 — 4,940
Anticorpos Anti-Tiroglobulina (TG) 22,3 Ul/mL <41l
Anticorpos Anti-Peroxidase (TPO) 0,58 Ul/mL <56l
Fase Folicular: 3,03 — 8,08
H. Foliculoestimulante (FSH) 5,89 mUIl/mL Meio do ciclo: 2,55 — 16,69

Fase Luteinica: 1,38 — 5,47
Fase Folicular: 21 — 251

| 7-Beta-Estradiol 0l pg/mL Meio do Ciclo: 30 — 649
Fase Luteinica: 21 — 312
Prolactina 32,96 ng/mL 5,18 — 26,53

Esta senhora apresenta uma TG elevada. Sendo que ainda nao tem sintomatologia, o
médico tem de fazer um controlo destes valores, podendo também fazer uma ecografia a
tiroide, sob o risco de a senhora vir a desenvolver uma tiroidite autoimune (dado que tem os
anticorpos elevados), como a tiroidite de Hashimoto. Apresenta também a prolactina elevada,
o que sugere uma gravidez. Deve-se confirmar a hipotese de gravidez, efetuando um teste de

gravidez e no caso de dar positivo, fazer-se um acompanhamento apertado aos valores de TG.

5.1.5 Vitaminas

Vitamina Bl2 é necessaria para a formagao dos eritrocitos, para o funcionamento do
cérebro e dos nervos e para a produgao de DNA *. A amostra utilizada para este estudo é o

soro.

Vitamina B9, contribuindo para a divisao celular e produgao de células em alguns 6rgaos
e medula 6ssea. Tal como a vitamina Bl2, também ajuda a produzir energia no corpo °'. A

amostra utilizada para este estudo é o soro.

Vitamina D é necessaria para o crescimento e desenvolvimento dos ossos. Ajuda
também no crescimento celular e na fungio nervosa, muscular e imunitaria *.. A amostra

utilizada para este estudo € o soro.

5.1.6 Imunoglobulinas

IgG é uma imunoglobulina presente no sangue e produzida pelo sistema imunitario para
combater bactérias, virus e outros invasores que possam comprometer a salide **. A amostra

utilizada para este estudo é o soro.
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5.1.7 Proteinas

Ferritina é uma proteina que armazena ferro, sendo que os eritrocitos necessitam
deste ferro para se formarem normalmente e para transportarem o oxigénio pelo corpo.
Niveis baixos de ferritina sio uma consequéncia da anemia por deficiéncia de ferro **. A

amostra utilizada para este estudo € o soro.

5.2 VIDAS

O VIDAS é um aparelho que oferece testes de rotina para serologia e estudo da
interagao Ag-Ac. Cinco secgoes analiticas independentes permitem efetuar 30 testes em

simultineo >°.

O principio do ensaio é o Teste Imunoenzimatico por Fluorescéncia (ELFA) que
combina um método de imunoensaio em sanduiche de duas fases com uma detegao final por
fluorescéncia. O cone de utilizagao Unica serve como fase soélida e como dispositivo de
pipetagem. Os reagentes para o ensaio estao prontos a utilizar e sao pré-dispensados nas

barretes seladas *°.

Todos os passos do ensaio sao efetuados automaticamente pelo aparelho. Apos o
passo de diluicao da amostra, os Ags/Acs do agente a pesquisar sio capturadas pelo Ag/Ac
recombinante do agente que reveste o interior do cone. Os componentes nao ligados sao
eliminados durante os passos de lavagem. Durante a segunda fase, as imunoglobulinas sao
especificamente detetadas por imunoglobulinas anti-humanas marcadas com fosfatase alcalina.
Durante a fase final da detegao, o substrato é aspirado e expelido do cone. A enzima conjugada
catalisa a hidrélise deste substrato num produto fluorescente, cuja fluorescéncia é medida em
nanometros. No final, os resultados sao calculados automaticamente pelo instrumento de

acordo com o padrio S| armazenado na memoéria e obtém-se um valor de teste *°.

No LACUC os testes efetuados no VIDAS sao IgM e IgG do Citomegalovirus, IgM e
IgG da Rubéola, IgM e IgG do Toxoplasma, Hepatite B anticorpo anti-HBs, anticorpo anti-HBc
total e antigénio HBs, Hepatite C anticorpo HCV e dete¢ao de imunoglobulinas combinadas
de anti-HIVI, anti-HIV2 e do antigénio p24 de HIVIde HIV. A amostra utilizada para estes

estudos é o soro.

2

Citomegalovirus é um virus herpes beta com uma seroprevaléncia global de 60-90%. E
a principal causa de infecoes congénitas e representa um grande risco para a salde de
individuos imunocomprometidos. Embora a infecao por citomegalovirus seja tipicamente

assintomatica na populagao imunocompetente, a infe¢ao pode resultar em mononucleose e
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também tem sido associada ao desenvolvimento de certos cancros, bem como a doencas
inflamatorias  crénicas, como varias doencas cardiovasculares. Em  doentes
imunocomprometidos, incluindo doentes com SIDA, recetores de transplantes e fetos em
desenvolvimento, a infecao por citomegalovirus esta associada a um aumento das taxas de
morbilidade e mortalidade *’. As imunoglobulinas pesquisadas no VIDAS sio a IgM e a IgG no
soro do utente. Neste tipo de infecao a IgM nao pode ser usada sozinha para diagnosticar uma

infecio primaria uma vez que pode estar também presente durante a infecio secundaria *.

Rubéola é uma doenga causada por um virus, sendo caracterizada por manchas
vermelhas na pele. E contagiosa, transmitindo-se de pessoa a pessoa quando alguém infetado
espirra, tosse ou fala, sendo uma doen¢a mais prevalente na infancia. Tem particular
preocupagao na gravidez dado que é transmissivel ao feto (rubéola congénita) no qual pode
provocar graves complicagdes *°. A detegio de anticorpos IgM no soro do utente colhido nos
primeiros dias de infecao, pode fornecer provas presuntivas de infecao atual ou recente. A

prova laboratorial de imunidade baseia-se na detecio de IgG contra a rubéola ®.

Toxoplasmose é uma infegao causada por um parasita denominado Toxoplasma gondii.
Entre as pessoas infetadas, poucos tém sintomas dado que o sistema imunitario de uma pessoa
saudavel impede que o parasita cause doenca. No entanto, em mulheres gravidas e pessoas
imunocomprometidas, uma infe¢ao por Toxoplasma pode causar graves problemas de saude.
O diagndstico da toxoplasmose € feito normalmente por testes serologicos. Um teste que
mede a IgG é usado para determinar se uma pessoa foi infetada. Se for necessario tentar
estimar o tempo de infegao, o que é particularmente importante para as mulheres gravidas,

também se utiliza um teste que mede a IgM °'.

Hepatite B é uma infegao do figado causada pelo virus da hepatite B. Algumas pessoas
com hepatite B nao necessitam de tratamento especifico, sendo que o virus acaba por ser
eliminado pelo sistema imunitirio no final de algumas semanas (infecio aguda) ®, mas para
outras, a doenca progride para uma doenga grave e vitalicia conhecida como hepatite B
crénica. E transmitida essencialmente por via sexual, podendo também ser transmitida por
partilha de agulhas ou verticalmente durante a gestagio ou nascimento **®. Os testes VIDAS
utilizados no LACUC fazem pesquisa serologica do anticorpo anti-HBs total, do anticorpo
anti-HBc total e do antigénio HBs. A presenga de anti-HBs é geralmente interpretada como
um indicador de recuperagao e imunidade da infecao pelo virus da hepatite B. O anti-HBs
também se desenvolve numa pessoa que foi vacinada com sucesso contra a hepatite B. Entre
as pessoas que responderam a vacina os niveis de anti-HBs podem diminuir ao longo do tempo,

no entanto, a maioria ainda estd imune e cria uma resposta imunitaria quando exposta ao virus
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da hepatite B. O anti-HBc total, mede tanto a IgM como IgG, surge no inicio dos sintomas da
hepatite B aguda, e persiste durante toda a vida. A presenga de anti-HBc total indica uma
infecao anterior ou continua com o virus da hepatite B num periodo de tempo indefinido. As
pessoas que tém imunidade a hepatite B através de uma vacina nao desenvolvem anti-HBc. O
antigénio HBs é uma proteina da superficie do virus da hepatite B que pode ser detetada em
niveis elevados no soro durante a infe¢ao aguda ou cronica pelo virus da hepatite B. A presenga
do AgHBs indica que a pessoa esta infetada, exceto quando pode ser transitoriamente positivo
nos 30 dias apos uma dose da vacina contra a hepatite B. O organismo produz normalmente
anticorpos contra o AgHBs como parte da resposta imunitaria normal a infegao. O AgHBs é

o antigénio utilizado na producio da vacina da hepatite B *.

Hepatite C é uma infe¢ao do figado causada pelo virus da hepatite C, sendo transmitida
através do contacto com sangue de uma pessoa infetada, comumente através da partilha de
agulhas ou outro equipamento utilizado para preparar e injetar drogas. Para algumas pessoas,
a hepatite C é uma doencga de curta duragao, mas para mais de metade das pessoas que sao
infetadas com este virus, torna-se uma infecao cronica de longa duragao. A hepatite C cronica
pode resultar em problemas de saude graves, ou mesmo fatais, como a cirrose e cancro do
figado. As pessoas com hepatite C cronica podem frequentemente nao ter sintomas e nao se
sentir doentes. Quando os sintomas aparecem, sao frequentemente um sinal de doenga
hepatica avangada . O estudo efetuado no LACUC é a pesquisa de anticorpos HCV (anti-
HCV) no soro do utente. O teste de anti-HCV apenas fornece informagao sobre a exposigao
passada ao virus pois permite a detegao dos anticorpos IgG contra o virus da Hepatite C. Um
resultado negativo indica que o paciente nunca foi exposto ao virus, por isso, o teste anti-
HCYV é usado apenas para excluir a infegao por HCV. Um resultado positivo indica uma infegao
recente ou passada. Deve ser confirmado por PCR, detetando o genoma viral. Se o PCR
detetar genoma temos uma infegdao ativa croénica, se ja nao for detetado genoma estamos

perante uma infecio passada .

HIV também conhecido como virus da imunodeficiéncia humana, é um virus que ataca
o sistema imunitario do organismo *’. No VIDAS no LACUC, sio testados os anticorpos anti-
HIVI e anti- HIV2 e o antigénio p24 de HIV em soro dos pacientes *. Se uma pessoa tem HIV,
é produzido um antigénio chamado p24 antes de se desenvolverem os anticorpos. Um teste
de antigénio/anticorpo realizado por um laboratério no soro pode normalmente detetar o

HIV 18 a 45 dias apds a exposigio .
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5.2.1 Caso Clinico

Senhor de 25 anos vai ao médico com uma sindrome febril. O médico passa algumas
analises que incluem hemograma (Tabela 3), exame morfologico do sangue periférico, reagao

de Paul-Bunnell e anticorpos anti-Epstein-Barr.

Tabela 3 - Andlises do Caso Clinico

Eritrograma

Eritrocitos 4,86 x 10"/L 4,31 -5,90
Hemoglobina 14,8 g/dL 13,6 -17,5
Hematocrito 45,2 % 41,0-51,0

Volume ?\}céblgll)ar Médio 93,0 fL 80,0 — 97,0
Hemoglobir(m;él:)l‘:ular Média 303 Pg 26,0 — 34,0
Conc. ':]ngi:g('gl;jl’:é;'°b”'ar 32,6 g/dL 32,0-36,0

RDW/(CV) 14,0 % 10,5- 15,0

Leucograma

Leucocitos 8,8 x 10°/L 4,0-10,0
Neutrofilos 30,9% 2.7 x 10°/L 2,0-8,0

Eosindfilos 0,3% 0,0 x 10°/L 0,0-0,5

Basofilos 0,3% 0,0 x 10°/L 0,0-0,3

Linfocitos 58,6% 5,2 x 10°/L 0,8-4,0

Mondcitos 10,0% 0,9 x 10°/L 00-12

Plaquetograma
Plaquetas 170 x 10°/L 140 - 440

Como se pode observar, o senhor tem uma inversao da formula leucocitaria com
predominio de linfocitos em vez de neutrofilos. O exame morfologico do sangue periférico
mostra alguns linfocitos ativados e alguns mononucleares atipicos. O exame morfologico é
sugestivo de infecao por mononucleose infeciosa. Tanto o teste rapido como a serologia do

virus Epstein-Barr sao efetuados no laboratorio externo, pois sao andlises que nao se efetuam

no LACUC.

E feito um teste rapido que se baseia na reagio de Paul-Bunnell sendo que o resultado
obtido é positivo. O virus Epstein-Barr infeta os linfocitos B que, subsequentemente,
produzem um anticorpo heterdfilo que ¢ identificado através da sua reagdo com o antigénio
Paul-Bunnell e é detetado por um método de aglutinagao em latex. (122) De seguida é feita a
serologia especifica para o virus Epstein-Barr através da pesquisa dos anticorpos derivados da

apresentacao do antigénio da capside viral (VCA) tanto IgM como IgG. O anti-VCA IgM
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aparece no inicio da infecao por EBV e, normalmente, desaparece no espa¢o de quatro a seis
semanas. O anti-VCA IgG aparece na fase aguda da infecao por EBV, atinge um pico duas a
quatro semanas apos o inicio, diminui ligeiramente e depois persiste durante o resto da vida
da pessoa ”°. Tanto o anti-VCA IgM como IgG sio positivos. IgM >60,0 U/mL sendo que é
positivo a partir de >=20,0 U/mL e IgG >47,80 U/mL, sendo que é positivo a partir de >40,0

U/mL. Posto isto, o senhor apresenta uma infecao primaria pelo Virus Epstein-Barr.
5.3 Técnicas Manuais

5.3.1 RPR
A sifilis € uma infegao multissistémica causada pela espiroqueta Treponema pallidum "'

O teste rapido da reagina plasmatica ou RPR é um teste nao treponémico, apenas
utilizado como rastreio. E um teste de floculagio que deteta anticorpos produzidos pela
infecao treponémica. Estes anticorpos, chamados reaginas, sao produzidos aquando da invasao
dos tecidos do hospedeiro. E utilizado o antigénio purificado de cardiolipina para detetar as
reaginas presentes no soro do utente. O antigénio presente no teste esta adsorvido a
superficie de microparticulas de carvao para melhorar a diferencga visual entre um resultado
positivo e negativo. Todos os testes nao treponémicos positivos devem ser confirmados por
um teste treponémico sérico para eliminar falsos positivos. Os testes treponémicos pesquisam

diretamente os anticorpos contra os antigénios treponémicos. A amostra utilizada é soro "%

5.3.1.1 Caso Clinico

Senhor de 24 anos dirige-se ao laboratorio no dia 18 de janeiro para fazer analises de
rotina. O hemograma, as analises bioquimicas e as analises a urina nao apresentam alteragoes.
A nivel da imunologia é pedido Antigénio HBs, Anticorpo HCV, Anticorpo HIV-I/HIV-2 e
antigénio p24, sendo obtidos resultados negativos. Ja a reagao de RPR ¢é reativa, tendo sido
feitas as diluicoes e obtido um valor reativo na diluigao até 1/16. Sendo que o RPR é um teste
semi-quantitativo, sao efetuadas diluigoes com o objetivo de fazer a quantificagao até a diluigao

onde é detetada aglutinagao.

O senhor regressa ao laboratorio no dia 20 de janeiro, apds ter ido ao médico, e
apresenta uma prescrigao para anticorpo anti-Treponema pallidum 1gG, FTA-Abs que é um
teste treponémico (teste confirmatério do RPR). Este teste € mandado para o laboratorio

externo e vem com um resultado positivo, confirmando assim a infegao por sffilis.
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A 30 de margo, com nova prescricao, é efetuada nova analise ao Anticorpo HBs,
Anticorpo HIV-1/HIV-2 e antigénio p24 que continuam negativos e RPR que se mantém reativo

com um titulo de |/16.

Regressa a 17 de maio onde faz novamente analises ao Anticorpo HBs que continua
negativo e a RPR que apesar de reativo, apresenta um titulo de 1/1, o titulo esta a diminuir o

que indica que o tratamento esta a ser eficaz.

5.3.2 Tipagem sanguinea

A tipagem sanguinea é efetuada através dos anticorpos e antigénios presentes no
sangue. O sistema utilizado é o sistema ABO que classifica 4 grupos sanguineos distintos. O
grupo A tem antigénio A a superficie dos eritrocitos, com anticorpos anti-B no plasma. O
grupo B tem antigénio B a superficie dos eritrocitos com anticorpos anti-A no plasma. O grupo
0 nao tem antigénios A ou B na superficie dos eritrocitos, mas tem anticorpos anti-A e anti-B

no plasma. O grupo AB tem antigénio A e B, mas nio tem anticorpos no plasma >,

Tipagem Sanguinea

Grupo A Grupo B Grupo AB Grupo 0
Tipo de
Glébulos
Vermelhos
\f Y o
Anticorpos /g J\ _/g //{\_ J(¥ S \u;
no Plasma S= =
- 4t 2
Anti-B Anti-A Sem anticorpos Anti-A e Anti-B

Antigénio
dos
Glébulos

Vermelhos
Antigénio A Antigénio B Antigénio A e B Sem antigénios

Figura I - Tipagem sanguinea 75. Imagem adaptada.

Os eritrocitos tém ainda outro antigénio, uma proteina conhecida como o antigénio
Rh. Se estiver presente este antigénio, o grupo sanguineo é Rh positivo, se estiver ausente é

Rh negativo.

A tipagem é efetuada misturando os eritrocitos do sangue em estudo com diferentes
solugoes de anticorpos. Se, por exemplo, a solugao tiver anticorpos anti-B e houver antigénios

B nas células (o grupo sanguineo for B), vai haver aglutinagio >7*.
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5.3.3 Teste de Coombs Indireto

O teste de Coombs Indireto, também denominado teste indireto de anti-globulina
humana, avalia a presenca de anticorpos no plasma/soro contra antigénios dos eritrocitos. E
utilizado como teste de incompatibilidade feto-materna (Rh) para pesquisa de anticorpos anti-
D livres no soro. Para este teste podemos usar um reagente especifico ou fazer uma pool de
eritrocitos ORh™. O objetivo é ver se hd aglutinagio ou ndo entre os eritrocitos ORh™ e os
anticorpos no plasma ou soro do doente. Se o resultado for negativo ha auséncia de
aglutinacao, e se for positivo ha aglutinagao. Uma pessoa Rh positivo apresenta antigénio anti-
D a superficie dos eritrocitos pelo que nao possui anticorpos anti-D no soro e, portanto, tera

obrigatoriamente um Coombs indireto negativo. Informagao baseada no protocolo especifico

do laboratorio.

5.3.4 Teste de gravidez

Os testes de gravidez fazem a pesquisa da hormona Gonadotrofina Coridnica Humana

(HCG) na urina ’.

O teste de gravidez efetuado no LACUC é um imunoensaio cromatografico rapido
para a detegao qualitativa da HCG na urina e consequentemente a detegao da gravidez numa
fase inicial dado que durante a gravidez os niveis de HCG aumentam. O teste utiliza duas linhas
para indicar os resultados, uma linha de teste que contém uma combina¢ao de anticorpos,
incluindo um anticorpo monoclonal anti-HCG, detetando os niveis elevados de HCG. Contém
também uma linha controlo composta por anticorpos policlonais de cabra e particulas de ouro
coloidal. O ensaio é realizado adicionando uma amostra de urina e obtendo como resultado
uma ou duas linhas coloridas. A amostra migra por agao capilar ao longo da cassete e reage
com o conjugado colorido. As amostras positivas reagem com o conjugado colorido do
anticorpo HCG especifico formando a linha colorida na zona de teste. A auséncia desta linha
sugere um resultado negativo. Como controlo, temos uma linha colorida na regiao controlo

que nos mostra que o teste é valido .
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Teste de Gravidez

@ Teste Positivo
: @ ) @ Teste Negativo

Linha Linha
teste controlo

—_— ‘l . —
4 Y
Urina aplicada na AhCG liga-se a Os anticorpos imobilizados na zona de teste ligam-se a
zona da amostra. Se anticorpos méveis. hCG. A enzima no primeiro anticorpo altera a cor da
a mulher estiver Estes anticorpos linha de teste. Os anticorpos em excesso ligam-se aos
gravida, a urina também tém uma anticorpos imobilizados na zona de controlo para
contém hCG. enzima ligada a eles. mostrar que o teste funcionou corretamente.

Figura 12 - Teste de gravidez’é. Imagem adaptada.

5.3.5 Pesquisa de sangue oculto nas fezes

O teste de cassete de um passo € um teste imunocromatografico rapido e facil para
determinar qualitativamente o sangue fecal. A tira de membrana teste tem duas linhas, a linha
teste e a linha controlo. A linha controlo serve meramente para controlar o procedimento,
devendo aparecer sempre que o procedimento do teste seja efetuado corretamente e os
reagentes de teste da linha estejam funcionais. Se existir hemoglobina suficiente na amostra,
sera visivel uma linha de teste roxa. Se nao existir hemoglobina na amostra, nao sera

apresentada cor na linha de teste .

Apos a colheita e preparagao da amostra, € adicionada uma amostra extraida a cassete.
A hemoglobina na amostra extraida reage com os conjugados de ouro coloidal anti-
hemoglobina humana presentes no bloco de teste formando um complexo de hemoglobina e
conjugados de ouro coloidal. A medida que a mistura migra por capilaridade, ao longo da
cassete, o complexo é capturado por outra anti-hemoglobina humana imobilizada na linha de

teste e produz uma linha colorida .

5.3.6 Teste Rapido de COVID-19

Os testes rapidos de antigénio sao imunoensaios que requerem amostras respiratorias
(normalmente zaragatoa nasofaringea ou nasal) do doente, uma vez que o SARS-CoV-2 é um
virus respiratorio. Uma vez colhidas, as amostras sao colocadas num tampao de extragao ou

reagente e testadas quanto a presenca de antigénios especificos do SARS-CoV-2 .

46



Os testes rapidos de antigénio indicam se um doente esta ativamente infetado com o
SARS-CoV-2. Detetam os antigénios da proteina da Nucleocapside (N) do SARS-CoV-2. Os
resultados sao produzidos rapidamente, geralmente em |5 minutos e se o antigénio viral for

detetado, isso indica que o virus esti presente ”.

Teste Rapido COVID-19

t; Anticorpo contra o antigénio,
ligado a molécula detetora

" Anticorpo contra o antigénio
Anticorpo de controlo

Antigénio

Antes da Amostra aplicada Resultado + Resultado -
utilizagdo

Figura 13 - Teste rapido de COVID-19 8. Imagem adaptada.

6. Microbiologia

Segundo a sociedade de microbiologia, esta é o estudo de todos os organismos vivos
que sao demasiado pequenos para serem visiveis a olho nu. Isto inclui, entre outros, bactérias,

alguns parasitas, virus, fungos e leveduras ®'.

Na Microbiologia sao analisadas diversas amostras, tendo sido acompanhadas amostras

de urina, fezes, exsudados vaginais, nasais, faringeos e orofaringeos.

O tipo de amostra analisada mais frequentemente no LACUC é a amostra de urina,

onde sao feitas analises de sumaria de urina ou também uroculturas.

A nivel das amostras de fezes pode-se fazer coproculturas ou pesquisa de parasitas nas
fezes. Na coprocultura é feita a pesquisa de Salmonella, Shigella e Campylobacter nos meios de
cultura adequados. Na pesquisa de parasitas nas fezes, sao necessarias trés amostras sendo
feito inicialmente um exame a fresco, depois a concentragiao de ovos/parasitas fecais e de
seguida o concentrado é colocado entre lamina e lamela e observado ao microscépio. O
exame parasitologico de fezes visa a identificagao de ovos, larvas ou seres adultos de helmintas,
quistos ou trofozoitos de protozoarios e/ou vermes. A técnica efetuada tem o objetivo de
aumentar o nimero de quistos, trofozoitos, ovos ou larvas na preparagao, eliminar a maior
parte dos residuos fecais e apresentar os organismos num estado inalterado, de forma a serem

facilmente identificados .
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A nivel dos exsudatos uretrais e vaginais inicia-se por se fazer uma coloragao de Gram.
A nivel dos exsudatos nasais, faringeos e orofaringeos nao se efetuam coloragao de Gram. De
seguida sao feitas culturas nos meios mais adequados. Se houver crescimento nos meios €
feito um APl e um antibiograma. O API serve para saber qual a bactéria que esta a causar a

infecao e o antibiograma serve para ver as resisténcias dessa bactéria a antibioticos.

A detecao de Streptococcus do Grupo A (Strep A) é feita através de um teste rapido
para a detecao qualitativa e presuntiva dos antigénios deste grupo de bactérias a partir de
espécimes orofaringeas. Neste teste, os anticorpos especificos para antigénios de Strep A sao
imobilizados na area da linha de teste. Durante o teste, os antigénios extraidos das amostras
de esfregacos sao capturados pelos anticorpos especificos para Strep A, que estao agregados
as particulas. A mistura migra ao longo da membrana e o complexo antigénio-anticorpo-
particula liga-se ao anticorpo especifico da area da linha de teste. A aglomeracao dos
complexos cria uma linha colorida na area da linha de teste. Esta linha colorida indica um
resultado positivo, enquanto a sua auséncia indica um resultado negativo. Uma linha vermelha
deve aparecer sempre na area da linha de controlo, servindo de controlo processual e

indicando que o teste correu corretamente e que o resultado é valido ®.

Todas as amostras sao tratadas de acordo com as Boas Praticas Laboratoriais, em

condigoes de assepsia sempre que necessario.

7. Hematologia

Hematologia é o estudo do sangue e das doengas do sangue *. Os estudos de
hematologia efetuados no LACUC siao o hemograma em que se usa o aparelho DXH500, o
tempo de protrombina e o tempo de tromboplastina parcial ativado efetuados no aparelho
Yumizen G400 e a velocidade de sedimentagao. Quando os valores do hemograma surgem
alterados, ou quando o clinico solicita, sao feitos esfregacos de sangue periférico e consoante
a situagao é feita a coloragao e contagem de reticuldcitos ou a coloragao de May Grunwald-

Giemsa.

As amostras utilizadas na area de hematologia sao o sangue total que consiste na
colheita de sangue para um tubo com EDTA e o plasma que consiste na colheita do sangue
para um tubo com citrato.

O DXH 500 é um aparelho que permite uma analise celular eficaz, incorporando o

Principio de Coulter e medigdes o6ticas em citometria de fluxo ®

. O Principio de Coulter
baseia-se no facto de quando uma particula passa através de uma abertura, ela cria resisténcia.

Quanto maior o tamanho da particula, maior a resisténcia criada e, por conseguinte, maior a
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voltagem. Cada pico de tensao é diretamente proporcional ao tamanho da célula. Através
deste principio, o aparelho consegue fazer a distingao das diversas células sanguineas devido
aos seus diferentes tamanhos ¥. O hemograma vem dividido em eritograma, leucograma e
plaqueograma e, quando os valores surgem alterados o LACUC utiliza técnicas manuais para
se avaliar a situagao. Uma das técnicas manuais utilizadas é a contagem dos reticulécitos, em
que é medido o nimero de gldbulos vermelhos imaturos ¥. Para efetuar esta contagem os
reticulocitos necessitam de ser corados para serem visiveis e distinguiveis ao microscopio para
posteriormente serem contados. Por outro lado, quando se quer estudar a morfologia celular
é feito um esfregaco sanguineo e posteriormente uma coloragio de May Grunwald-Giemsa %,

A amostra utilizada é o sangue total.

O Yumizen G400 é um aparelho de coagulagio semi-automatizado utilizado no
LACUC para efetuar o tempo de protrombina (PT) e o tempo de tromboplastina parcial

8

ativado (APTT). As medi¢des sio efetuadas por coagulometria ® que é a medigio da

coagulagio do sangue .

PT mede o tempo necessario para gerar fibrina apos a activagao do factor VII. E um
teste de rastreio para as vias extrinsecas e comuns da coagulagio. O APTT mede o tempo
necessario para gerar fibrina a partir do inicio da via intrinseca. E um teste de rastreio para as

vias intrinseca e comum da coagulagio *'. A amostra utilizada é o plasma.

A velocidade de sedimentagao € uma anadlise ao sangue total que mede a rapidez com
que os eritrocitos se separam do plasma. Durante esta andlise, uma pequena quantidade de
sangue € colocada num tubo vertical. Um especialista do laboratério medira a velocidade a
que os eritrocitos se depositam no fundo do tubo apés | hora. Se o utente tem uma doenga
que causa inflamagao ou dano celular, os glébulos vermelhos tendem a aglomerar-se. Isto
torna-os mais pesados, pelo que assentam mais depressa. Quanto mais depressa os glébulos
vermelhos se depositam e caem, maior ¢é a velocidade de sedimentacao sendo que se estiver

elevada indica ao profissional de saide que pode haver um processo inflamatério .

8. Bioquimica

As analises bioquimicas efetuadas no LACUC sao todas feitas no aparelho Architect
c4000. A amostra mais utilizada para as determinagoes é o soro, sendo também utilizado o
sangue total obtido com EDTA para a determinagao da hemoglobina glicada e a urina para
medir os niveis de creatinina na urina e a albumina de baixa concentragio na urina. Os

diferentes parametros determinados encontram-se referidos na Tabela 4.
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Tabela 4 - Parémetros Bioquimicos

Grupo Parametros

Alanina Aminotranferase (ALT), Aspartato Aminotransferase (AST), Gama-Glutamil
Enzimas Transferase (GGT), Fosfatase Alcalina (FA), Creatinina Cinase Total (CK), Lactato
Desidrogenase (LDH), Amilase, Lipase.

IGes Cloreto, Sédio, Potassio, Calcio, Magnésio, Fosfato, Ferro.
Proteinas Albumina, Lipoproteina de alta densidade (HDL), Transferrina, Ferritina, Albumina de
baixa concentracao na urina.
. Lactato, Bilirrubina (Total e Direta), Triglicerideos, Colesterol, Acido Urico,
Metabolitos

Creatinina, Proteinas Totais, Ureia, Creatinina na Urina.

Outros Marcadores
Bioquimicos

Hemoglobina Glicada (HbAc), Glicose, Proteina C Reativa (CRP).

Estes ensaios sao baseados em métodos espetrofotométricos, sendo que os ides sao
determinados através da condutividade . A espectrofotometria é a medigio quantitativa da
interacdo da radiacio ultravioleta (UV), visivel ou infravermelha (IV) com um material **. A
nivel dos ioes, a sua determinagao baseia-se na sua capacidade de conduzir a corrente elétrica,

onde a corrente é proporcional 4 sua concentragao no soro .

9. Outras atividades desenvolvidas

Além das andlises clinicas, o LACUC tem como uma das suas maiores valéncias o
desenvolvimento de investigagao. Perante este cenario, foi dada a possibilidade as alunas
estagiarias de participarem na publicagio de um Poster que foi apresentado no Congresso
Nacional de Virologia — Pandemias na Era da Globalizagao, com o titulo “COVID-19 em
Portugal: Efeito da vacinagao na casuistica de um laboratério da regiao centro”, disposto na

Figura 14.
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P13 | COVID-19 em Portugal: Efeito da vacinagdo na casuistica de um
laboratério da regiao centro

Autor Apresentador: Ana Miguel Matos

Laboratério de Andlises Clinicas da Universidade de Coimbra (LACUC), Portugal; Centro de Investigagdo em
Engenharia dos Processos Quimicos e dos Produtos da Floresta (CIEPQPF), Faculdade de Farmacia da Universidade
de Coimbra, Portugal.

Outros Autores: Daniela Veiga'; Joana Oliveira®; Ana Rodrigues'; Daniela Saldanha'; Ana
Miguel Matos™2,

1 Laboratério de Analises Clinicas da Universidade de Coimbra (LACUC), Portugal; 2 Centro de Investigagdo em
Engenharia dos Processos Quimicos e dos Produtos da Floresta (CIEPQPF), Faculdade de Farmécia da Universidade
de Coimbra, Portugal.

Introdug@o: Em Portugal, os primeiros casos de COVID-19 foram confirmados a 2 de margo de 2020. De
forma a prevenir e controlar este grave problema de salde publica, varias medidas higiénico-sanitarias
foram implementadas, incluindo a testagem de todos os casos suspeitos e contactos de casos positivos. O
Laboratério de Anélises Clinicas da Universidade de Coimbra (LACUC) assumiu um papel preponderante
nesta missiva, assegurando o reforgo da testagem na Regido Centro de Portugal. A 27 de dezembro de
2020, Portugal deu inicio ao plano de vacinagio contra a COVID-19, outra medida fulcral no controlo da
pandemia.

Objetivo: Retratar o efeito do plano de vacinagdo na evolugdo da pandemia de COVID-19, através da
casulstica de um Laboratério da Regido Centro de Portugal.

Metodologia: Anélise dos resultados de RT-PCR obtidos para pesquisa de SARS-CoV-2 no LACUC,
durante um periodo de dois anos: abril de 2020 a margo de 2022, O periodo de tempo foi selecionado por
forma a abranger os principais picos pandémicos. Os dados disponiveis foram agrupados por trimestre, e
em fungdo da idade dos utentes, tendo esta sido categorizada em <18, 18-24, 25-49, 50-64, 65-79 e 280.

Resultados: No periodo selecionado foram analisadas 144 911 amostras, com uma percentagem de
positividade de 10%. Os valores mais elevados de positividade ocorreram durante o primeiro trimestre de
2021 e de 2022. Os elevados valores no primeiro trimestre de 2022 coincidem com o periodo em que os
testes de RT-PCR passaram a ser maioritariamente utilizados para confirmar testes rapidos de antigénio
positivos.

Adultos com idade 280 anos representaram o grupo etario com maior percentagem de casos positivos até
ao 1° trimestre de 2021, altura em que teve inicio a vacinagao deste grupo populacional. No 3° trimestre de
2021 voltou a ser este o grupo populacional com maior percentagem de casos positivos, tendéncia que foi
revertida apés reforgo da vacinagao.

Conclus@o: Os dados obtidos confirmam que o nimero de casos de COVID-19 em Portugal, variaram em
fungdo do plano de vacinagao e da variagao temporal da protegao conferida pelas varias doses da vacina,
enfatizando a importancia da adesao aos programas de vacinag&o.

E-mail: anamatos@ci.uc.pt

Figura 14 - Imagem do Poster retirada do livro de resumos do Congresso
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10. Conclusao

O estagio referente ao Mestrado em Analises Clinicas, foi uma fase que teve um
periodo de 6 meses, no qual foram abordadas diversas areas da clinica, como a imunologia, a

microbiologia, a hematologia, a biologia molecular e a bioquimica.

Este processo conteve diversos momentos de maior ou menor dificuldade, os quais
estao diretamente relacionados, quer com a formagao académica prévia, quer com as
caracteristicas intrinsecas do LACUC. A oportunidade de realizar este tipo de estagio nestas
condigoes e neste ambiente laboratorial, proporcionam um know-how essencial para completar

a formagao em Analises Clinicas.

Durante este mesmo periodo, houve diversas dificuldades e/ou limitagoes associadas
ao estagio propriamente dito, as quais estavam dependentes do numero e variedade de
amostras, assim como as diversas calibragoes e controlos associados a aparelhagem

laboratorial utilizada.

O modelo no qual esta baseado este tipo de estagio, teve por base uma liberdade de
trabalho que incute uma responsabilidade aos diversos intervenientes, em especial aos alunos,
sempre acompanhada e mediada pelos responsaveis do laboratério. Estas condi¢oes
permitiram o desenvolvimento de novas competéncias que inevitavelmente culminaram na

aquisicao de novos conhecimentos e confianga na elaboragao das tarefas atribuidas.

Identifica-se como uma lacuna neste estagio, a necessidade de uma maior e mais diversa
lista de amostras, como uma complementaridade de exemplos quer de patologias, testes e
casos tendencialmente raros. A verificacao e discussao dos resultados obtidos dos diversos
testes realizados acaba por também nao ser incluida numa discussao que possibilite a

associagao entre o caso teorico e o caso clinico.

O Mestrado em Anadlises Clinicas prepara os alunos para o mundo do trabalho num
laboratorio de andlises clinicas. Durante o primeiro ano e metade do segundo, os alunos tém
aulas onde lhes sao ensinadas as mais diversas valéncias que existem no laboratorio e nos

ultimos seis meses do segundo ano, os alunos fazem um estagio num laboratério.

O estagio é uma parte essencial deste mestrado, pois € ai que os alunos convivem com
a realidade do trabalho no laboratério e aplicam todos os conhecimentos aprendidos ao longo
do mestrado. Durante o estagio € incutido um nivel elevado de responsabilidade, pois todo o
trabalho efetuado é minucioso e um pequeno erro pode levar a resultados adulterados. O

estagio € assim uma mais-valia que enriquece o mestrado e os alunos que dele fazem parte.
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