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Resumo

Ao longo dos dltimos anos, a area das anadlises clinicas tem vindo a tornar-se uma
ferramenta insubstituivel no ambito da salde e cuidados médicos, pois € um elemento
essencial para o diagndstico e monitorizagao clinica e tomada de decisoes. Assim, além de
necessitar de constante atualizagao e formagao dos profissionais que intervém no servigo
clinico, também é primordial que o laboratério promova responsabilidade, trabalho em equipa,
transdisciplinaridade, qualidade no servico prestado ao utente e melhoria dos seus

procedimentos de modo a assegurar resultados analiticos o mais realistico possiveis.

O estagio Curricular, que teve lugar no Laboratério de andlises Clinicas da
Universidade de Coimbra, e o presente relatério surgem no ambito do 2° ano de Mestrado
em Anadlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra. O estagio
curricular realizado no periodo de janeiro a junho de 2023 foi essencial para consolidar o
conhecimento adquirido ao longo destes dois anos tedricos. Assim, este relatorio é reflexo
do trabalho que acompanhei e realizei, bem como a caraterizagao dos procedimentos
realizados em cada uma das valéncias laboratoriais, com especial destaque para a Hematologia

e Imunologia.

Palavras-Chave: Anilises Clinicas, Hematologia, Imunologia, Patologia clinica, Controlo de
qualidade.
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Abstract

Over the past few years, the area of clinical analysis has become an irreplaceable tool
in health and medical care, as it is an essential element for diagnosis and clinical monitoring
and decision making. Thus, in addition to requiring constant updating and training of
professionals involved in the clinical service, it is also essential that the laboratory promotes
responsibility, teamwork, transdisciplinarity, quality of service to the user and improvement

of its procedures in order to ensure the most realistic analytical results possible.

The curricular internship, which took place in the Laboratory of Clinical Analyses of
the University of Coimbra, and the present report are part of the 2nd year of the Master's
Degree in Clinical Analyses of the Faculty of Pharmacy of the University of Coimbra. The
curricular internship carried out from January to June 2023 was essential to consolidate the
knowledge acquired over these two theoretical years. Thus, this report reflects the work that
| followed and performed, as well as the characterization of the procedures performed in each

of the laboratory valences, with special emphasis on Hematology and Immunology.

Keywords: Clinical Analysis, Hematology, Inmunology, Clinical Pathology, Quality Control.
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|I. Introducao

Desde cedo que o Homem teve necessidade de compreender o organismo humano e
demostrou interesse em perceber o bindmio salde e doenga. Por exemplo, o povo da Grécia
antiga afirmava que “o sangue continha algo maligno e que deveria ser libertado para que o doente
fosse curado”. (Barata, 2021) Embora este procedimento nao possua nenhum fundamento
cientifico, se interpretassemos esse raciocinio a luz do conhecimento atual, poder-se-a afirmar
que os analitos precisam de estar dentro dos limites de referéncia na corrente sanguinea para
haver um equilibrio saudavel.

Ao longo do tempo verificou-se uma evolugao do estudo do organismo humano e,
consequentemente, um desenvolvimento das técnicas laboratoriais e um aumento do nimero
de analitos investigados de modo acompanhar o progresso médico. Por isso, as analises
clinicas tém vindo a assumir uma importancia significativa e a ter um impacto crescente em
varios dominios, tais como a predisposicao, detecao precoce, diagnostico, personalizagao e
monitorizagao do tratamento. Desta forma, é imperativo haver um aperfeicoamento e
melhoria constante do conhecimento analitico e das técnicas laboratoriais, uma vez que todas
as informagoes que se podem obter através do diagnostico laboratorial sao cruciais para a
tomada de decisoes clinicas, servigos de saude, melhoria dos cuidados e, consequentemente,
para a saude e qualidade de vida da populagao.

Para minimizar a probabilidade de erros laboratoriais e aumentar a produtividade, a
utilizagao de métodos automaticos para processamento das amostras tem vindo a aumentar
cada vez mais. No entanto, isto nao dispensa que o técnico use o seu espirito critico e
compreenda o principio de funcionamento dos aparelhos para que consiga interpretar
corretamente os resultados.

Este estagio curricular surgiu no ambito do 2° ano do Mestrado em Andlises Clinicas
da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra. O estagio iniciou-se a 9 de janeiro de
2023 no Laboratério de Anilises Clinicas da Universidade de Coimbra (LACUC), sob a
orientagao da Professora Doutora Ana Miguel Matos e da Professora Doutora Cristina Luxo.

De facto, este estagio serviu para consolidar e aplicar as aprendizagens adquiridas
durante estes dois anos e, principalmente, alcancar competéncia técnica, profissionalismo,
rigor, responsabilidade e desenvolver a capacidade de trabalho em equipa. Para tal, durante
estes meses tive a oportunidade de contactar com cinco valéncias laboratoriais, hematologia,
bioquimica, imunologia, microbiologia e biologia molecular, nos quais aprendi a trabalhar com
os diversos equipamentos, executei as diferentes técnicas manuais, interpretei os resultados

obtidos e, ainda adaptei-me a dinamica e rotina de trabalho laboratorial.



O relatério apresentado reflete a minha experiéncia enquanto estagiaria no LACUC,
sendo nele abordadas as valéncias laboratoriais que desenvolvi durante estes 6 meses de

estagio, com especial destaque para as valéncias de Hematologia e Imunologia.

2. Caraterizacdo do Laboratorio de Estagio

O Laboratério de Analises Clinicas da Universidade de Coimbra (LACUC) localizava-
se no edificio da Faculdade de Farmacia desde 1983 e servia a populagao em geral, auxiliava a
formagao dos estudantes e apoiava a investigacao e estudos da comunidade académica.

Desde 2020, sob a diregao técnica da Professora Doutora Ana Miguel Matos, as
instalagoes reabriram no polo | no edificio da Faculdade de Medicina, para servir inicialmente
apenas o diagndstico e monitorizagao da infecao por SARS-CoV-2. Mais tarde retomou as
fungoes ja anteriormente realizadas, atuando nas diferentes valéncias laboratoriais: bioquimica,
hematologia, microbiologia e imunologia.

A equipa laboratorial é composta por uma equipa multidisciplinar, com farmacéuticos
especialistas em Analises Clinicas e técnicos superiores de saude.

Entre as 8.30h e as |6h de segunda a sexta é possivel fazer a colheita de sangue,
exsudados faringeos e nasais e recolha de outros produtos biologicos, como fezes, urina,
exsudados uretrais e vaginais, que auxiliam o rastreio, diagnéstico e monitorizagao clinica de
diferentes patologias.

O LACUC possui varios equipamentos que dao suporte as valéncias referidas
anteriormente, que estao indicados na Tabela |. Contudo, a area de microbiologia ainda
assenta em técnicas manuais, pelo que nao sao referidos equipamentos. No entanto, o LACUC
nao realiza todas as determinagoes analiticas e ensaios laboratoriais e, por isso, subcontrata

um laboratorio externo para a realizagao das mesmas.

Tabela I: Equipamentos usados no LACUC em cada area laboratorial e a sua técnica de determinagao.

Area Equipamento Metodologia
Bioquimica Arquithect c4000 Espetrofotometria
Abbot Imunoturbidimetria
Potenciometria
Imunologia VIDAS bioMérieux ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay)

CMIA (Chemiluminescent Microparticle
Arquithect i1000 Abbot

Immunoassay)
Hematologi
ematetogla DxH500 Beckman Principio de Coulter e Perda de Luz Axial
Coulter
Biologia . . .
Molecular Alinity m da Abbot Polymerase Chain Reaction em tempo real


https://www.biomerieux-nordic.com/product/mini-vidasr

3. Controlo de qualidade

Todos os laboratérios de andlises clinicas devem assegurar que os resultados analiticos
fornecidos ao utente e/ou clinico sejam o reflexo fidedigno da condigao clinica do utente.
Assim, a implementacao de um programa de controlo de qualidade num laboratério é
imprescindivel de forma que os resultados obtidos sejam uma ferramenta util para estabelecer
o correto diagnostico, tratamento e prognostico do utente. Deste modo, o controlo de
qualidade num laboratério de andlises clinicas engloba um conjunto de procedimentos que
visam assegurar a qualidade e fiabilidade dos resultados prestados aos seus utentes, sem
comprometer a sua seguranga, inclusive resolver as nao conformidades instauradas e
promover a melhoria continua. (Vieira et al,, 201 1)

Diariamente o LACUC tem o compromisso de garantir o sucesso e qualidade de todas
as areas laboratoriais ao longo das suas fases laboratoriais (pré-analiticas, analitica e pos
analitica) através de tarefas e procedimentos, que fazem parte do controlo de qualidade

interno e externo.
3.1 Controlo interno de qualidade

O controlo de qualidade interno (CQI) consiste num conjunto de praticas de controlo
e manutengoes didrias, semanais e mensais aplicadas aos procedimentos técnicos e
equipamentos em todas as areas laboratoriais, que permitem avaliar a precisao dos
procedimentos analiticos. Assim, esta avaliagdo torna-se importante para monitorizar,
identificar e verificar a ocorréncia de erros que possam afetar a precisao dos resultados. Na
eventualidade dos resultados do CQI serem discordantes dos valores esperados, pode-se
previamente instaurar agoes corretivas de modo a nao afetar os resultados determinados e
acoes para prevenir futuros erros. (Nichols, 201 1)

Esta avaliacao é de extrema importancia para melhorar de forma continua a qualidade

do servico prestado aos utentes.
3.2 Controlo externo de qualidade

O controlo de qualidade externo (CQE) consiste num programa interlaboratorial que
visa avaliar o desempenho do laboratorio, assim como os procedimentos realizados. (Badrick,
2021)

A exatidao dos resultados fornecidos pelo LACUC é assegurada pela participagao em
programas de Avaliagcao Externa da Qualidade (AEQ), e supervisionado, nomeadamente, pelo

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA).



Para a realizagao destas avaliagoes o INSA envia ao LACUC amostras que
posteriormente devem ser processadas como amostras normais, e os resultados obtidos
serao reportados via online. O INSA avaliara os resultados e emitira um relatério que é
comunicado a equipa técnica de forma a corrigir as eventuais falhas e implementar medidas

de melhoria.

4. Atividades desenvolvidas

4.1. Fase pré-analitica

De acordo com a Norma ISO 15189:2012 para acreditagao laboratorial, a fase preé-
analitica compreende as etapas desde solicitagao pelo clinico e requisicao do exame, a
preparagao do doente, a colheita da amostra primaria, até ao transporte ao laboratério e
termina quando comega o processo analitico. Admite-se que em qualquer uma destas etapas
pode ocorrer um erro que pode ter influéncia nos resultados obtidos. (Plebani et al., 2014)

Embora se tenha verificado uma diminuigao significativa do numero de erros a nivel
dos laboratérios clinicos, a fase pré-analitica continua a ser a fase mais vulneravel a ocorréncia
de erros. Cerca de 70% dos erros laboratoriais ocorridos sao erros pré-analiticos, sendo
crucial o laboratério implementar estratégias preventivas. Tendo em conta que cerca de 65%
dos dados laboratoriais afetam decisdes para o doente, como a medicagao, admissao ou alta
hospitalar, o trabalho realizado a nivel laboratorial tem impacto para a qualidade do servi¢co
prestado. (Rin, Da, 2009) Os erros pré-analiticos mais frequentes prendem-se com o
incumprimento das instrugoes de colheita, como o jejum adequado obrigatério ou toma de
medicamentos, incorreta identificagao dos tubos, contaminagao da amostra pelos aditivos
presentes no tubo e transporte inadequado e condi¢oes de armazenamento ineficazes. (Jafri
et al.,, 2022)

No LACUC, o servigo prestado ao utente inicia-se com a ativagao da prescrigao, a
inscricao do utente e o registo das analises requisitadas no sistema informatico de gestao

laboratorial designado por Appolo.

4.1.1 Amostras analisadas

Uma das amostras mais colhidas no LACUC é o sangue venoso. Existem diferentes
tubos de colheita (Tabela 2) que obedecem a um cédigo de cores universal, e que sao
escolhidos tendo em conta a andlise pretendida. O sangue é recolhido para os diferentes tubos
segundo uma ordem padronizada, de modo a evitar a contaminagao do sangue com os aditivos

presentes nos tubos e, consequentemente, a alteragao dos resultados analiticos. A ordem



correta de introdugao do sangue nos tubos € a seguinte: o tubo sem anticoagulante, o tubo
com EDTA, o tubo com citrato de sédio a 3,8% e, por fim, o tubo com citrato de sodio a
3,2%.

Assim, em cada tubo obtém-se produtos derivados da amostra diferentes que, por sua
vez, sao utilizados para fazer diferentes determinagoes analiticas, como demonstrado na

Tabela 2.

Tabela 2: Tubos utilizados no LACUC para colheita de sangue venoso e aplicagao dos diferentes produtos
obtidos nos respetivos setores.

Cor do Anticoagulante Proc.luto Setor/utilidade
tubo presente obtido
Vermelho Sem anticoagulante Soro Bioquimica e Imunologia
Hematologia
Velocidade de sedimentagio
Hemograma
*
Roxo EDTA Sangue total Eletroforose de hemoglobinas
Hemoglobina glicada
Esfregaco do sangue periférico
Provas de coagulacao
Azul Citrato de sédio (3,2%) Plasma UCH[pe ¢ Azl i (U1
Tempo de Tromboplastina ativada
(TTPa)
Preto Citrato de sodio Sangue total Velocidade df’ s?d‘lmentag:ao dos
(3,8%) eritrocitos

* EDTA (Acido etilenodiamino tetra-acético)

Para além do sangue venoso, o LACUC também procede a analise de outros produtos
biolégicos colhidos pelos técnicos, como exsudados da nasofaringe e orofaringe para
microbiologia e ainda, produtos colhidos pelo utente e, posteriormente, entregues no

laboratorio para andlise, como a urina, fezes e exsudados vaginais e uretrais.

4.2 Fase analitica

SETOR DE HEMATOLOGIA

O sangue é um tecido conjuntivo constituido por elementos celulares suspensos numa
matriz extracelular (plasma). (Betts et al., 2017) Os elementos celulares constituem cerca de
45% e o plasma cerca de 55% do volume total do sangue. O sangue desempenha inUmeras
fungoes, inclusivamente, o transporte de hormonas, nutrientes, produtos de excregao celular
e gases, defesa do organismo, distribuicao do calor e manutengao da homeostase. (VanPutte,

Regan e Russo, 2014)



Os elementos celulares que constituem o sangue sao os eritrocitos, os leucocitos e as
plaquetas. (VanPutte, Regan e Russo, 2014) O plasma é constituido principalmente por agua,
cerca de 92%, o que torna o sangue um tecido fluido com elementos celulares com capacidade
de circular por todo o organismo. O plasma também possui uma pequena percentagem de
substancias dissolvidas que estao presentes em diferentes proporgoes. (Betts et al., 2017) A
maioria desses componentes presentes no plasma sao proteinas, como a albumina, as
globulinas e o fibrinogénio, e em menor quantidade as hormonas, enzimas, proteinas
reguladoras, ides, gases dissolvidos (como o oxigénio e o didoxido de carbono), e outras
moléculas, como glucose, aminoacidos, lipidos e vitaminas. (VanPutte, Regan e Russo, 2014)

A hematopoiese € o processo pelo qual se produz continuamente sangue (Figura |) e
o local em que esta ocorre varia ao longo da idade. Durante o desenvolvimento uterino
realiza-se no saco vitelino, figado, bago e medula o&ssea pelas células estaminais
hematopoiéticas. Mas apos o nascimento, a hematopoiese realiza-se essencialmente na medula
ossea e alguns tecidos linfoides. Por fim no ser adulto, este processo esta confinado a medula
ossea de alguns ossos, como costelas, esterno, vertebras, pélvis e extremidades do fémur e
Umero. A hematopoiese inicia-se com a estimulagao da célula estaminal pluripotente (célula
indiferenciada) por fatores de crescimento hematopoiéticos. Em consequéncia da estimulagao,
a célula divide-se por mitose e origina duas células, uma delas ira substituir a célula estaminal
pluripontente que assegura a produgao de células hematopoéticas (self-renewal) e a outra
célula ira prosseguir o seu desenvolvimento e maturagiao até se transformar numa célula
progenitora de uma das linhagens (mieloide ou linfoide). O desenvolvimento, diferenciagao e
maturagao que ocorre ao longo da hematopoiese é regulado pela presenca fatores de
crescimentos hematopoiéticos especificos de cada linhagem. Deste modo, é possivel
direcionar a diferenciacao e maturagcio em dois tipos de linhagens diferentes. A linhagem
mieloide origina os eritrécitos, as plaquetas, os monodcitos e os trés tipos de leucocitos
granulares, neutrofilos, eosindfilos e basofilos. E a linhagem linfoide vai originar outros tipos

de leucécitos, como células B, células T e as células NK. (Hoffbrand e Moss, 2016)
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Figura |: Processo de hematopoiese na medula éssea.
Adaptado de Anatomy & Physiology, Betts, J. G., College, T. J., Desaix, P., Johnson, J. E., Wise, J. A, Womble, M., & Young,
K. A. (2013)

A. Amostra

Para a realizagao das atividades no setor de hematologia é necessario recolher o sangue

venoso através uma pungao na veia antecubital. (Bain et al.,, 2017) De acordo com o tipo de
analise requisitada sera necessario colher tubos contendo anticoagulantes diferentes.
As amostras de sangue periférico destinadas a realizagado do hemograma sao colhidas para
tubos contendo o anticoagulante EDTA tripotassico (EDTA-K3). Este anticoagulante é um
quelante de ides divalente, como o Ca*", que é um ido promotor da cascata de coagulagio.
Quando quelado pelo anticoagulante ha inibicao da formagao de coagulo e, assim obtém-se o
sangue total. Simultaneamente, o EDTA é um anticoagulante que preserva a morfologia dos
globulos vermelhos e leucocitos e facilita a contagem de plaquetas quando observado o
esfregaco do sangue periférico ao microscépio. (Bain et al., 2017)

Para a realizagao de provas de coagulagao é recomendado fazer a recolha do sangue
para um tubo com o citrato de sédio de modo a obter o plasma, apos a centrifugagao. Este
anticoagulante também inibe a cascata de coagulagio através da quelagio com o Ca* e o seu

efeito é revertido pela adigao de calcio ao plasma. (Bain et al., 2017)



B. Hemograma

Embora o hemograma seja uma analise que fornece um vasto numero de informagoes,
geralmente essas informagoes sao inespecificas. No entanto, o hemograma é um recurso
importante na avaliacao de diversas situagoes clinicas, como o diagnéstico, monitorizagao da
evolugao de anemias, doengas hematoldgicas, detecao de quadros infeciosos e monitorizagao
da terapéutica institucionalizada, desde que sejam conhecidas as fungdes celulares e os
mecanismos fisiologicos alterados. (Direcao-Geral de Saude, 201 1)

No LACUC, o hemograma constitui a analise hematologica laboratorial mais
requisitada. O hemograma ¢é realizado com recurso a um equipamento hematologico
automatico designado DxH50 (Beckman Coulter), que analisa os trés principais tipos de
células. (Beckman Coulter, 2022)

Este aparelho quantifica os eritrocitos, os leucocitos e as plaquetas através do Principio
de Coulter (impedancia). (Beckman Coulter, 2022) A quantificagao celular assenta no principio
de que as células, previamente suspensas numa solugao condutora, atravessam em linha uma
abertura com dois elétrodos produtores de corrente elétrica. A medida que cada célula
atravessa a abertura provoca um aumento da resisténcia elétrica que é traduzido num impulso
elétrico mensuravel. Tendo em conta que, cada célula que atravesse o orificio provoca um
impulso elétrico, o nimero total de impulsos elétricos produzidos corresponde ao niumero
de células quantificadas, enquanto a altura do impulso correlaciona-se com o volume celular.
O DxH500 também quantifica a hemoglobina por unidade de volume de sangue recorrendo a
um método espetrofotométrico. Apés lisar os eritrocitos, a hemoglobina é convertida a oxi-
hemoglobina estavel ou carboxiemoglobina (se presente), que é medido a 545 nm com recurso
a um LED. Adicionalmente, o analisador também carateriza os diferentes tipos de leucocitos
pela tecnologia de perda de luz axial, que permite distinguir os cinco tipos de leucdcitos.
Quando os leucocitos atravessam a abertura, interrompem o feixe de luz e, simultaneamente,
havera um sensor que deteta a luz dispersa durante a sua passagem pelo canal. Deste modo,
a cada alteragao detetada pelo sensor corresponde a um tamanho e complexidade que é
carateristico de um determinado tipo de leucocito. (Beckman Coulter, 2022; Brutis e Bruns,
2015)

Além dos valores referidos acima, o diagndstico preciso e o tratamento eficaz
dependem da valorizagao dos indices quantitativos, assim como dos aspetos morfologicos que
sao observados no esfregago e o conhecimento fisiopatologico das alteragoes

hematopoiéticas.



B.l Eritrocitos

Os eritrocitos sao as células sanguineas mais abundantes na corrente sanguinea, no
entanto, a sua quantidade varia consoante o género. Cada individuo produz diariamente cerca
de 10" eritrécitos, sendo o processo de eritropoiese estritamente regulado pela libertagao
da hormona eritropoietina pelo rim. A principal fungao dos eritrocitos é transportar o
oxigénio inalado pelos pulmoes para os tecidos do organismo e, complementarmente,
recolher o dioxido de carbono produzido a nivel dos tecidos e conduzi-lo para os pulmoes
para ser exalado. (Hoffbrand e Moss, 2016) Estas células nao tém nucleo e possuem a forma
de disco biconcavo. Além desta forma particular aumentar a razao area-volume, aumentando
a area disponivel para as tocas gasosas, também torna a célula mais flexivel permitindo alterar
a sua conformacao aquando da sua passagem pelos vasos de menor calibre. (VanPutte, Regan
e Russo, 2014)

Os reticulécitos sao células jovens precursoras dos eritrocitos maduros. Estas células
resultam da perda do nucleo e da maioria dos organelos pelo normoblasto tardio,
permanecendo, no entanto, o RNA ribossomico que ainda é capaz de sintetizar hemoglobina.
Esta célula é enviada para a corrente sanguinea e, apds cerca de dois dias torna-se madura,
uma vez que perde complemente o RNA. (Hoffbrand e Moss, 2016)

O principal componente dos eritrécitos € a hemoglobina, sendo produzida em menor
quantidade no eritroblasto e cerca de 35% pelos reticulécitos. A hemoglobina é constituida
por quatro cadeias proteicas, designadas por globinas, e cada globina esta ligada a um grupo
heme, que contém um atomo de ferro responsavel pela pigmentacao vermelha. Existem varias
formas de hemoglobina que diferem na composigao em aminoacidos e, consequentemente,
possuem diferentes graus de afinidade de ligagao ao oxigénio. A hemoglobina fetal (Hb F) e a
hemoglobina A2 (Hb A2) encontram-se em maior quantidade durante o desenvolvimento
uterino. Aos 3-6 meses apos o nascimento, e a partir dai, predomina no sangue a hemoglobina
A, que contém duas cadeias a e duas cadeias B (a,3;). No adulto mantém-se outros tipos de
hemoglobina, que nio possuem a cadeia beta, a Hb F (a,y,) e Hb A2 (a,6,), embora em menor
quantidade. (Hoffbrand e Moss, 2016) Apds cerca de 120 dias (4 meses) em circulagao, os
eritrocitos tornam-se frageis, e podem romper durante a passagem pelos capilares, pelo que
sao removidos pelos macrofagos presentes no figado, bago e medula éssea. No interior dos
macrofagos ocorre a degradagao da hemoglobina e libertam-se os elementos que a
constituem. As cadeias das globinas sao degradadas em aminoacidos que sao reciclados para a
sintese de novas proteinas e o ferro podera ser armazenado no figado e bago sob a forma de

ferritina para posteriormente ser usado na eritropoiese. A parte nao férrica do grupo heme é



convertida a biliverdina e, apos algumas reagoes, transforma-se em bilirrubina conjugada que

é facilmente eliminada na bilis e na urina. (Betts et al., 2017)

B.2 Leucocitos

Ao contrario dos eritrocitos, os leucocitos sao células com maiores dimensoes que
possuem nlcleo e organelos. (Betts et al., 2017) Existem diferentes tipos de leucécitos, cuja
fungao primordial é defender o organismo, quer seja através da destruicao e eliminagao dos
microrganismos invasores, remogao de células com muta¢oes no DNA, ou recolha do debris
celulares e células envelhecidas. (VanPutte, Regan e Russo, 2014) De modo a exercerem a sua
funcao, estas células tém a capacidade de abandonar da corrente sanguinea e deslocarem-se
para os tecidos (diapedese). (Betts et al., 2017) Os leucocitos podem ser classificados em dois
grupos principais, de acordo com a presenga ou auséncia de granulos no citoplasma: os
granulocitos e os agranuldcitos. Os granulocitos incluem os neutréfilos, os eosindfilos e os
baséfilos e sao células provenientes da linhagem mieloide, que contém granulos abundantes
no citoplasma e um nucleo lobulado. Os agranulécitos sao células com nicleo nao lobulado,
com granulos finos e pequenos no citoplasma. Os agranulocitos incluem os linfocitos e os
monocitos, provenientes da linhagem linfoide e mieloide, respetivamente. (VanPutte, Regan e
Russo, 2014)

Os neutrofilos estao presentes em maior quantidade no sangue periférico, cerca de
50-70% de todos os leucécitos, com 10-12 pm de diametro, cujo citoplasma possui numerosos
granulos finos e neutros, que quando corados adquirem cor clara rosa-avermelhada ou lilas.
O ndcleo, inicialmente em banda, torna-se lobulado, com 2-5 Iobulos unidos entre si por
filamentos finos. (Betts et al., 2017) Apos permanecer cerca de |12 horas na corrente sanguinea,
migram para os tecidos para combater uma possivel infe¢ao onde sobrevivem durante | a 2
dias. (VanPutte, Regan e Russo, 2014) Estas células respondem rapidamente ao local da infegao
e fagocitam eficazmente as bactérias em conjunto com a libertagao defensinas e lisozimas.
(Betts et al., 2017)

Os eosindfilos correspondem a 2-4% do total dos leucocitos e possuem atividade
antihistamina essencial para diminuir atividade inflamatoria, mas também libertam moléculas
toxicas contra parasitas e fagocitam eficazmente quando os anticorpos se ligam ao alvo e
formam um complexo antigeno-anticorpo. (Betts et al., 2017) Estes elementos celulares
possuem 12-17 pm de diametro, o seu nucleo possui 2 a 3 I6bulos e o citoplasma contém
granulos grandes que coram com a eosina (corante acido), tornando-os com cor vermelho-

alaranjado. (Bain et al., 2017)



Os basofilos sao o tipo de leucocitos mais raros em circulagao (<1%) e possui 8-10 pm
de diametro. (VanPutte, Regan e Russo, 2014) O nucleo denso, irregular e compacto, é
bilobado. O citoplasma contém granulos de histamina e serotonina com tamanho variavel e
que coram de azul ou pUrpura, sendo que muitas vezes se sobrepoem ao nicleo, podendo até
dificultar a sua visualizagao. No citoplasma pode ainda observar-se vacuolos que se devem a
sua desgranulagao. (Bain et al., 2017) Estas células desgranulam e libertam mediadores que
intensificam a resposta inflamatéria, como histamina, mas também libertam heparina que
impede a coagulacao sanguinea. (VanPutte, Regan e Russo, 2014)

Os monodcitos medem cerca de 12-20 ym, com citoplasma cinza-azulado, podendo
conter vacuolos finos e nimero variavel de granulos azurdfilos. (Hoffbrand e Moss, 2016) O
nucleo nao segmentado é grande e curvo, em forma de ferradura. A cromatina é mais fina e
mais uniformemente distribuida do que nos neutréfilos. (Bain et al., 2017) Apds cerca de 3
dias na corrente sanguinea, estas células saem da circulagao e deslocam-se para os tecidos,
onde se transformam em macrofagos. Nos tecidos, os macrofagos fagocitam detritos,
microrganismos estranhos e células mortas, desgastadas ou danificadas. Além disso, os
macroéfagos libertam defensinas antimicrobianas e produtos quimicos quimiotaticos. No
entanto, alguns macroéfagos ocupam locais fixos nos tecidos. (VanPutte, Regan e Russo, 2014)

Os linfocitos podem ter dimensoes variaveis (6 a 14 ym), com uma relagao nucleo-
citoplasma menor e, ocasionalmente, possuir alguns granulos azurdfilos. (Betts et al., 2017)
Por vezes, o citoplasma é quase impercetivel, observando-se apenas um fino anel em redor
do nucleo. (VanPutte, Regan e Russo, 2014) O nucleo redondo é notavelmente uniforme em
tamanho (cerca de 9 pum de didmetro) e possui a cromatina homogénea com alguma

aglomeragao na periferia nuclear. (Bain et al., 2017)

B.3 Plaquetas

Os megacariocitos sao células de grandes dimensoes, com cerca de 50 a 100 ym de
didmetro, que possuem um unico nucleo lobulado. Apds fragmentagao na medula dssea, esta
célula liberta para a corrente sanguinea cerca de 1.000 a 5.000 fragmentos do seu citoplasma,
designados de plaquetas. (Hoffbrand e Moss, 2016) Os megacariécitos remanescentes, que
sao pouco mais que um nucleo celular, sao removidos pelos macrofagos. (VanPutte, Regan e
Russo, 2014) As plaquetas sao pequenos fragmentos resultantes da fragmentagao do
citoplasma dos megacariocitos, com cerca de 2—4 pym de diametro, em forma de disco, que
possuem contorno irregular com finos granulos vermelhos. (Betts et al.,, 2017)

Depois de entrar na circulagao sanguinea, uma parte das plaquetas migra para o bago,
para ai ser armazenada. Em caso de rutura de um vaso sanguineo, essas plaquetas sao libertadas



novamente para o sangue ou apos cerca de |0 dias, sao fagocitadas por macrofagos. (VanPutte,
Regan e Russo, 2014)

As plaquetas intervém na manutencao da homeostasia aquando de um dano num vaso,
mas também na reparagao do tecido lesionado. (Betts et al, 2017) Para a realizagao das suas
fungoes, é crucial que as plaquetas possuam proteinas e glicoproteinas na sua membrana
celular, responsaveis pela agregagao entre si e adesao ao tecido lesado, A presenca de granulos
citoplasmaticos com diferentes proteinas desempenham um papel na formagao do coagulo e

o citoesqueleto, como miosina e actina. (Hoffbrand e Moss, 2016)

C. Esfregaco do sangue periférico

Com o desenvolvimento de analisadores automatizados para quantificar e caracterizar
as células presentes no sangue, a realizagao de esfregagcos do sangue periférico (ESP) tem vindo
a diminuir na pratica laboratorial. No entanto, a sua avaliagdo nao deixa de ser uma pega
fundamental para completar o estudo hematoldgico, pois permite confirmar os dados
fornecidos pelo aparelho e obter dados adicionais para auxiliar o diagnéstico ou monitorizagao
de patologias. Assim, o ESP efetua-se caso seja requisitado pelo médico ou quando surgem
alteragoes inesperadas relativas as contagens e/ou parametros hematolégicos notificados pelo

analisador automatico.

A observacao do sangue periférico ao microscépio permite quantificar o niumero de
células, avaliar a morfologia celular, verificar a presencga de células imaturas e, ainda, detetar a
presenga de microrganismos, como por exemplo Plasmodium spp. No LACUC, o esfregaco do
sangue periférico é realizado manualmente a partir de uma amostra de sangue total
anticoagulado com EDTA. Seguidamente os esfregagos sao fixados e, tendo em conta o
objetivo do mesmo, pode realizar-se duas coloragoes: a coloragao de May-Grunwald-Giemsa
e a coloragao azul de cresil supra vital que servem para visualizar as células do sangue
periférico e os reticulocitos, respetivamente. (Bain, 2015)

Relativamente a coloragao de May-Grunwald-Giemsa possui dois corantes, o azul de
metileno que é um corante basico que cora de azul-pUrpura os componentes acidos das
células, como o RNA e os granulos basofilos, enquanto, a eosina, um corante acido, cora de
vermelho-alaranjado os componentes celulares basicos, como a hemoglobina e os granulos
eosinofilicos. A observagao do ESP avalia os trés tipos elementos celulares. Na linhagem
vermelha é importante observar a presenca de alteragoes morfologicas, como a cor, tamanho,

agrupamento, inclusdes e maturagao. Relativamente a série branca, tem-se em conta a



contagem diferencial e maturidade das células. Na linhagem plaquetaria, deve-se ter em conta
o tamanho, presenca de agregados e suas alteragoes se presentes. (Bain et al., 2017)

Por outro lado, a coloragao de azul de cresil supra vital serve fundamentalmente para
visualizar os reticulécitos no esfregaco do sangue periférico. O corante azul de metileno novo
€ um corante basico com afinidade para os ribossomas remanescentes, precipitando granulos
ou filamentos de RNA corados de um azul intenso, enquanto o citoplasma da célula cora de
cinzento. Através desta coloragao, é possivel verificar o estagio de maturagao dos
reticuldcitos, uma vez que quanto maior a maturidade celular, menor sera a presenga dos
precipitados azuis. (Bain et al, 2017) O numero dos reticulocitos presentes no sangue
periférico é um reflexo da capacidade eritropoética da medula 6ssea. Por esse motivo, a
contagem de reticuldcitos ao microscopico é importante para distinguir situacoes de anemia
aplasica ou anemias regenerativas. Se o numero de reticul6citos estiver baixo, significa que a
medula nao estd a conseguir realizar a eritropoiese eficazmente, podendo tratar-se de uma
anemia aplasica. Pelo contrario, se os valores de reticulocitos estiverem dentro dos valores
normais, significa que a medula consegue realizar a eritropoiese, podendo ser uma anemia

regenerativa. (Hoffbrand e Moss, 2016)

D. Alteracdes das linhagens celulares
D. | Alteracoes dos eritrocitos

As alteragoes do tamanho, da forma, ou do nimero de eritrocitos e da quantidade de
hemoglobina presente nos mesmos sao importantes para inferir o estado de salde de um
individuo. (Betts et al., 2017)

A perda de sangue, a eritropoiese deficiente e destruicao excessiva de eritrécitos sao
fatores que podem provocar anemia. (Rodak e Carr, 2017) A anemia carateriza-se pela
diminuicao da concentragao de hemoglobina no sangue. Para além de haver uma diminuigao
dos niveis de hemoglobina, também pode haver uma diminuicao do numero de eritrocitos e,
consequentemente, uma diminui¢cao do hematoécrito. (Hoffbrand e Moss, 2016) Existem varios
tipos de anemias (esquematizado na Tabela 3) cuja classificagao é baseada nos valores dos

indices hematologicos, que estio indicados na Tabela 4.



Tabela 3: Classificagao do tipo de anemias com base nos indices eritrocitarios e os principais tipos de anemias.

Tipo de Anemia indices hematolégicos Tipos de anemias

Microcitica VCM< 80 fl Anemias sideroblasticas

Anemias ferropénicas

Hipocrémica HCM< 27 pg .
Talassémias
Anemias hemoliticas
Normocitica 80<VCM< 96 fl Doencas renais
Normocrémica 27<HCM< 33 pg Anemia das doencas cronicas
Perda de sangue aguda
Anemia megaloblastica:
deficiéncia por vitamina B12 e
Macrociticas VCM >96 fl acido folico

Anemia nao-megaloblastica:
alcool, doenga hepatica,
anemia aplastica
Adaptado de: Hoffbrand, A. V. e Moss, P. A. H. - Essential haematology (201 I).

De acordo com valores de volume corpuscular médico (VCM), as anemias podem ser
classificadas em anemias microciticas, normociticas e macrociticas, ou anemias hipocrémicas
e normocromicas dependendo dos valores de concentragao de hemoglobina presente nos
eritrocitos (CMCM). Além destes dois indices hematologicos, o valor de distribuigao do
volume de eritrocitos (RDW) traduz o grau de variagao dos tamanhos dos eritrocitos
(anisocitose) (Bain et al., 2017). Contudo, a determinagao de outros parametros analiticos €
fundamental para completar as informagoes que sao transmitidas pelo hemograma e pelo
esfregaco do sangue periférico e, assim, determinar a possivel causa de anemia.

De modo a completar as informagoes obtidas pelo hemograma e ESP e confirmar a
origem da anemia, o clinico também pode pedir a avaliagao do ferro, ferritina, vitamina B-12,
acido folico e testes de avaliagao renal, e ainda a contagem de reticuldcitos presentes no
sangue periférico.

Nem todas as alteragoes morfoldgicas dos eritrocitos decorrem de situagoes que
afetam a produgao de hemoglobina, por exemplo, ha alteragoes genéticas que afetam a sintese
de proteinas da membrana ou das cadeias globinicas, e que podem resultar na alteragao dos
indices hematologicos. (Bain et al., 2017)

A observagao do esfregago do sangue periférico permite identificar eritrocitos com
diferentes formas, tamanhos, e a cor dos eritrocitos. Mas também permite detetar a presenga
de agrupamentos celulares e inclusdes citoplasmaticas presentes nos eritrocitos, que podem
ser sugestivos de determinadas patologias. (Rodak e Carr, 2017)

Um aumento do nimero de eritrocitos, designado por policitémia ou eritrocitose,

também pode ocorrer, e é acompanhado pela elevacao do hematécrito. A policitémia pode
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dever-se a uma situagao nao fisiopatologica, quando se trata de uma desidratagao que diminui
o volume plasmatico, por exemplo. (VanPutte, Regan e Russo, 2014) No entanto, também
pode dever-se a situacao fisiopatoldgica, designadamente a policitemia vera, que é um tipo de
doenga associada a medula éssea caraterizada pela produgao excessiva de eritrécitos imaturos.
(Prchal, 2001) A policitemia pode ser uma situagao clinica grave, pois como aumenta a
viscosidade do sangue conduz a uma redugao do fluxo sanguineo e ao desenvolvimento de

hipertensao. (VanPutte, Regan e Russo, 2014)

Tabela 4: Parimetros eritrocitarios determinados pelo analisador automatico DxH500.

Parametro hematolégico Significado

Contagem dos eritrocitos ou

Red blood Cell (RBC) Corresponde ao numero total de eritrocitos por microlitro de sangue.

Concentragao total de hemoglobina presente na amostra de sangue,

Hemoglobina (Hb) expressa em g/dL.

Representa a porcao de eritrécitos presente no volume total de sangue,

Hematoécrito (HCT)* o
expresso em percentagem (%)

Volume Corpuscular (VCM) Representa o volume médio dos eritrocitos, expresso em fentolitros (fL).

Hemoglobina Corpuscular Corresponde a quantidade média de hemoglobina presente em cada
(HCM) * eritrocito, expresso em picrogramas (pg)

Concentracio de
Hemoglobina Corpuscular
Média (CHCM) *
Distribuicio do Volume de Avalia o indice de anisocitose, ou seja, a variagao do tamanho dos
Eritrécitos (RDW) * eritrocitos, expresso em percentagem (%).

*Parametros calculados pelo analisador a partir da contagem dos eritrocitos.

Concentragao hemoglobina presente em cada eritrocito, o valor é
apresentado em g/dL.

D.2 Alteracoes dos leucécitos

Alteragoes relativas ao numero e alteragdbes morfolégicas da série branca sao
importantes para fazer o diagnodstico e prognoéstico de algumas patologias.

Se o numero de leucocitos for superior aos valores de referéncia para o sexo e idade
denomina-se por leucocitose. Se houver uma diminuicao da sua contagem designa-se por
leucopenia. No entanto, em ambas as situagoes deve-se ter em consideragao a contagem
diferencial de cada tipo de células, uma vez que as altera¢oes presentes podem decorrer de
uma resposta imune ou situagoes fisiopatologicas (Tabela 6). (Bain, 2015) De modo a
completar a informagao clinica do hemograma, a observacio de possiveis alteragoes
morfoldgicas no esfregago no sangue periférico pode ser indicativa de alguma situagao clinica.
(Bain, 2015)

Os neutrofilos podem conter granulagoes téxicas, com aumento da quantidade de

granulos e coloragao mais densa, que pode ser indicativo de infecao bacteriana ou até de
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anemias aplasicas. A presenga de neutrdfilos hipogranulares e agranulares pode ocorrer em
sindromes mielodisplasicas e alguma formas de leucemia mieloide. A nivel nuclear podera
haver alteragoes na segmentagao, com hiposegmenta¢ao ou hipersegmentacao, que poderao
ser sugestivas de doengas congénitas e/ou doengas cronicas. (Rodak e Carr, 2017)

Os basofilos e eosindfilos também poderao apresentar alteragoes dos seus granulos,
nomeadamente hipogranulares como acontece em algumas sindromes mielodisplasicas,
respetivamente. (Bain, 2015)

Relativamente aos linfécitos, em algumas infegoes virais, como mononucleose infeciosa,
podem-se observar linfocitos reativos, também designados por linfocitos atipicos ou linfocitos
transformados. (Rodak e Carr, 2017) Normalmente apresentam um tamanho superior e o
citoplasma abundante, muitas vezes vacuolizado, com aparéncia “recortada” na periferia que

pode ter uma cor mais intensa. O nucleo destas células tem, normalmente, uma cromatina

mais fina. (Simon, 2003)

Tabela 5: Alteragoes quantitativas relativas aos leucocitos e as principais situagdes clinicas associadas.

Tipo de ~
I,) Alteracao . ~ -
célula . . Situac¢oes clinicas
e quantitativa
leucocitaria

Neutrdéfilo Aumento . . . . -
Algumas doengas mieloproliferativas e algumas leucemias, infegoes,
queimaduras, traumas, cirurgias e doencas inflamatorias, como febre
reumatica.

Diminuigao . ~ , . .
Administragao de farmacos, doengas autoimunes, como lUpus
sistémico eritematoso e infe¢des virais, como HIV.

Basdfilo Aumento . . . . .
Doengas mieloproliferativas como, policitémia vera e leucemia
mieloide, alergias infegoes parasitarias e hipotiroidismo.

Eosindfilo Aumento . . ~ - . . e
Condigoes alergias, infegoes parasitarias, leucemias eosinofilicas e
algumas doengas autoimunes como, sindrome hipereosinofilica
idiopatica.

Diminuigao . ~ .
Administracao prologada de esteroides e stress.
Linfécito Aumento ~ . .
Infecoes virais e alguns tipos de cancro.
Diminuigao , . . ~ . ~ .
Doengas cronicas, imunossupressao como infecao por HIV e terapia
com esteroides.

Mondcito Aumento . . L .

Algumas infe¢oes croénicas bacterianas, como tuberculose, doengas

inflamatorias crénicas como, doenca de Crohn e artrite reumatoide,

algumas formas de leucemia e infe¢bes por protozoarios.
Diminuicao

Supressao da medula 6ssea.



D. 3 Alteracdes das plaquetas

De acordo com a contagem das plaquetas fornecidas pelo DXH500 pode-se distinguir
duas situagoes: a trombocitopenia e a trombocitose. (Betts et al., 2017)

Na presenca de uma trombocitopenia deve-se fazer o esfregaco do sangue periférico, de modo
a distinguir uma falsa trombocitopenia (pseudotrombocitopenia) de uma verdadeira
trombocitopenia.

A falsa trombocitopenia pode-se verificar na presenca de codagulos sanguineos na
amostra, formacao de agregados plaquetares ou satelitismo plaquetario (as plaquetas aderem
a superficie dos neutrofilos) que sao visiveis no esfregaco do sangue periférico ao microscopio.
(Bain et al., 2017) Tecnicamente, quando passa um agregado de plaquetas pela abertura do
analisador hematolégico, apenas ha emissao de um pulso elétrico, assim o analisador apenas
quantifica como uma Unica plaqueta, no entanto, estes agregados nao refletem alteragoes na
coagulagao ou fungao plaquetar. (Bain et al., 2017) Embora o EDTA nao promova a aglutinagao,
em algumas amostras colhidas com este anticoagulante podera ocorrer agregaciao das
plaquetas, no entanto, quando se observa o ESP verifica-se uma contagem normal das
plaquetas. Para resolver esta situagao, pode ser solicitada uma nova colheita em citrato de
sodio e rapidamente analisada. (Bain et al., 2017) Pode ainda ocorrer, embora raramente, o
satelitismo plaquetar que resulta da ativagao das plaquetas por anticorpos, que promove a
aderéncia a neutrofilos. (Bain, 2015; Dusse, Vieira e Carvalho, 2004)

No entanto, uma verdadeira trombocitopenia pode ocorrer em virtude de diversas
circunstancias: a diminuicao da producao de plaquetas; o aumento da sua destruicao devido
a produgao de autoanticorpos, como na purpura trombocitopénica imune; infegoes, como a
provocada pelo virus da imunodeficiéncia humana (VIH); quimioterapia; excesso de ingestao
de dlcool e ingestao de farmacos, como diuréticos. (Bain, 2015)

A trombocitose pode ocorrer em consequéncia de alteragoes hereditarias, como no
gene trombopoietina (TPHO), em consequéncia de deficiéncia de ferro, elevada perda de
sangue resultante de traumas e cirurgias, esplenectomia e hipoesplenismo, administragao de
trombopoietina, infe¢coes e inflamagoes e em consequéncia de algumas fisiopatologias, como
alguns casos de neoplasias mieloproliferativas. (Bain, 2015)

Existem outros parametros que refletem a morfologia das plaquetas, o volume
plaquetar médio (VPM) e a distribuicao da largura média (PDWV) que também sao informagoes
calculadas pelo analisador que refletem o tamanho e o grau de anisocitose plaquetar,
respetivamente. Embora sejam valores de referéncia que variam consoante o analisador, estes

parametros podem ser orientadores da causa da alteragao plaquetar. (Bain, 2015)



E. Velocidade de sedimentacao dos eritrocitos

A velocidade de sedimentagao dos eritrocitos (VS) corresponde a taxa de
sedimentagao dos eritrocitos presentes numa amostra de sangue durante | hora. (Aytekin,
2018) A VS, frequentemente requisitada por médicos, é uma forma facil e acessivel de
proceder ao diagnostico e monitorizagao do estado inflamatorio agudo ou crénico. (Kim et
al,, 2018)

O processo de sedimentagao dos eritrocitos compreende trés fases. Na primeira fase,
os eritrocitos dispersos no plasma comeg¢am a formar agregados, sendo a sua formagao
proporcional a quantidade de proteinas plasmaticas e a diminuigdo do hematocrito. Numa
segunda fase, os agregados comeg¢am a sedimentar, sendo a velocidade de sedimentagao
influenciada pelo tamanho do agregado. A terceira fase € essencialmente caraterizada pela
compactagao, uma vez que a velocidade de sedimentagao vai diminuindo e os agregados estao
na sua maioria depositados no fundo. (Higuchi e Watanabe, 2022)

A VS dos eritrocitos € uma determinagao analitica influenciada por varios fatores, e
podera estar alterada em situagoes nao patoldgicas, como idade, género, ciclo menstrual ou
terapéutica medicamentosa ou em situagoes patologicas, como anemia, artrite reumatoide,
lGpus eritematoso sistémico, neoplasias malignas e infegoes. (Olshaker e Jerrard, 1997)
Embora seja um ensaio inespecifico, a VS pode ser clinicamente relevante para situagoes
clinicas associadas ao aumento de proteinas de fase aguda. No entanto, o facto de a VS se
apresentar normal nao significa que se possa descartar a hipétese de doenga ou infegao. (Bain
et al., 2017; Santos, Cunha e Cunha, 2000)

O aumento de proteinas plasmaticas de fase aguda, como a proteina C reativa, o
fibrinogénio, a haptoglobina, a al-glicoproteina acida e a ceruloplasmina ou a diminui¢ao da
albumina, a diminuicao do hematocrito e ainda a morfologia das hemacias sao fatores que
alteram a VS, aumentando-a. (Higuchi e Watanabe, 2022) Em situagoes de resposta de fase
aguda, aquando da inflamagao, verifica-se um aumento dos leucécitos, mas também destas
proteinas. Em elevada quantidade, as proteinas interagem com os eritrocitos, facilitando a
formagao de agregados e agrupamentos em ‘“rouleaux”, levando a que rapidamente se
depositem relativamente aos eritrocitos individuais devido as forgas de gravidade. (Kumar,
Abbas e Aster, 2013)

A VS pode estar diminuida em situagoes de policitemia, hipofibrinogenemia,
insuficiéncia cardiaca congestiva e em situagoes de alteragoes morfoldgicas dos eritrécitos,

como poiquilocitose, esferocitose ou presenga de células falciformes. (Bain et al., 2017)



No LACUC, a determinagao da VS é realizada através de uma técnica manual, em que
o sangue total é introduzido num tubo colocado na vertical como representado na Figura 2.
Ao longo do tempo, os eritrocitos depositam-se no fundo do tubo gradualmente e, apos |
hora, é verificado o volume de hemacias depositado. Posteriormente, o resultado da VS é

expresso em ml por hora.

5 Figura 2: Técnica manual para determinar a velocidade de
- sedimentagdo. Neste exemplo, o valor obtido foi de 36 mm/h,
' que esta acima do valor de referéncia (fotografado no LACUC).

F. Grupos sanguineos

As primeiras transfusoes de sangue em humanos eram procedimentos arriscados até a
descoberta dos principais grupos sanguineos. Até entao, ocorriam reagoes transfusionais,
como coagulagao ou até mesmo a morte do recetor, quando o tipo de sangue transfundido
no paciente era incompativel com o seu préprio sangue. Em 1900, Karl Landsteiner descobriu
que era possivel combinar os tipos sanguineos de doadores e recetores e prevenir reagoes
transfusionais e mortes. (Bain et al., 2017)

Os eritrocitos possuem diferentes proteinas e hidratos de carbono na superficie da
membrana, designados por antigénios. Desta forma, a determinagao do grupo sanguineo de
um individuo consiste na pesquisa e identificagao desses antigénios. Note-se que, o grupo
sanguineo é determinado geneticamente. Embora seja possivel classificar os grupos sanguineos
de acordo com varios sistemas, o sistema ABO e Rh sao os mais importantes clinicamente.

(Pourazar, 2007)

F.l Sistema ABO

A determinagao do sistema ABO destina-se a pesquisa da presen¢a dos antigénios

glicoproteicos A (N-acetilgalactosamina) e B (D-galactose) na superficie da membrana dos
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eritrocitos. Neste sentido, os individuos que possuam o antigénio A na membrana dos
eritrocitos pertencem ao grupo A, enquanto os individuos que possuam o antigénio B
pertencem ao grupo B. Os individuos que possuam os dois antigénios sao do grupo AB e caso
nao possuam nenhum dos antigénios, pertencem ao grupo 0. (Betts et al., 2017)
Normalmente, os anticorpos desenvolvem-se contra um dado antigénio se houver
exposi¢ao prévia a esse antigénio. No entanto, no sistema ABO, sem haver exposicao prévia,
os individuos do grupo A possuem anticorpos anti-B no plasma e os individuos do grupo B
possuem anticorpos anti-A. Por outro lado, individuos AB nao possuem anticorpos contra
esses antigénios e os individuos 0 tém ambos os anticorpos. (Betts et al., 2013) Uma possivel
justificacao para tal sera o facto que antigénios A e B, presentes em alimentos e bactérias do
trato gastrointestinal, embora diferentes daqueles que estao nas hemacias, estimulam a
producao de anticorpos anti-A e anti-B. Esta hipotese é corroborada pelo facto de aos 2 meses
de vida de um individuo ainda nao haver estes anticorpos no plasma. (VanPutte, Regan e

Russo, 2014)

F.2 Sistema Rh

Relativamente ao sistema Rh, este engloba cerca de 50 antigénios que sao expressos
na membrana dos eritrocitos, porém os antigénios D, C, c, E e e sao os mais frequentemente
identificados. O antigénio D é mais frequentemente associado a patologias devido a sua alta
imunogenicidade. Assim sendo, um individuo é Rh positivo se possuir o antigénio D na
superficie membranar dos eritrocitos ou Rh negativo se o antigénio D estiver ausente.
(Pourazar, 2007)

Ao contrario do sistema ABO, os anticorpos contra o antigénio D raramente ocorrem
naturalmente, ou seja, apenas se desenvolvem se houver contacto sanguineo de um individuo
Rh negativo com sangue Rh positivo (sensibilizagao). (Betts et al, 2017) A produgao de
anticorpos contra o antigénio D tem especial importancia, por exemplo, quando uma gravida
gera um feto Rh positivo. Nesta gravidez, a mae desenvolve anticorpos contra os antigénios
D do feto. Numa préoxima gravidez, se gerar um feto Rh positivo, os anticorpos produzidos
na gravidez anterior podem reconhecer o antigénio D, tendo como consequéncia a doenga
hemolitica do recém-nascido. (Avent e Reid, 2000)

Normalmente, o sistema ABO e Rh sao determinados em conjunto laboratorialmente.
Para ambos os sistemas sanguineos sao efetuados ensaios imunohematologicos, que assentam

no principio da detegao do complexo antigénio-anticorpo. Assim, se houver reconhecimento
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e aglutinagao do anticorpo com o antigénio observa-se a aglutinagao dos eritrocitos. Em
virtude deste principio, a presenca de aglutinagao revela um teste positivo.

No LACUC, o sistema ABO e Rh sao determinados pela da prova globular, ou seja,
pesquisa de antigénios no sangue total. No entanto, pode-se proceder a realizagao da prova
sérica para a pesquisa os anticorpos no plasma ou soro, para confirmar o resultado inferido
previamente pela prova globular.

Na realizagao do teste para determinagao do grupo Rh deve-se ter em atengao ao
resultado principalmente quando nao se verifica a formagao de agregados eritrocitarios. Pois,
o facto de nao se observar agregados nao significa que o individuo seja Rh negativo, uma vez
que pode haver uma fraca expressao do antigénio D e a aglutinagdo formada nao ser tao
evidente. (Jala et al., 2021) Assim, para confirmar o fator Rh faz-se o teste do D fraco ou DO
Du, que tal como nos ensaios anteriores, se baseia na detecio do complexo antigénio-

anticorpo e, portanto, o teste é positivo se houver aglutinagao dos eritrocitos.

Tabela 6: Presenca dos diferentes antigénios a superficie dos eritrécitos de acordo com os diferentes grupos
sanguineos, os sistemas ABO e Rh.

A" A B* B~ AB" AB- 0° 0-

Antigénio A + + - - + + - -
Q
< Antigénio B - - + % 4 + - -
o]
£ Anticorpo
g Anti-A o A A - - + o+
@ Anticorpo

Anti-B S A L A B - | *

o}
£ c .
S Antigénio D + - + - + - + -
(2]}
2

Caso Clinico |

No dia 22 de fevereiro, um individuo do sexo masculino dador de sangue, dirige-se ao
LACUC para a determinagao do grupo sanguineo. O individuo tinha a informagao prévia de
que pertencia ao grupo B e Rh positivo.

Procedeu-se a determinagao do grupo sanguineo relativamente ao sistema ABO e ao

sistema Rh, cujos resultado obtidos estao ilustrados nas imagens abaixo.
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Figura 3: Determinagio do sistema ABO do utente.
Determinagio do sistema ABO do utente. Da
esquerda para a direita, tem-se a lamina |, na qual foi
adicionado o reagente anti-A; na lamina 2 foi
adicionado o reagente anti-B e na lamina 3 adicionou-
se o reagente anti-AB. A presenga de aglutinagao
(fotografado no LACUC).

Reagente C Anti-D Reagente T Anti-D

Figura 4: Determinagdo do sistema Rh do utente.
Determinagao do sistema Rh do utente. Da esquerda
para a direita, tem-se a lamina |, em que se adicionou
o reagente T (anti-D da casa comercial T), e na
lamina 2 foi adicionado o reagente C (anti-D da casa
comercial C). Em ambas as laminas, nao se verificou
a presenca de aglutinagdo (fotografado no LACUC).

Relativamente ao sistema ABO (Figura 3), apos a adigao do reagente anti-A na lamina |
nao se observou a presenga de aglutinagao dos eritrécitos com o anticorpo anti-A, pelo que
se pode concluir que os eritrocitos nao possuem antigénio A a sua superficie. Na lamina 2,
quando adicionado o reagente anti-B observou-se a aglutinagao dos eritrocitos com anticorpo
anti-B, podendo-se concluir que o individuo possui o antigénio B na sua superficie. Quando
adicionado o regente anti-AB na lamina 3 ocorre aglutinagao, uma vez que os anticorpos anti-
B adicionados reconhecem o antigénio B na superficie dos eritrécitos e, por isso, ocorre
aglutinagdo. Tendo em conta, estes dois resultados poder-se-a concluir que o individuo
pertence ao grupo B.

Relativamente a determinacao do sistema Rh (Figura 4), verificou-se auséncia de
aglutinagao em ambas as laminas, o que numa visao inicial poder-se-a deduzir que os eritrocitos
do individuo nao expressao antigénio D e, por isso, nao ocorre aglutinagao. No entanto, deve-
se descarta a hipotese de haver uma fraca expressao do antigénio D na superficie dos
eritrocitos e, por isso, foi realizado o teste do D fraco. Para a realizagao do D fraco utilizou-
se dois reagentes diferentes de anti-D, o reagente T e o reagente C, e os resultados obtidos

foram discordantes, como evidenciado na imagem abaixo.
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Reagente C Anti-D Reagente T Anti-D

Figura 3: Resultado obtido resultante da realizagdo do teste do D fraco.

No tubo | (esquerda) utilizou-se o reagente C e observou-se a aglutinagdo dos anticorpos com o
antigénio D na superficie dos eritrécitos. No tubo 2 (direita) utilizou-se o reagente T e nao se
observou aglutinagdo. (fotografado no LACUC)

Quando se utilizou o reagente C verificou-se a presenca de aglutinagao, sugerindo que
os eritrocitos possuem antigénio D na sua superficie, contrariamente a utilizagao do reagente
T. Este resultado pode dever-se ao facto de que os reagentes C e T detetam diferentes

epitopos, isto &, diferentes regides do antigénio D.

G. Hemostase

Quando ocorre uma lesao dos vasos sanguineos ha uma perda de sangue, que caso nao
seja interrompida pode conduzir a perda de elevadas quantidades e, consequente diminui¢ao
da pressao sanguinea. No entanto, o nosso organismo tem a capacidade de interromper a
perda de sangue e manter a hemostase. (VanPutte, Regan e Russo, 2014) No processo de
hemostase intervém trés mecanismo que limitam a perda de sangue: a constricao do musculo
liso da parede do vaso; a formagao do tampao plaquetario e a formagao do coagulo sanguineo.
(Betts et al., 2017)

Em resultado da lesao, ha exposicao do fator de von Willebrand (VWF), que é uma
proteina sintetizada pelas células endoteliais e pelos megacariécitos, que medeia a adesao das
plaquetas ao colagénio exposto pelos vasos, e é importante para desencadear a formagao do
coagulo. Além disso, também as plaquetas se agregam entre si através da ligagao dos recetores
GPIIb/llla a0 VWEF e ao fibrinogénio. Durante este processo também sao libertados contetidos
que estao presentes nos granulos, como ADP, serotonina, prostaglandinas e tromboxanos que
também contribuem para agregacao plaquetar. (Hoffbrand e Moss, 2016)

Os processos de adesao e agregagao sao mecanismos, importantes para a formagao
do tampao plaquetar, que visam diminuir a perda de sangue e manter a integridade do vaso.
(Hoffbrand e Moss, 2016) Estes mecanismos anteriores embora reparadores nao sao

suficientes, sendo necessario a etapa da coagulagao, para tornar o processo de reparo mais
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duradouro e eficaz. (Betts et al., 2017) O processo de coagulagao envolve duas vias diferentes,
a via intrinseca e via extrinseca. Em ambas as vias da-se por proteolise a ativagao de compostos
(fatores), que, de forma sequencial, convergem posteriormente para uma via comum (Figura
6). A via comum culmina na formagao de trombina, que converte o fibrinogénio soluvel em
fibrina. A fibrina infiltra-se nos agregados plaquetares anteriormente formados e torna-os mais
estaveis, firmes e definitivos, constituindo-se assim o codgulo sanguineo. (Hoffbrand e Moss,
2016)

i vive
Vessel injury  {+ exposed collagen + platelet phospholipid)

EEd e

! T
¥ ———p ¥aa —
phiospidipid

jomihrombing l —— = T [thrombin, B
precemprholiphd

FIERIN sff——— FIERINDGEN
Xl —Tn- il —-1 =

STABLE
FIERIN

Figura 4: Representagido esquematica da cascata de coagulagdo do sangue.

Quando o plasma entra em contacto com o fator tecidual (TF) forma-se o complexo fator VII-FT. Os fatores X e
IX sao ativados pelo complexo TF-VII ativado (Vlla). O complexo Vllla-IXa aumenta a ativagao do fator X (Xa). A
formagao de trombina a partir da protrombina, pela agio do complexo Xa-Va, leva a produgao de fibrina. A
trombina também ativa os fatores V, Xl e XIll. A separagao entre o fator Vlll e o fator von Willebrand (VWF), pela
trombina, resulta num aumento acentuado da formagio do complexo Vllla-1Xa e do complexo Xa-Va. A hidroélise
do fibrinogénio, pela agao da trombina, resulta na formagao de fibrina que origina tampdes plaquetarios estaveis.
Adaptado de: Hoffbrand, A. V. e Moss, P. A. H. - Essential haematology (201 1).

Caso o processo de coagulagao nao seja descontinuado podera levar a oclusao dos
vasos sanguineos (trombose). Por esse motivo, a coagulagao é estritamente regulada e nao

ocorre infinitamente. A existéncia de mecanismos fisiologicos antitromboticos, como o fluxo
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sanguineo, os inibidores dos fatores de coagulagao e a fibrindlise limitam a coagulagao.
(Hoffbrand e Moss, 2016) Apos restaurar o fluxo sanguineo normal, o coagulo formado devera
ser destruido através da sua retracao e dissolucao (fibrindlise). (Bain et al., 2017) A fibrindlise
€ um processo que envolve a destruicao da fibrina em por¢oes mais pequenas pela plasmina.
(VanPutte, Regan e Russo, 2014) A degradagcao desencadeada pela plasmina deve-se a sua
ativagao pelo ativador plasminogénio tecidular, pela trombina, pelo fator Xll e elementos
libertados pelo tecido lesado. (Bain et al, 2017) O processo de fibrindlise também é um
processo limitado pro varios elementos, nomeadamente, a a2-antiplasmina. (Hoffbrand e

Moss, 2016)

G. | Avaliacdo laboratorial da hemostase

A produgao excessiva ou ineficiente de plaquetas pode resultar em situagoes clinicas

graves, como a formagao de coagulos que podem ocluir os vasos sanguineos (trombose) ou
levar a episodios de sangramento excessivo, respetivamente.
Inclusivamente, a hemorragia pode resultar de uma falha do processo de coagulagao, para o
qual podem contribuir varios fatores, designadamente, a produgao reduzida de plaquetas
(trombocitopenia), a produgao de plaquetas disfuncionais e, ainda, a produgao de um ou mais
fatores de coagulagao disfuncionais. (Betts et al, 2017) Assim, torna-se importante fazer o
estudo de possivel tendéncia hemorragica na presenga de um individuo com clinica de
hemorragia ou que possuidor de historia familiar, monitorizagao de individuos anteriormente
diagnosticados ou individuos submetidos a cirurgias ou diagnosticados com coagulagao
intravascular disseminada. (Bain et al., 2017)

Os testes de coagulagao em laboratério visam mimetizar in vitro os processos que
ocorrem in vivo. Contudo, para a investigagao de uma suspeita de disturbio vascular, para além
do estudo da coagulagao, deve-se ter em conta a contagem de plaquetas e a observacao do
tamanho das plaquetas. (Bain et al., 2017)

De forma a avaliar a homeostase, o LACUC realiza a determinagao do Tempo de
Protrombina (TP) e do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA). Estes dois ensaios
sao determinados no analisador automatizado Yumizen 400 (Horiba medical) que determina o
tempo de coagulagao do plasma do utente através da medi¢ao da intensidade da luz dispersa

a medida que o coagulo de fibrina se vai formando (método de detecao foto-oética de coagulos).
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G.I.]1 Tempo de protrombina (PT)

O tempo de protrombina mede o tempo de coagulagao apods incubar uma
concentragao 6tima de tromboplastina, equivalente ao fator tecidular do vaso, com plasma do
utente. Assim, o tempo necessario para a formac¢ao do coagulo de fibrina definira o tempo de
protrombina. (Bain et al., 2017) Este teste reflete eficacia global da via extrinseca e comum,
como tal, avalia a funcionalidade dos fatores VI, X, V, protrombina e fibrinogénio. A deficiéncia
nestes elementos da cascata de coagulagao traduz-se num aumento do tempo necessario para
formar o coagulo. (Hoffbrand e Moss, 2016)

O resultado do TP pode ser expresso em segundos, percentagem e através da Razao
Internacional Normalizada (INR) (Hoffbrand e Moss, 2016). O INR é um parametro usado
mundialmente para expressar o TP. A maioria dos laboratorios utiliza-o de forma a padronizar
os resultados da TP. O INR ¢ calculado através do quociente entre o TP do utente e um TP
padrio normal, elevado ao indice de Sensibilidade Internacional (IS) do reagente
tromboplastina usado. (Hobbs et al., 1999)

O aumento do PT pode resultar da inibicao ou deficiéncia de um ou mais dos fatores
anteriormente referidos. Mais concretamente, este aumento decorre de varias causas
possiveis, nomeadamente, da administragao oral de anticoagulantes, como warfarina
(antagonista da vitamina K, que é crucial para o desempenho dos fatores Il, VIl e X), da doenca

hepatica e da deficiéncia da vitamina K. (Bain et al., 2017)

G.1.2 Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (APTT)

O tempo de tromboplastina parcial ativada (APTT) mede o tempo de coagulagao do
plasma, na auséncia de tromboplastina tecidual, apds a ativagao dos fatores de contato, como
caulino, que produz o Xlla, que por sua vez, cliva o X| em Xla. No entanto, a coagulagao
apenas progride quando se adiciona o cloreto de calcio (CaCl,). (Bain et al., 2017)

Este parametro é expresso em segundos e avalia a eficacia da via intrinseca, pois avalia
a funcionalidade dos fatores V, VI, IX, X, XI, XIll, protrombina e do fibrinogénio. (Hoffbrand
e Moss, 2016)

O aumento do ATTP resulta da inibicao ou deficiéncia de um ou mais dos fatores de
coagulagio mencionados, que podem ter na sua origem a doencga hepitica, a administragao
com heparina e a warfarina, a hemofilia (deficiéncia do fator VIII) e a deficiéncia de vitamina K.

(Hoffbrand e Moss, 2016)
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Caso Clinico 2

Um individuo do sexo feminino com 29 anos de idade recorreu ao LACUC com a
prescricao médica de um hemograma e alguns parametros bioquimicos. Na tabela abaixo estao

indicados os parametros analisados, assim como os valores obtidos.

Tabela 7: Resultados hematoldgicos e bioquimicos obtidos pelo autoanalizador DxH 500 e Arquithect,
respetivamente.

Valores de referéncia no

Hemograma Resultado LACUC
Eritrocitos 4,22%10'2/L 3,85-5,10 x10'2/L
Hemoglobina 9,79 g/dL 12,0 -15,3 g/dL
Hematocrito 32,5% 36,0 - 46,0%
VCM 77,0 fL 88,0 - 97,0 fL
HCM 23,2 pg 26,0 - 34,0 pg
RDW 18,4% 10,5 - 15,0%
Parametros Bioquimico Resultado
Ferritina 4,51 ng/mL 4.63 - 240 ng/mL
Ferro 42 pg/dL 50 - 170 pg/dL

Capacidade total de fixagao do

Normal
ferro

Tendo em conta os valores obtidos dos indices hematolégicos verifica-se que ha uma
diminuicao dos niveis de hemoglobina e do hematocrito, que é acompanhado pelos baixos
valores de MCV e MCH. Estes valores hematologicos sao sugestivos de uma anemia
microcitica hipocromica. Os parametros de ferro e ferritina diminuidos permitem apontar
para uma anemia por deficiéncia de ferro, ja que este elemento é importante para a sintese de

hemoglobina. Tendo em conta os resultados do hemograma obtidos seria importante

Figura 5. Esfregaco de sangue periférico ao microscopio ético do utente a 000X
(100X da objetiva e 10X da ocular) (fotografado no LACUC).
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visualizar as células ao microscopio otico. A Figura 7 representa um dos campos visualizados

ao microscopio do ESP da amostra em analise.

Na visualizagao do ESP é possivel verificar a existéncia de:
e Poiquilocitose, como eliptocitos
e Microcitose
e Hipocromia
e Eritrocitos policromatofilos
A observagao do esfregago é concordante com os valores de hemograma obtidos.
Assim, tendo em conta estes resultados € possivel que se suspeite de uma anemia ferropénica,

no entanto, apenas o clinico, mediante a historia clinica podera fazer o diagnostico.
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SETOR DE IMUNOLOGIA

O sistema imune € um sistema complexo e organizado essencial para a sobrevivéncia
humana, uma vez que tem a capacidade de distinguir moléculas que pertencem ao hospedeiro
(self) daquelas que nao lhe pertencem (nao-self), como microrganismos ou moléculas toxicas,
mas também é capaz de detetar a presenca de ameagas internas, como células infetadas ou
células tumorais. (Turgeon, 2014)

Embora o nosso organismo possua barreiras fisicas que impedem a entrada dos
microrganismos, muitas das vezes estas nao sao suficientes. O sistema imune é constituido
por células que atuam na imunidade inata, como mondcitos, eosindfilos, neutrofilos, basofilos,
e células com fungoes na imunidade adaptativa, como os linfécitos B e T, que participam no
reconhecimento, captura e eliminacao do agente estranho. A formagao destas células ocorre
na medula ossea, assim como a sua maturagao celular, a excecao os linfocitos T que completam
o processo de maturagao no timo.

Apos a entrada de um microrganismo no hospedeiro, desenvolve-se, inicialmente, uma
resposta imune inata que envolve mecanismos nao-especificos. (Turgeon, 2014) O sucesso
desta resposta depende da agao de diferentes células, que atuam de forma coordenada de
modo a reconhecer e remover o antigénio. Se eventualmente a resposta imune inata nao for
suficiente, inicia-se uma resposta imune especifica contra o antigénio, a resposta imune
adaptativa, na qual intervém essencialmente os linfocitos. (Owen et al., 2019)

Os linfécitos sao os principais intervenientes na imunidade adaptativa e caraterizam-se
pela especificidade de resposta, memodria e distingao do self do ndo-self. Os linfocitos sao
células pequenas, com capacidade de migrar para os tecidos, contudo sem capacidade
fagocitica. Os linfocitos subdividem-se em linfocitos T, linfocitos B e linfocitos NK. Apods a
interagao dos linfocitos T e B naive com o antigénio, estas células ficam ativadas e diferenciam-
se em células efetoras e células de memoria. As células efetoras desempenham fungoes
especificas contra o antigénio, enquanto as células de memoria persistem no hospedeiro. Os
linfocitos NK sao células linfoides, que nao expressam recetores antigeno-especificos e sao
considerados parte do sistema imune inato, no entanto, relacionam-se intimamente com os
linfocitos B e T. Estas células sao eficazes na eliminagao de células alteradas, sejam infetadas
por virus ou células tumorais. (Owen et al., 2019)

Os linfécitos T subdividem-se em dois tipos de linfocitos, os linfocitos T citotoxicos

(CD8") e os linfécitos T auxiliares (CD4%).
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Os linfocitos T s6 reconhecem o antigénio processado e associado a moléculas do
complexo major de histocompatibilidade (MHC). As células envolvidas no processo de
apresentacao do antigénio aos linfocitos T sao designadas por células apresentadoras de
antigénios. Este € um grupo de células que engloba células dendriticas, mondcitos e
macroéfagos. (Turgeon, 2014) Os linfocitos T auxiliares sao ativados apés a interagao entre o
seu recetor e o antigénio associado a moléculas de MHC e libertam citocinas especificas que
irao promover a multiplicacao e diferenciagao em subtipos de linfécitos T, consoante o tipo
de infecao presente. (Owen et al, 2019) Os linfocitos T citotoxicos tém a capacidade de
reconhecer e induzir a morte por apoptose das células infetadas por virus e células tumorais.
(Betts et al., 2017)

Os linfocitos B sao ativados apos reconhecerem o antigénio especifico através das suas
imunoglobulinas de superficie. Apos cerca de 5 dias, diferencia-se em plasmécitos e linfocitos
B de memoria. Os plasmocitos sintetizam e libertam para o plasma anticorpos especificos do
antigénio que os estimulou. (Betts et al, 2017) Ao longo do tempo, os linfocitos B podem
aumentar a afinidade de ligagao a um antigénio especifico contra o qual sao direcionados
através de um processo designado por hipermutagao somatica e, inclusive, gerar anticorpos
com classe funcionais diferentes (class switching), primeiramente surgem IgM e depois IgG
(Turgeon, 2014) No entanto, também ha produgao de mais trés classes de anticorpos, como
esta indicado na tabela 8. Os anticorpos possuem estrutura semelhante, que inclui uma regiao
constante comum a praticamente todos os anticorpos e uma regiao variavel, que é responsavel
por se ligar ao antigénio e difere de anticorpo para anticorpo. (VanPutte, Regan e Russo, 2014)
A fungao primordial dos anticorpos € a eliminagao dos antigénios através de varios
mecanismos como, neutralizagao, impedindo que o antigénio cause dano; citotoxicidade
mediada por células dependente de anticorpos; ativagao do complemento; opsonizagao que
promove fagocitose pelos macrofagos e neutrofilos e imunidade das mucosas. (Owen et al,
2019)

Apos o primeiro contacto com o antigénio sao gerados linfocitos B de memoéria que
sao fulcrais num préximo contacto com o mesmo antigénio, uma vez que irao responder
rapidamente e desencadeiam a produgao de elevadas quantidades de anticorpos. Este
mecanismo de memoria confere imunidade, que é um dos principios imunologicos

desenvolvidos apds a toma de vacinas. (VanPutte, Regan e Russo, 2014)
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Tabela 8: Tipo de imunoglobulinas sintetizadas pelos plasmocitos e as suas principais fungoes.

TIPO de Funcdo
anticorpo
g M
(pentimero) o (’Iorresponde a cerca de 10% do total de imunoglobulinas.
e E o primeiro anticorpo produzido numa resposta imune contra o antigénio.
e Altamente eficaz nas reagoes de aglutinagao e reagdes citoliticas.
e Encontra-se maioritariamente no sangue e devido ao seu grande tamanho
nao consegue atravessar os espagos extravasculares.
lg G

> e E o anticorpo que se encontra em maior quantidade no sangue (cerca de
(monoémero) 80%)
o).
e Atravessa facilmente os espacos extravasculares e, por isso, pode
atravessar a placenta e conferir protegao ao feto.
e Neutraliza toxinas ou microrganismos.

e Ea principal imunoglubulina presente nas secre¢ées e mucosas, como trato
Ig A

gastrointestinal, saliva, lagrimas e muco presente na arvore respiratoria.
(dimero)

e E produzida pelos plasmocitos presentes nas mucosas.
Sl .

e A sua presenca no leite materno é responsavel pela imunizagiao passiva do

Liga-se a antigénios de bactérias e virus, que ficam retidos no muco,
dificultando a sua infegao e adesao, que contribui para a sua eliminagao.

recém-nascido no primeiro més de vida.

g D
(mondémero)
e Esta presente no plasma em baixas concentragoes.
Y e Ainda sem fungao efetora totalmente conhecida.
IgE e Embora produzida em baixas quantidades, tem alto potencial imunologico.
(monémero) e Liga-se aos recetores dos mastocitos (tecidos) e baséfilos (sangue) e,

simultaneamente ao antigeno, mediando a libertagao de histamina e
heparina por estas células, estimulando a resposta inflamatoria.

e S3o responsaveis pelas alergias.

e S3o essenciais na defesa contra parasitas.

Adaptado de Anatomy & Physiology, Betts, ]. G., College, T. J., Desaix, P., Johnson, |. E., Wise, J. A, Womble, M., & Young,
K. A. (2013)

A. Amostra

A amostra utilizada no setor de imunologia é o soro, obtido a partir da colheita de sangue
venoso para um tubo sem anticoagulante.
No LACUC, as determinagoes realizadas no setor de imunologia visam essencialmente

duas vertentes: a serologia infeciosa e as doengas auto-imunes.
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B. Serologia infeciosa

O diagnostico serologico de uma infegao ou a avaliagao do estado imunolégico de um
doente tira partido da capacidade do sistema imune produzir anticorpos em resposta a um
agente invasor.

Através da combinagao de varios marcadores serologicos presentes no soro de um
individuo, como os anticorpos e os antigénios, é possivel verificar se um individuo é suscetivel,
esta infetado, ou imune a um agente infecioso.

Algumas infe¢oes, como toxoplasmose, rubéola e infecio por citomegalovirus, sao
assintomaticas na maioria dos individuos imunocompetentes e, por isso, principalmente em
mulheres que pretendam em engravidar torna-se importante fazer o rastreio antes e ao longo
da gestagao para rastrear a possivel infecao e evitar consequéncias graves para o feto.

As determinagoes seroldgicas realizadas no LACUC incluem a técnica de Enzyme
Linked Fluorescent Assay (ELFA) realizado pelo aparelho automatico Vitek Immuno Diagnostic

Assay System (VIDAS), técnicas de aglutinagao e lateral flow assay.

B.l Vitek Immuno Diagnostic Assay System

No LACUC, o diagnostico serolégico de algumas infegoes é feito recorrendo a um
aparelho designado de Vitek Immuno Diagnostic Assay System (VIDAS). O VIDAS deteta
anticorpos especificos do tipo IgM e quantifica anticorpos especificos do tipo IgG
desenvolvidos numa determinada infecido ou decorrente da vacinagao. Este equipamento
também permite detetar antigénios, utilizando em ambos os casos o método de Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) com leitura final em fluorescéncia, chamada de Enzyme Linked
Fluorescent Assay (ELFA). (Biomérieux, 2023)

O método de ELISA é um imunoensaio sensivel e especifico que permite quantificar
anticorpos ou antigénios através de uma reagao enzimatica que ocorre quando a enzima ligada
a um anticorpo degrada o substrato. Além disso, existem diferentes configuragoes desta
técnica dependendo do que se pesquisa, como por exemplo, a ELISA indireta e a ELISA
sandwich. (Bio-Rad, 2019)

A ELISA indireta permite detetar a presenga de anticorpos no soro, que reconhecem
o antigénio aderido na superficie solida. Por sua vez, os anticorpos presentes no soro sao
reconhecidos por um segundo anticorpo que esta ligado a uma enzima. A ELISA sandwich visa
a pesquisa antigénios presentes na amostra. O antigénio a pesquisar liga-se ao anticorpo
aderido a superficie sélida. Por sua vez, o antigénio € reconhecido por um segundo anticorpo

também ligado a uma enzima. (Hnasko, 2015) Em ambas as configuracoes de ELISA, é
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necessario adicionar um substrato (4-metil-umbeliferil-fosfato), que sera degradado pela
enzima ligada ao anticorpo. Posteriormente, é medido por fluorescéncia (a 450nm) o produto
resultante da reagao, sendo o sinal da fluorescéncia emitida proporcional a concentragao de
anticorpo ou antigénio presentes na amostra. (Brutis e Bruns, 2015; Owen et al., 2019)

No LACUC este autoanalisador é utilizado no diagnostico de infegoes por virus da
imunodeficiéncia humana, virus da rubéola, virus da hepatite B e C, citomegalovirus e

Toxoplasma gondi.

B.l.1 Virus da imunodeficiéncia humana

O virus da imunodeficiéncia humana (VIH) é um retrovirus, pertencente a subfamilia
Lentivirus. Atualmente sao conhecidos dois tipos de VIH, o tipo | e o tipo 2, cujos genomas
diferem 30-40%. Embora ambos sejam responsaveis pela sindrome imunodeficiéncia adquirida
(SIDA). (Turgeon, 2014) O VIH-1 é normalmente mais patogénico e o mais frequente nas
infecoes por VIH a nivel mundial. (Deeks et al., 2015)

O VIH encontra-se presente em alguns fluidos biologicos, como o sangue, secre¢oes
genitais e leite materno e a transmissao estd associada a pratica de relagoes sexuais
desprotegidas, partilha de objetos cortoperfurantes, transmissao através da placenta durante
a gravidez, durante o parto e ainda durante a amamentagao. (Turgeon, 2014)

O VIH é responsavel por uma infegao cronica caraterizada por trés fases clinicas. Apos
a entrada do virus nas células que expressam o marcador CD4, como os linfécitos T, os
monocitos, os macréfagos e células dendriticas, presentes no local de entrada, o virus comega
a produzir novos virus. Os novos virus sao libertados e irao infetar novas células, dando inicio
a fase aguda que pode ser sintomadtica com sintomas como mialgia, febre, mal-estar,
linfoadenopatias, que duram poucos dias e muitas vezes sao desvalorizados. (Deeks et al,
2015) A fase aguda carateriza-se por um aumento dos niveis de RNA viral e uma diminuigao
de linfécitos T CD4" associada a replicagio viral. Ainda nesta fase, a intervengio dos linfocitos
T CD8" ajuda a controlar a replicagio viral fazendo com que a diminui¢io dos linfécitos T
CD4'n3o seja tio acentuada. Apos cerca de 6 semanas instaura-se a fase latente, na qual,
apesar de assintomitica, continua a haver replicacio e destruigio gradual de linfécitos T CD4".
(Deeks et al, 2015) Na auséncia de tratamento, os esforg¢os do sistema imune tornam-se
insuficientes devido a disfungao das células imunes, acentuando a destruigao de linfocitos T
CD4". A auséncia de células funcionais promove uma imunossupressio acompanhada pelo

aumento dos niveis de RNA viral no plasma. Quando o utente possui linfocitos T CD4" abaixo

33



dos 200/pl torna-se mais suscetivel a infecoes e doengas oportunistas, o que carateriza a fase
de Sindrome de Imunodeficiencia Adquirida (SIDA). (Turgeon, 2014)

O diagnostico seroldgico de infegao por VIH assenta no método de ELISA para
pesquisa de anticorpos e antigénios virais. (Turgeon, 2014) A ELISA indireta permite fazer a
pesquisa e quantificacao de anticorpos anti-VIH-I e anti-VIH-2. Pela ELISA sandwich pesquisa-
se o antigénio viral p24. (Biomérieux, 2023; Turgeon, 2014) A presenca de p24 no soro esta
associada a replicagao viral e pode ser detetada antes do surgimento dos anticorpos no soro.

(Turgeon, 2014)

B.1.2 Virus da hepatite B

O virus da hepatite B (VHB) pertence a familia Hepadnaviridae. Este virus é responsavel
pela hepatite B, uma inflamagao do tecido hepitico que pode manifestar-se de diferentes
formas, tais como: hepatite subclinica, hepatite autolimitada aguda, hepatite fulminante e, ainda,
hepatite crénica. (Antonio Gomes et al,, 2013; Turgeon, 2014)

O VHB encontra-se no sangue e outros fluidos corporais, como saliva, sémen e leite
materno, e, portanto, a sua transmissao pode ocorrer pela via perinatal, percutanea e através
de relagoes sexuais desprotegidas. (Turgeon, 2014)

As alteragdes no tecido hepatico devem-se ao dano causado pela resposta imune
desenvolvida contra as células infetadas, que é responsavel pelo aparecimento dos sintomas
clinicos caracteristicos, como fadiga, mal-estar, nduseas, febre, dor no hipocéndrio, ictericia e
aumento das enzimas hepaticas. (Yuen et al., 2018) Embora histéria clinica associada a elevagao
sérica das enzimas hepaticas sem outra causa aparente possa sugerir infecao, o diagndstico
definitivo é realizado com base em métodos serologicos. (Turgeon, 2014)

O VHB incorpora na sua estrutura o antigénio da superficie (Ag HBs) presente no
envelope, o antigénio do core (Ag HBc) e o antigénio da capside (Ag HBe), contra os quais
sao produzidos anticorpos. A partir da combinagao dos antigénios e anticorpos presentes no
soro pode-se identificar a fase clinica em que o individuo se encontra, como estad ilustrado na
Tabela 9. (Turgeon, 2014)

Cerca de 2 semanas apos a infegao e antes do aparecimento dos sintomas, surge o
primeiro marcador, o Ag HBs, e permanece cerca de 3 meses, sendo posteriormente
eliminado pelos anticorpos anti-HBs, no caso de uma infegao aguda resolvida. (Yuen et al.,
2018) Contudo, nos portadores cronicos, o Ag HBs persiste no soro por mais de 6 meses.
Os anti-HBs nao surgem durante a fase aguda e a sua presenca indica recuperagao, conferindo

imunidade duradoura a infegao. O Ag HBc é um antigénio intracelular que nao é detetado no
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soro, no entanto, desenvolvem-se anticorpos contra este antigénio, inicialmente do tipo IgM
que posteriormente sao substituidos por IgG, que perdura toda a vida. Assim, a presenca de
IgM anti-HBc indica que se trata de uma infecao recente, enquanto o IgG anti-HBc sugere a
aquisicao de memoria. (Ferreira, 2000) A presenca do Ag HBe é um marcador de replicagao
viral ativa e surge nos primeiros dias apods infecao. A persisténcia do Ag HBe pode indicar
progressao para uma infegao croénica. Nos individuos com infegao cronica permite ainda inferir
sobre o prognostico, uma vez que a sua presenca no soro esta associada a replicagao viral
ativa, logo pior prognostico. (Yuen et al., 2018).

A hepatite B é uma infegao que pode ser prevenida através do screening dos dadores
de sangue, reducao de comportamentos de risco e ainda através da vacinagao. A vacina é
constituida por Ag HBs que estimulara o sistema imune a produzir anti-HBs, conferindo assim,

imunidade. (Yuen et al., 2018)

Tabela 9: Diagndstico seroldgico com base nos marcadores seroldgicos indicativos de hepatite B presentes no
soro do utente.

Total
IgM Anti- Anti- Anti-
Anti- HBsAg HBeAg
HBc HBs HBe
HBc
Infecdo aguda + + + - + -
Resolucdo da infecdo aguda - + - + - +/-
Infecdo croénica replicativa - + + - + -
Infecdo c.rén.lca nao ) + + i i +
replicativa
Resolucio da infecdo - + - + - +
Vacinacdao - - - + . _

Adaptado de Immunology of hepatitis B virus and hepatitis C virus infection, Rehermann B, Nascimbini M (2005) e Immunology and
Serology in Laboratory Medicine, Turgeon M (2014)

B.1.3 Hepatite C

O virus da hepatite C (VHC) pertence a familia Flaviviridae e é igualmente causador de
uma hepatite. A maioria dos individuos com infecao hepatica aguda por VHC progride para
infecao cronica. Nestes casos, € maior o risco de desenvolver fibrose, cirrose e carcinoma
hepatocelular. Nos casos mais graves pode ser necessario proceder a transplante, dada a
possibilidade de risco de vida. (Manns et al., 2017)

A forma de transmissao da infegao € através do contacto com sangue, ou outros fluidos

bioldgicos, por via percutanea ou através da mucosa e, ainda, através da placenta durante a
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gravidez. A forma mais frequente de transmissao € através da partilha de agulhas contaminadas
associada a utilizagao de drogas intravenosas. (Turgeon, 2014)

Apos a infecao por VHC é desencadeada uma resposta imune contra o virus. Numa
fase inicial, a replicagao viral diminui, mas a certo momento ha uma diminui¢ao de linfocitos
T, principalmente de linfécitos T CD4", disfuncio dos linfocitos NK e infiltragio hepatica,
fatores estes que contribuem para a morte celular e que estao na origem da cronicidade do
estado inflamatorio. (Rehermann e Nascimbeni, 2005)

O longo periodo de incubagao e auséncia de sintomas na fase inicial dificulta o
diagnostico precoce. Porém, o virus continua a replicar-se e a gerar dano no tecido hepatico.
O RNA viral atinge um pico antes do aumento das enzimas hepaticas. Cerca de 12 semanas
ap6s a infecao, os anticorpos especificos do VHC tornam-se detetdveis na maioria dos
doentes. (Strauss, 2001; Turgeon, 2014) A hepatite C cronica carateriza-se por flutuagoes nos
niveis das enzimas hepaticas e anticorpos VHC, e niveis elevados de RNA viral continuam
elevados. Apos a recuperagao da infegao por VHC, os anticorpos especificos permanecem no
soro durante anos. (Rehermann e Nascimbeni, 2005)

O ELISA é util para o diagnéstico das hepatites cronicas, especialmente nos individuos
com alteragoes de transaminases e clinica sugestiva. No entanto, em infe¢oes agudas recentes
pode-se obter um resultado negativo, atrasando o diagnostico. (Strauss, 2001)

No LACUC, é utilizado o VIDAS, que realiza um imunoensaio para a pesquisa de

anticorpos IgG presentes no soro contra proteinas do core do virus da hepatite C.

(Biomérieux, 2023)

B.1.4 Toxoplasma gondi

O Toxoplasma gondi é um parasita intracelular obrigatorio pertencente ao filo
Apicomplexa, responsavel pela toxoplasmose. Os hospedeiros definitivos sao os gatos
domésticos e outros felideos, enquanto o Homem, outros mamiferos e aves funcionam como
hospedeiros intermediarios. (Rey, 2010)

A reproducao sexuada ocorre nos felideos e culmina com eliminagao fecal de
ooquistos nao esporulados que se tornam infetantes no ambiente. (Tong et al.,, 2021) Estas
estruturas sao ingeridas pelo hospedeiro intermedidrio e no trato gastrointestinal da-se a
libertagdo dos esporozoitos presentes no seu interior. Posteriormente ocorre a
transformagao em taquizoitos que se reproduzem assexuadamente e se disseminam para
invadir novas células. Nos tecidos, os taquizoitos transformam-se em quistos que podem

persistir toda a vida do hospedeiro, tornando a infe¢ao cronica e latente. A infe¢ao com T.
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gondii induz respostas imunes responsaveis pelo desaparecimento precoce dos taquizoitos do
sangue periférico durante a infe¢ao aguda e limita a carga parasitaria nos orgaos. Porém, se o
hospedeiro sofrer uma imunossupressao ha uma reativagdo dos quistos e dos bradizoitos
presentes no seu interior e estes podem invadir outros orgaos. (Tong et al, 2021)
Normalmente, a transmissao ao Homem ¢é acidental, mas pode ocorrer através da ingestao
do ooquisto maduro, ingestao de quistos presentes na carne contaminada, transplantes de
orgaos e ainda, através dos taquizoitos que atravessam a placenta quando a mae adquire a
infecao durante a gravidez. (Gockel-Blessing, 2013)

Os individuos imunocompetentes sao, normalmente, assintomaticos, mas doentes
imunocomprometidos podem desenvolver formas graves, como erup¢ao maculopapular,
hepatite, encefalite ou miocardite. Os fetos que contrairam a infecio podem desenvolver
complicagoes neuroldgicas e oculares graves, atraso mental e psicomotor, sendo por esta
razao importante que se faca a monitorizagao dos anticorpos anti-toxoplasma antes e durante
a gravidez. (Mahon e Lehman, 2019)

Em imunocompetentes a infegao é, geralmente, impercetivel e sem consequéncias, e,
por isso, muitas das vezes nao é diagnosticada. No entanto, o diagndstico é importante em
individuos imunodeprimidos, recém-nascidos que contrairam a infecao durante a gestacao
(infecao congénita) e, sobretudo no diagnostico pré-natal de modo a inicializar o tratamento
para evitar transmissao e/ou minimizar consequéncias para o feto. (Diregao-Geral da Saude,
2013; Mahon e Lehman, 2019)

Apos a infegao com T. gondi, os anticorpos IgM aparecem no final da primeira semana
e atingem um pico geralmente dentro de um més, decrecendo os seus titulos a partir dai. A
presenca de anticorpos IgM pode indicar infegao ativa, infecao recente ou entio uma
reativacao. (Rey, 2010) Os anticorpos IgG surgem cerca de segunda semana e podem persistir
por toda a vida, indicando imunidade. (Turgeon, 2014) Para além da determinagao dos titulos
destes anticorpos, podera ser necessario complementar estes resultados com o teste de
avidez para IgG. O teste de avidez para IgG permite estimar a ocorréncia da infegao quando
ha suspeita de ser uma infegao adquirida recentemente, isto €, quando os anticorpos IgM e
IgG sao positivos. Este teste assenta no principio que a for¢a de ligagao do anticorpo ao
antigénio (avidez) aumenta ao longo do tempo, sendo que uma forte avidez indica que a infegao
foi adquirida ha mais de 4 meses.(Tong et al., 2021) A Tabela 10 indica possiveis combinagoes

serologicas dos anticorpos.
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Tabela 10: Diagnostico com base nos marcadores serolédgicos de Toxoplasma Gondi presentes no soro do
utente.

Situacdo Observacio

IgM negativo e 1gG Auséncia de infecao e de imunidade.

negativo
Possivel infecao aguda. Na eventualidade de se tratar de uma mulher
IgM positivo e IgG gravida dever-se-a repetir os testes cerca de 3 semanas mais tarde.
negativo Se as IgG positivarem confirma-se que se trata de uma primoinfegao
recente.
IgM negativo e IgG Podera ser uma infecao relativamente antiga e, portanto, o individuo
positivo esta imunizado.

Pode se tratar de uma infecio relativamente recente ou infecao
antiga com IgM residuais e deve-se fazer nessa mesma amostra o
teste da avidez.

IgM positivo e IgG
positivo

Adaptado de MARTINS, Carlos - Toxoplasma na Gravidez. Revista Portuguesa de Clinica Geral 2002

B.1.5 Citomegalovirus

O Citomegalovirus (CMV) é um herpevirus pertencente ao género Cytomegalovirus
com a capacidade de infetar diferentes tipos de células do hospedeiro humano, levando ao
aumento do seu tamanho e ao desenvolvimento de inclusoes intracelulares, alteracoes
citopaticas carateristicas deste agente. (Turgeon, 2014; Dioverti e Razonable, 2016)

A infecao por CMV pode ser transmitida por via sexual, mas também devido ao
contacto com outros fluidos bioldgicos infetados como o sangue, o leite materno e ainda,
através da saliva, goticulas respiratorias, urina, fezes e transplantes de 6rgaos provenientes de
pessoas infetadas. (Turgeon, 2014) No entanto, a forma mais preocupante de transmissao € a
infecao congénita.

A maioria dos individuos imunocompetentes infetados € assintomatico, embora alguns
individuos possam manifestar sindrome autolimitada semelhante a mononucleose com febre,
mialgias, linfoadenopatias e hepatite. Contrariamente, em individuos imunocomprometidos a
sintomatologia é mais grave devido a disseminagao sistémica, podendo em alguns casos ser
fatal. As infecoes congénitas também sao casos sintomaticos graves, sendo normalmente o
risco de transmissao maior quando a mae adquire a infegao primaria durante os primeiros
meses de gravidez. Alguns bebés podem nascer com a doenga das inclusoes citomegalicas
caraterizada por petéquias, hepatoesplenomegalia, microencefalia, cororetinite, atraso no
crescimento intrauterino e, embora possam ser assintomaticas no periodo neonatal, podem

mais tarde desenvolver complicagoes neurologicas. (Malm e Engman, 2007)
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Uma vez adquirido, o CMV persiste nas células do hospedeiro como infe¢ao cronica
e, em caso de comprometimento da imunidade, o virus que estava no estado latente até entao
pode ser reativado e provocar sintomatologia. (Mahon e Lehman, 2019; Malm e Engman, 2007)

No LACUC sao detetados anticorpos produzidos em resposta ao virus, para
diagnosticar uma infecao ou avaliar um contacto prévio. Normalmente, a presenca de IgM é
indicativo de uma infecao ativa ou recente, podendo também ser detetado durante a
reativacao da infecao. Mais tarde desenvolvem-se as IgG, que podem indicar uma infegao
passada. Para completar o diagnostico pré-natal e natal, também se pode fazer o teste de
avidez das IgG, caso os anticorpos IgM e IgG sejam positivos, no sentido de tentar datar a

infecao.

B.1.6 Rubéola

O virus da rubéola, pertencente ao género Rubivirus é o agente etiologico da rubéola.
Normalmente em criangas e adultos, a rubéola é uma doenga infeciosa autolimitada cujos
sintomas se caraterizam pela presenca de febre leve acompanhada de uma erupgao cutanea
eritematosa, maculopapular e discreta com linfadenopatia pos-auricular e suboccipital, sendo
raras as complicagoes. (Mahon e Lehman, 2019)

A transmissao deste agente viral ocorre através da inalagao de aerossois provenientes
de pessoas infetadas. Inicialmente, este virus replica-se nas células do trato respiratério
superior e apdés alcancar o tecido linfoide, dissemina-se pelos diferentes orgaos, inclusive
atravessa a placenta durante a gravidez, sendo transmitido ao feto. (Winter e Moss, 2022)

A rubéola congénita pode ter efeitos graves, especialmente quando é adquirida no
primeiro trimestre de gravidez. O feto pode apresentar complicagdes nos diferentes 6rgaos,
como encefalite, hepatomegalia, defeitos &sseos, atraso mental, esplenomegalia, podendo
mesmo levar 2 morte. (Banatvala e Brown, 2004)

Apos cerca de 10 dias do inicio dos sintomas clinicos, os anticorpos do tipo IgM
atingem o seu pico e tornam-se indetetaveis apos cerca 5 semanas. Geralmente, a presenga
de IgM no soro sugere que o utente esta perante uma infegao ativa. Posteriormente, os IgG
tém um aumento abrupto e depois estabilizam, permanecendo indefinidamente, conferindo

imunidade e protecao.
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B.2 Técnicas de aglutinacao

Os métodos de aglutinagao assentam no principio de que os antigénios presentes na
superficie de particulas sao reconhecidos por anticorpos presentes no soro do utente,
formando um precipitado visivel. (Mahon e Lehman, 2019)

No LACUC, esta técnica de detegao é realizada manualmente para o screening e

monitorizacao da sifilis.

B.2.1 Sifilis

A sifilis € uma doenga infeciosa sexualmente transmissivel causada por uma espiroqueta
designada de Treponema pallidum. A sua transmissao ocorre através de relagoes sexuais
desprotegidas, contacto com lesoes cutaneas de sffilis, através da placenta durante os estagios
iniciais da infecao materna ou por transfusoes sanguineas. (Kumar, Abbas e Aster, 201 3)

A infecao apresenta trés fases de clinicas. A sifilis primaria, caraterizada por uma ulcera
com margens definidas, endurecidas e indolores na genitalia, designada por cancro duro,
acompanhado de infiltragao de linfocitos e plasmécitos no local. Apos cerca 2 meses da-se a
resolucao do cancro duro e desenvolve-se a sifilis secundaria. Esta segunda fase carateriza-se
pela disseminagao sistémica, levando frequentemente ao aumento dos noédulos linfaticos e
aparecimento de lesdes maculopapulares e pustulosas. Ainda nesta fase pode-se entrar num
periodo latente, mas contagioso. A fase terciaria, embora menos infeciosa, ocorre apés um
longo periodo latente, na auséncia de tratamento, e carateriza-se por sintomatologia e
envolvimento de varios o6rgaos: coragao, osso, pele, sistema nervoso central (neurosifilis).
(Kumar, Abbas e Aster, 2013; Mahon e Lehman, 2019)

As espiroquetas podem ser transmitidas ao feto durante qualquer fase da gravidez,
sendo mais comum durante as duas primeiras fases da sifilis. Em consequéncia da transmissao
ao feto pode ocorrer aborto, sffilis infantil ou sifilis congénita. No entanto, as manifestagoes
maternas sao muitas vezes despercebidas, sendo, por isso, feito testes seroldgicos de rotina
as gravidas. (Mahon e Lehman, 2019)

Ao longo da infegao, o sistema imune desenvolve uma resposta imune contra a
bactéria, nomeadamente pela produgao de anticorpos. O diagndstico seroldgico € o principal
método de diagnostico. Para realizar este diagnostico pode recorrer-se a dois tipos de ensaios,
ambos seroldgicos: testes nao treponémicos, como o Rapid Plasma Reagin (RPR), e testes
treponémicos, como o Fluorescent Treponemal Antibody Absorption Test (FTA-

ABS). (Peeling et al., 2017)

40



Os testes nao treponémicos detetam a presenca de anticorpos IgM e IgG inespecificos
no soro, designados por reaginas, contra os componentes celulares do hospedeiro (antigénios)
libertados aquando da destruigao celular, como cardiolipina, lectina, colesterol. (Satyaputra et
al, 2021) Para a sua determinagao, o soro do individuo é misturado com particulas de carvao
revestidas por cardiolipina. Caso o soro do individuo possua anticorpos especificos contra a
cardiolipina, que desenvolvera durante a infecao, ocorrera ligagao com a cardiolipina,
originando uma reacao de macrofloculagao, surgindo um aglomerado cinzento contra um
fundo branco. Na eventualidade do teste nao treponémico ser reativo, tem-se de quantificar
o anticorpo presente e relatd-lo como um titulo. Deve-se ainda fazer a sua confirmagao,
através da realizagao de um teste treponémico, que o médico devera prescrever.

Apds uma terapéutica eficaz, havera uma diminuicao de antigénios expostos e, por
conseguinte, havera uma diminuigao anticorpos produzidos, por este motivo os testes nao-
treponémicos sao Uteis para realizar um screening inicial e para monitorizar a terapéutica.
(Peeling et al., 2017; Satyaputra et al., 2021) Embora simples e acessiveis, os testes nao
treponémicos podem ser positivos em condi¢oes clinicas que nao a infecao por Treponema
pallium, pois ha varios fatores que contribuem para a destrui¢ao celular e desenvolvimento de
reaginas, como a idade, infegoes causadas por outros microrganismos e, ainda, doencgas
autoimunes como sindrome do anticorpo antifosfolipidico. (Kumar, Abbas e Aster, 2013;
Satyaputra et al., 2021)

Os testes treponémicos sao ensaios mais sensiveis que quantificam os anticorpos
presentes no soro, principalmente IgG especificos contra uma variedade de antigénios da
bactéria. Os anticorpos desenvolvidos contra componentes bacterianos persistem ao longo
da vida, o que torna os testes treponémicos ineficazes para distinguir uma infegao ativa de uma
infecao passada e até mesmo para avaliar a eficicia da terapéutica. Assim, estes testes sao
usados apenas para confirmar infegao apos um teste nao treponémicos positivo. (Satyaputra
et al., 2021) O laboratério externo quantifica os anticorpos especificos por FTA-Abs. Neste
ensaio de imunoflurescéncia indireta, se o individuo produziu anticorpos contra a bactéria
(anticorpo primario), estes anticorpos irao ligar-se aos antigénios aderidos ao pogo. De forma
a visualizar a reagao adiciona-se um anticorpo secundario (anti-imunoglobulina humana)
conjugada com um fluoréforo, que se liga ao anticorpo primario. Assim, visualiza-se ao
microscopio de fluorescéncia a luz emitida pelo fluoroforo apds ser excitado. (Mahon e

Lehman, 2019; Satyaputra et al., 2021)
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Caso Clinico 3

A 18 de janeiro de 2023, um individuo do sexo masculino, com 24 anos, dirigiu-se ao
LACUC com a prescrigao para rastreio de sffilis.

No LACUC, foi realizado um teste nao treponémico, o RPR, cujo resultado foi reativo.
Tendo em conta a positividade do teste procedeu-se diluicoes seriadas em que se obteve o

titulo de 1/16, como esta ilustrado na Figura 8.
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Figura 6: Diluicoes seroldgicas (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32) e subsequente teste RPR de cada uma.
Ponteados cinzentos resultam de reagdes de aglutinagio (fotografado no LACUC).

Tendo em conta a reatividade dos testes nao treponémicos, era necessario proceder
a realizagdo de um teste treponémico para confirmar a presen¢a de anticorpos anti-
treponema. No entanto, o LACUC nao realiza este ensaio e, por isso, o soro foi enviado para
o laboratdrio externo. O resultado obtido no ensaio FTA-Abs revelou-se positivo, com um
titulo 1/80.

O clinico prescreveu a terapéutica indicada para o utente, e este recorreu ao LACUC
para fazer a monitorizagao da eficacia terapéutica. A 30 de margo, o titulo do RPR ainda era
reativo, com um titulo de |/16. Posteriormente, a |17 de maio houve um decréscimo

significativo dos titulos de anticorpos para /1.

B.3 Lateral flow assays

Os lateral flow assay, também designados de testes imunocromatograficos de fluxo
lateral, sao dispositivos que pesquisam a presenga de antigénios ou anticorpos em diferentes

tipos de amostras, como soro, plasma, sangue, urina e saliva. (Koczula e Gallotta, 2016)
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Existem diferentes formatos de imunoensaios de fluxo lateral, o formato nao
competitivo e o formato competitivo. (Sajid, Kawde e Daud, 2015) No LACUC, a maioria dos
testes usados para a dete¢ao de antigénios sao os lateral flow assay nao-competitivos.

Para a realizagao deste imunoensaio, é essencial que o antigénio, presente na amostra,
esteja em solugao de forma a facilitar o seu movimento ao longo da membrana de
nitrocelulose. No lateral flow assay nao-competitivo, a medida que a solugao corre ao longo
da membrana, o antigénio ira se ligar ao anticorpo especifico de captura que esta conjugado
com particulas coloridas ou fluorescentes, como ouro coloidal, formando assim um complexo.
Este complexo continua a migrar e vai ser reconhecido por um segundo anticorpo que esta
imobilizado em linha (linha teste) e, portanto, aparecera uma linha vermelha. (Koczula e
Gallotta, 2016) Na linha controlo existe um terceiro anticorpo imobilizado que interage com
o anticorpo marcado nao ligado ao antigénio (Sajid, Kawde e Daud, 2015) Assim, estes testes
permitem determinar qualitativamente (a presenca da banda reflete a sua presenga) ou
semiquantitativamente (a intensidade da cor da banda visualizada reflete a concentragao do
antigénio) o antigénio ou anticorpo. (Koczula e Gallotta, 2016)

Os ensaios lateral flow assay podem ser realizados fora do ambiente laboratorial, por
pessoal nao especializado, além de serem um teste barato e com especificidade adequada,
permitem obter resultados mais rapidos com pouco volume de amostra. (Sajid, Kawde e Daud,
2015) No entanto, os orgaos reguladores aconselham em alguns casos a confirmagao dos

resultados positivos usando um método independente. (Koczula e Gallotta, 2016)

B.3.1 Calprotectina

A calprotectina € uma proteina citosolica, fixadora de calcio, zinco e outros ides
divalentes, e que se encontra em elevada quantidade nos neutrdfilos. Esta molécula
desempenha uma agao antimicrobiana, pois compete pelos mesmos ides que podem ser
utilizados por agentes microbianos, e também possui uma agao imunomodeladora da resposta
imune inata, uma vez que atua como molécula endégena de padrao molecular associada ao
dano (DAMP). (Ayling e Kok, 2018)

As doengas inflamatorias intestinais sao doengas recidivantes que causam dor, febre,
nauseas, diarreia e perda de peso, com tendéncia para progredir para estenoses, perfuragoes,
fistulas e grandes massas inflamatorias, e de diagnostico complexo. (Jameson et al., 2021) No
entanto, a molécula calprotectina surge na clinica médica como um excelente biomarcador
para auxiliar o diagndstico, prever recidivas e monitorizar estas doengas inflamatorias

intestinais, nomeadamente a colite intestinal e a doenga de Crohn. A calprotectina € um
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biomarcador muito sensivel, e nos individuos diagnosticados com estas doengas a sua
concentragao nas fezes é cerca de seis vezes superior a do sangue. (Ayling e Kok, 2018) Os
niveis de calprotectina nas fezes correlacionam-se significativamente com os dados clinicos e
histologicos e a sua determinagao nao-invasiva, € uma mais-valia no estudo evolutivo da
doenga, uma vez que nao sao necessarios métodos invasivos para fazer a monitorizagao. A
quantidade de calprotectina nas fezes reflete a migragao dos leucocitos e o estado inflamatorio
do trato gastrointestinal subjacente a patologia. (Manceau et al., 2017) Contudo, nao é muito
especifico, uma vez que os niveis de calprotectina podem ser afetados por condigoes nao
patoldgicas, incluindo fatores individuais, ambientais e o tipo de método usado para a sua
determinagao. (Ayling e Kok, 2018) No LACUC, faz-se a quantificagdo da calprotectina

recorrendo a um lateral flow assay (imunoensaio).

Caso Clinico 4

Um individuo do sexo masculino, com 20 anos de idade, foi diagnosticado com uma
doenga inflamatoéria cronica. O individuo recorreu ao LACUC com a prescrigao para dosear
a calprotectina fecal e a proteina C reativa (PCR) no soro.

No momento da colheita das fezes, o individuo relatou que se encontrava numa fase
de exacerbacao dos sintomas, incluindo dores abdominais, nauseas e diarreia.

Apos o conteudo fecal migrar ao longo do lateral flow assay, o resultado da

calprotectina fecal foi quantificado por um aparelho automatico, como ilustrado na Figura 9.

Figura 7: Medicao de calprotectina fecal pelo aparelho automatico apés migrar num lateral flow
assay (fotografado no LACUC).

O valor obtido de calprotectina fecal determinado pelo aparelho foi de 308 ug/grama
de fezes. A nivel sérico, o valor obtido da PCR foi um valor superior ao de referéncia (0,95

mg/dL).
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A calprotectina fecal encontra-se significativamente elevada comparativamente ao valor
de referéncia (<80 pg/g de fezes), pelo que é concordante com os sintomas descritos pelo
utente e com a atividade inflamatéria (compativel com o valor aumentado de PCR) decorrente

de uma doenca inflamatoéria intestinal.

B.3.2 Streptococcus pyogenes

O Streptococcus pyogenes € uma bactéria B-hemolitica pertencente ao grupo A de
Lancefield, sendo responsavel por situagoes de faringite e amigadalite. (Filho et al., 2006)

A sua transmissao ocorre durante o contato direto com pessoas infetadas ou colonizadas, por
meio de goticulas de saliva emitidas através da tosse, espirros ou simplesmente através da fala.
(Matas et al., 2008)

Tendo em conta a solicitagao especifica pelo clinico para detegao da infegao por S.
pyogenes através do teste lateral flow assay, recolhe-se o exsudado nasofaringeo.

O teste imunocromatografico permite detetar o hidrato de carbono (antigénio)
presente na parede celular do agente bacteriano Streptococcus em 10-15 minutos. Um
resultado positivo no teste diagnostico orienta o tratamento com antibioticos. (Ruiz-Aragon,
Rodriguez Lopez e Molina Linde, 2010) A prescrigao do tratamento correto € necessaria para
evitar a disseminagao sistémica e consequentemente, surgimento de complicagoes graves apos

infecao, como a febre reumatica ou glomerulonefrite aguda. (Mahon e Lehman, 2019)

B.3.3 Campylobacter

O género Campylobacter inclui varias espécies, no entanto, as espécies C. jejuni e C. coli
sao as principais bactérias envolvidas em gastroenterites em adultos e criangas. Estes agentes
bacterianos provocam uma diarreia aguda com aspeto aquoso ou sanguinolento, acompanhada
de febre, dor abdominal, perda de peso e cdlicas, mas autolimitada. No entanto, os pacientes
nao tratados podem permanecer portadores por varios meses. (Tong et al., 2021)

O C. jejuni e C. coli sio comensais do trato intestinal de uma grande variedade de
animais, como bovinos, suinos, aves e até caes e gatos. A sua transmissao ao Homem deve-se
ao contato direto com estes animais, mas também devido ao consumo de agua e laticinios
contaminados e carne de aves malcozinhadas. A transmissao de pessoa para pessoa pode
também ocorrer. (Mahon e Lehman, 2019)

Além do teste de lateral flow assay, também se procede ao isolamento num meio

seletivo, como Campylosel (CAM).
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B.3.4 SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 pertencente a familia Coronaviridae, é responsavel pela doenga
resultante do coronavirus 2019 (COVID-19). A sintomatologia provocada por este agente
viral envolve febre, dor de garganta, tosse, dor toracica e muscular, dispneia, confusao,
anosmia, ageusia e dor de cabeca. No entanto, pode levar a complicagoes mais graves e faléncia
dos orgaos (sindrome respiratéria aguda grave). (Kevadiya et al., 2021)

A transmissao do SARS-CoV-2 ocorre por inalagao das goticulas libertadas por uma
pessoa infetada ou através de fomites infetados. Inicialmente, ha multiplicagao viral na area
nasofaringea e posteriormente disseminagdo para outros oOrgaos, incluindo os pulmoes.
(Harrison, Lin e Wang, 2020)

Face a situagao epidemioldgica ocorrida a nivel mundial, o uso dos lateral flow assay
para a pesquisa de antigénios tornou-se uma ferramenta muito util e validada para controlar a
disseminagao da COVID-19, permitindo a rapida identificagao da infegao ativa e isolamento de

pacientes positivos. (Diregao-geral de Saude, Instituto Nacional de Salde e Infarmed, 2020)

C. Doencas autoimunes

E inquestionavel a importincia de um sistema imune saudavel de forma a responder
face a invasao de um antigénio. E ainda é mais importante que o sistema imune consiga
distinguir os antigénios estranhos dos antigénios presentes nas nossas células (antigénios self),
a essa capacidade designa-se de tolerancia. (Kumar, Abbas e Aster, 2013) A tolerancia deve-
se a intervengao dos linfocitos autoreativos, a prevencao da ativagao dos linfocitos e a ativagao
de células T reguladoras, de forma que o sistema imune nao ataque o proprio organismo.
(VanPutte, Regan e Russo, 2014) No entanto, estes mecanismos de tolerancia falham em alguns
individuos levando a destruicao, inflamagao e morte de um tecido self, levando assim, ao
aparecimento de sintomatologia inerentes ao 6rgao afetado (doengas auto-imunes). (Jameson
et al.,, 2021)

No LACUC é muito frequente fazermos o diagnostico e monitorizagao de doengas

autoimunes da tiroide.

C.l Regulacao do eixo hipotalamo hipofise tiroide

A hormona libertadora de tireotrofina (TRH) e a hormona estimuladora da tiroide
(TSH) trabalham de forma conjunta de modo a regular a secregao de triiodotironina livre (T3)
e de tiroxina livre (T4) pela tiroide. Diversos estimulos contribuem para a libertagao da TRH

pelo hipotalamo para o sistema porta hipofisario, incluindo, o frio, o stress, a diminuigao da
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sintese e libertacao das hormonas da tiroide, que por sua vez promove a libertagao da TSH
pela adenohipdfise. A TSH ap6s ser libertada entra na corrente sanguinea e vai atuar na tiroide.
A ligacao da TSH aos recetores das células foliculares da tiroide vai estimular a produgao e
libertagao de T3 e T4. As hormonas tiroideias exercem um efeito de feedback negativo sobre
o hipotalamo e a adenohipdfise e assim, o seu aumento na circulagao, promove a diminuigao
da secregao de TRH e TSH. (Betts et al,, 2017; Hall, 201 1)

As hormonas T3 e T4 sao sintetizadas pela tiroide e resultam da iodagao de moléculas
de tirosina ligadas a tiroglobulina. Os ides iodeto (I") provenientes da dieta entram nas células
foliculares e sao oxidados a iodo (l,). Posteriormente, as enzimas peroxidases ligam o iodo
aos aminoacidos de tirosina da molécula de tireoglobulina, previamente sintetizada pelas
células foliculares. Desta ligagao surgem duas moléculas intermediarias, o diiodotirosina e o
monotirosina. Estas duas moléculas podem ligar-se entre si e formar a T3 e T4, que possuem
trés e quatro atomos de iodo ligados a tiroglobulina, respetivamente. A maior parte destas
hormonas circula ligada a proteinas plasmaticas, como as globulinas de ligagao a tiroxina
(TBGs), até aos orgaos alvo, funcionando como um reservatério de hormonas tiroideias.
Quando os niveis de produgao das hormonas tiroideias diminuem, estas desligam-se das TBGs
e atuam nas células alvo. A maioria das tiroglobulinas produzidas pela tiroide é a hormona T4.
No entanto, a nivel das células alvo ocorre conversao da hormona T4 em T3, sendo a hormona
T3 a que exerce uma agao mais potente nos orgaos alvo. (Betts et al,, 2017; Hall, 201 1)

A secrecao de hormonas tiroideias possui um importante papel na maioria dos tecidos
do nosso organismo, uma vez que sao essenciais na regulacao da temperatura corporal, na
estimulagao do metabolismo, crescimento e atividade celular, na atividade cardiovascular,
gastrointestinal, neurologica e na metabolizagao de lipidos, proteinas e hidratos de carbono.
Tendo em conta a diversidade de fungoes nos diversos orgaos, uma falha na homeostase destas
hormonas traduz-se em efeitos opostos ou exacerbados, no caso de haver uma diminuigao ou

aumento da sua produgao, respetivamente. (Hall, 201 I)

C.2 Alteracao da fungao tiroideia

Quando ha uma disfungao na tiroide ha alteragao na sintese e libertacao das hormonas
tiroideias. (Gaw et al,, 2013)

O hipotiroidismo primario deve-se a uma diminuigao da secre¢ao de hormonas pela
tiroide, que pode ter origem autoimune, na deficiéncia de iodo, em defeitos congénitos, em
doengas hepaticas ou na administragao de farmacos. Normalmente, a diminuicao das

hormonas tiroideias € acompanhada por um aumento da hormona TSH, de forma que por
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retroalimentagao negativa estimule a sintese pela tiroide. O hipotiroidismo secundario €
menos comum, e deve-se a uma deficiéncia da produgao da TSH ou a um defeito do recetor
da TSH na tiroide. (Gaw et al.,, 2013)

O hipertiroidismo primario traduz-se num aumento da produgao das hormonas
tiroideias devido a doengas autoimunes, adenomas ou nédulos toxicos, que é acompanhado
pela diminuigao da TSH. O aumento das hormonas da tiroide pode ainda dever-se a uma causa

secundaria, isto &, haver um aumento da producao e TSH pela hipd&fise. (Gaw et al., 2013)

C.2.1 Tiroide te Hashimoto

A tiroidite de Hashimoto é a uma doenga autoimune responsavel pela maioria dos
casos de hipotiroidismo.

Esta patologia é caraterizada pela ocorréncia de processos imunolégicos mediados por
células e autoanticorpos que destroem as células da tiroide e, em consequéncia, da-se uma
diminuicao da produgao de hormonas da tiroide. A maioria destes pacientes possuem
anticorpos anti-peroxidase (anti-TPO) que inibem a sua fungao enzimatica, e anticorpos contra

a tiroglobulina (anti-Tg). (Jameson et al., 2021)

C.2.2 Doenca de Graves

A doenca de Graves é a causa mais comum de hipertiroidismo que se deve
principalmente a infiltragao de células B na tiroide. Estas células B produzem anticorpos contra
o recetor de TSH (TRADb) presentes nas células foliculares da tiroide. (Wémeau et al., 2018)
A ligagao dos TRAbs aos recetores foliculares leva a ativagao dos recetores e estimula a

produgao de hormonas T3 e T4. (Jameson et al., 2021)

Caso Clinico 5

Um individuo do sexo feminino com 22 anos de idade recorreu ao LACUC com uma
prescricao médica para o estudo da fungao tiroideia. As determinagoes analiticas e bem como

o resultado analitico encontra-se na Tabela abaixo.
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Tabela | I: Parametros de avaliagdo da fungao tiroideia do utente e os respetivos resultados.

Resultado/Unidades Valor:e S qe
referéncia
Tirotoxina Livre (FT4) 0,88 ng/dL 0,70-1,48 ng/dL
H. Tireoestimulante (TSH) 1,566 Ul/mL 0,350-4,940 Ul/mL
Anticorpos anti-tiroglobulina (Tg) 71,2 Ul/mL <4, Ul/mL
Anticorpos anti-peroxidase (TPO) 24,31 Ul/ml <5,61 Ul/mL

Tendo em conta a presenga de anticorpos anti-TPO e anti-Tg em elevada quantidade,
e os valores normais de T4 livre e TSH poder-se-a suspeitar de uma fase inicial de uma doenga
autoimune, nomeadamente a tiroidite de Hashimoto. Embora os anticorpos antitiroideus ja
estejam presentes, ainda nao houve um compromisso da fungao tiroideia. Por isso, seria

prudente o médico fazer a vigilancia da fungao tiroideia.
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SETOR DE MICROBIOLOGIA

As amostras mais processadas no setor da microbiologia sao urinas destinadas a
realizagao de uroculturas para o diagnostico de infe¢oes urinarias. Apos a recegao das urinas,
inocula-se 10 pl de urina num meio cromogéneo, o CPSE elite, pela técnica de esgotamento
do produto e posteriormente incuba-se durante 24 horas a 37°C. Apos incubagao das placas
realiza-se a identificagao presuntiva e a quantificagao das colénias que cresceram na placa. Para
realizar a identificagao definitiva do agente causador da infecao procede-se a realizagao das
provas bioquimicas recorrendo a galerias bioquimicas, como analytical profile index (API).
Estes APl's sao diferentes consoante a suspeita do género responsavel pela infecao. As
bactérias mais comuns nas amostras de urina analisadas no laboratorio foram Escherichia coli e
Klebsiella spp. Apos a identificagao é realizado o antibiograma para avaliar a sensibilidade aos
antibioticos mais utilizados para tratar infe¢oes urindrias e, assim, auxiliar o clinico na
prescricao do melhor antibiético.

Também se procede a recolha de fezes para a realizagdo de coproculturas. Apos a
chegada das fezes é feito exame direto a fresco e a coloragao de Gram de forma a observar
se hd predominancia de uma morfologia e o movimento das bactérias presentes.
Posteriormente, inocula-se as fezes em caldo de enriquecimento eletivo de Salmonela spp. e
Shigella spp., designado de Rappaport, durante 24 horas a 37°C e, apds esse periodo de
incubagao faz-se a repicagem para o meio Shigella-Salmonela e meio Hektoen para a pesquisa
de Salmonela spp. e Shigella spp. Simultaneamente, as fezes sao inoculadas em meio Shigella-
Salmonela e meio Hektoen para a pesquisa de Salmonela spp. e Shigella spp, que sao incubados
durante 24 horas a 37°C. Adicionalmente, também ¢ realizada a pesquisa de Campylobacter
spp, em que as fezes sao inoculadas em meio de cultura Campylosel e incubadas em ambiente
microaerofilicos a 42°C durante 48 horas. E também realizada a pesquisa do antigénio de
Campylobacter spp. através de um lateral flow assay.

Apos a colheita de exsudados orofaringeos faz-se a inoculagao para gelose de Sangue,
para a pesquisa de Streptococcus pyogenes, e a inoculagdo do exsudado nasal em gelose de

Chapman para a pesquisa de Staphylococcus aureus.
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SETOR DE BIOQUIMICA

No setor de bioquimica sao processadas amostras de soro e urina para monitorizagao
e diagnostico de patologias, com base na determinagao de certos parametros bioquimicos,
através do analisador automatico designado Arquithect c¢4000.

Este moddulo realiza, através da espetofotometria, da imunoturbidimetria e da
potenciometria, a quantificacio dos parametros que permitem avaliar a fungao hepatica e
renal, o metabolismo lipidico, o metabolismo proteico e o metabolismo da glicose no soro.

Além disso, neste modulo também determina parametros no sobrenadante urinario,

como a albumina e a creatinina, que permitem avaliar a fungao renal.

SETOR DE BIOLOGIA MOLECULAR

O setor de biologia molecular tem como objetivo detetar a presenca de genoma de
um agente infecioso na amostra. O analisador automatico Alinity m (Abbot) executa a extragao
do genoma presentes nas células, amplifica-o e deteta-o através da fluorescéncia emitida.

As amostras de urina, exsudados vaginais e uretrais sao processados para a detecao de
genoma de agentes responsaveis por infegoes sexualmente transmissiveis, nomeadamente
Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma spp. e Trichomonas vaginalis. Para além
disso, também se faz o diagnostico de infegoes respiratorias como o virus Influenza A e B,
virus sincicial respiratorio e o virus SARS-CoV-2.

A biologia molecular teve uma grande importancia face a situagao de pandemia de
COVID-19, quer seja para rastreio, diagnéstico e monitorizagao, mas também na identificacao

de novas variantes virais.

4.3 Apoio a estudos e investigacao

O LACUC desempenha um papel ativo no auxilio a projetos de investigacao que
decorrem na Universidade de Coimbra.

Além disso, o laboratério desenvolve os seus proprios estudos. Inclusive, durante a
realizagao deste estagio tive a oportunidade de participar na realizagao de um poster sobre a
pandemia COVID-19 durante 2020 e 2022: “COVID-19 em Portugal: Efeito da vacina¢do na
casuistica de um laboratério da regido centro” (resumo ilustrado na Figura 10). Este trabalho foi
apresentado no |0° congresso organizado pela Sociedade Portuguesa de Virologia, “Pandemias
na Era da Globalizagao & VI Congresso Nacional de Virologia”. Este poster resultou da

colaboragao da Técnica Superior Daniela Veiga e estagiarios do LACUC com a Dra. Ana
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Miguel Matos e a Dra. Joana Oliveira, do Centro de Investigagao em Engenharia dos Processos
Quimicos e dos Produtos da Floresta (CIEPQPF).

A minha participagao na realizagao deste projeto permitiu-me tomar consciéncia do
papel desempenhado pelos laboratorios de Analises Clinicas no diagndstico precoce e na
monitorizagao da infecao por COVID-19. O meritorio trabalho destes laboratorios visou
reduzir a transmissao do virus e mitigar a infegao, e, juntamente com o papel da vacinagao no
controlo da transmissao, criar a imunidade de grupo e diminuir a gravidade da infecao, agoes

que sem duvida alguma foram necessarios para a retoma da normalidade pré-COVID-19.

P13 | COVID-19 em Portugal: Efeito da vacinacdo na casuistica de um
laboratorio da regiao centro

Autor Apresentador: Ana Miguel Matos

Laboratdrio de Analises Clinicas da Universidade de Coimbra (LACUC), Portugal; Ceniro de Investigagdo em
Engenharia dos Processos Quimices e dos Produtos da Floresta (CIEPQPF), Faculdade de Farméacia da Universidade
de Coimbra, Portugal.

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

1 Laboratorio 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 Farmacia da Universidade
de Coimbra, Portugal.

Introducée: Em Portugal, os primeires casos de COVID-19 foram confirmados a 2 de margo de 2020. De
forma a prevenir e controlar este grave problema de sadde publica, varias medidas higiénico-sanitarias
foram implementadas, incluindo a testagem de todos os casos suspeitos e contactos de casos positivos. O
Laboratario de Analises 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 ac plano de vacinaciio contra a COVID-19, cutra medida fulcral no controlo da
pandemia.

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

Metodologia: Analise 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 pericdo de tempo foi selecionado por
forma a abranger os principais picos pandémicos. Os dados disponiveis foram agrupados por trimestre, e
em funcdo da idade dos utentes, tendo esta sido categorizada em <18, 18-24, 25-43, 50-64, 65-79 e 280.

Resultados: Mo 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 vacinacaoe deste grupo populacional. Mo 3° trimestre de
2021 voltou a ser este o grupo populacional com maior percentagem de casos positivos, tendéncia gue foi
revertida apds reforgo da vacinacéo.

Conclusao: Os dados obtidos confirmam que o nimero de casos de COVID-19 em Portugal, variaram em
fungdo do plano de vacinagéo e da variagéo temporal da protecéo conferida pelas varias doses da vacina,
enfatizando a importancia da adesdo aos programas de vacinacao.

Figura 8: Imagem do resumo do poster apresentado no 10° Congresso de Virologia, “Pandemias na Era da

Globalizagao & VI Congresso Nacional de Virologia”, organizado pela Sociedade Portuguesa de Virologia,

decorrido em Coimbra. Portugal.

O tema apresentado pelo LACUC e CIEPQPF remeteu para o tempo pandémico no qual o LACUC teve um papel
preponderante no diagnostico e monitorizagao da COVID-10: “COVID-19 em Portugal: Efeito da vacinagao na
casuistica de um laboratério da regiao centro”.
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4.4 Fase pos-analitica

Os erros que decorrem durante a fase pré-analitica e analitica, como hemdlise da
amostra devido ao tempo excessivo do torniquete e pipetagem incorreta das amostras,
respetivamente refletem-se nesta Gltima fase.

Apods a obtengao dos resultados através dos ensaios realizados, estes devem ser
posteriormente avaliados e validados por um especialista em Analises Clinicas. O especialista
verifica a coeréncia dos resultados obtidos com o género e a idade do utente, a historia clinica,
o diagnostico ou a sua suspeita e o tratamento, quando fornecidos pelo clinico e, ainda, com
os resultados anteriores, se se tratar de um utente habitual do laboratorio.

Contudo, apds a emissao dos resultados de todas as analises requisitadas pelo utente,
o laboratério tem a politica de armazenar as amostras. Se, eventualmente, o clinico tiver
duvidas relativamente a um resultado, poder-se-a realizar novamente. Posteriormente, o

LACUC arquiva os resultados e registos laboratoriais do utente.
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5. Conclusio

A realizagao do estagio no Laboratorio de Andlises Clinicas da Universidade de
Coimbra foi essencial para completar a aprendizagem adquirida na Licenciatura em Ciéncias
Biomédicas e, principalmente, para estabelecer uma ponte entre o conteido lecionado no
mestrado e contexto real de laboratorio.

Além de o estagio contribuir para a consolidagao dos conhecimentos, também foi uma
ferramenta para adquirir novos conhecimentos, aprimorar a minha destreza pratica para a
realizacio dos procedimentos, aprender a trabalhar com os diferentes aparelhos
automatizados das diferentes areas laboratoriais, assim como acompanhar os seus controlos
e manutengoes. Ainda assim, aprendi sobre a importincia de estabelecer um sistema de
qualidade num laboratério, uma vez que sao uma mais-valia para a seguranc¢a dos resultados
por noés fornecidos.

Atualmente a maioria das determinagoes analiticas sao realizadas com auxilio de
autoanalizadores, a intervencao humana acaba por ser mais reduzida e os resultados sao
obtidos mais rapidamente e, simultaneamente mais sensiveis. No entanto, isto nao dispensa a
utilizagao do espirito critico e constante atualizagao dos conhecimentos por parte dos técnicos
profissionais.

A minha jornada pelo laboratério permitiu-me perceber o fundamento tedrico das
técnicas utilizadas e a realizagao de trabalhos semanais das diferentes areas que contribuiram
para o constante relembrar da componente teérica e facilitar a interpretagao dos casos que
surgiam.

Este estdgio permitiu aprofundar a minha consciéncia da importancia das Analises
Clinicas e de como o profissionalismo, conhecimentos e formagao continua de uma equipa
podem ter reflexo na prestagao de servigos de qualidade ao utente e contribuir para o sucesso
do diagnostico, tratamento e monitorizagao de patologias.

O LACUC revelou ser um otimo laboratério de formagao, pois para além dos
profissionais de saide do laboratério me transmitirem o seu saber também contribuiram para
a minha formagao enquanto pessoa, pois incutiram valores como trabalho em equipa
entreajuda, cuidado pelas amostras e empatia pelo utente.

Durante estes 2 ultimos anos adquiri as competéncias essenciais para o exercicio
profissional das Analises Clinicas, uma vez que obtive uma excelente formagao tedrica e pratica
e, por isso, considero que a minha experiéncia foi bastante enriquecedora e que os objetivos

tragados foram atingidos.
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No entanto, o trabalho nao termina por aqui, pois exigira sempre da minha parte a
constante atualizagao da minha formagao, de modo a conseguir acompanhar a evolugao da

ciéncia. Como diz o médico Igami Tiba “aprender é alimentar o saber”.
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