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Resumo

O estagio curricular do Mestrado de Anilises Clinicas decorreu de Janeiro de 2022 a
Julho de 2022 no Servigo de Patologia Clinica da Unidade Local de Saide da Guarda. Este
servico € constituido por sete unidades laboratoriais que sustentam as necessidades do
servico de urgéncia, internamentos hospitalares, consultas externas, bem como de todos os
Centros de Saude da area de abrangéncia da ULS da Guarda. Este relatério de estagio tem
como principal objetivo realizar uma abordagem aprofundada sobre as areas de Hematologia
e Imunologia, tanto em relagio a organizagio e funcionamento, como as tecnologias e

metodologias analiticas aplicadas.

Palavras-chave: Anilises Clinicas, laboratério, Hematologia, Imunologia.



Abstract

The curricular internship of the Master’s Course in Clinical Analysis took place from
December 2021 to June 2022 in the department of Clinical Pathology Service of the Local
Health Unit of Guarda. This service consists of seven laboratory units that support the needs
of the emergency department, hospital admissions, outpatient consultations, as well as all the
Health Centers in the area covered by the ULS da Guarda. The main objective of this
internship report is to carry out an in-depth approach to the areas of Hematology and
Immunology, both in terms of organization and functioning, as well as the technologies and

analytical methodologies applied.

Keywords: Clinical Analysis, laboratory, Hematology, Immunology.
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| - Introducao

Estando em processo de conclusio do Mestrado em Andlises Clinicas da Faculdade
de Farmacia da Universidade de Coimbra, o estdgio curricular veio permitir a aquisicio de

conhecimentos teoricos e praticos essenciais a esta formagao.

Neste contexto, realizei o estagio no Servigo de Patologia Clinica (SPC) do Hospital
Sousa Martins da Unidade Local de Saude (ULS) da Guarda, E.P.E., Portugal. A Diretora do
Servico é a Dra. Fatima Maria Madureira Vale, Técnica Superior de Salde, Farmacéutica
Especialista em Andlises Clinicas e Genética Humana pela Ordem dos Farmacéuticos, que

assumiu a orientagao do meu estagio.

O presente relatorio apresenta sucintamente o local e a dinamica das atividades
desenvolvidas neste servico relativamente aos procedimentos e a sua importancia clinica,
equipamentos, técnicas e metodologias, a importancia do controlo da qualidade, tendo o
laboratorio em toda a sua atividade um comprometimento com o cumprimento e
implementagao dos requisitos de qualidade e competéncia para laboratorios de analises
clinicas da norma NP EN ISO 15189, 2014 e o cumprimento do Manual de Boas Praticas
Laboratoriais de Patologia Clinica ou Andlises Clinicas. Contém também alusoes, sempre que
possivel, a experiéncia pessoal contextualizada por explicagoes tedricas adquiridas ao longo

do estagio e bibliografia consultada.

Il - O Servico de Patologia Clinica do Hospital Sousa Martins

A ULS da Guarda abrange uma area correspondente aos varios conselhos do distrito
da Guarda prestando cuidados de salde primarios, diferenciados e continuados. A unidade
principal de cuidados de saide esta centrada no Hospital Sousa Martins — Guarda onde se

situa o servigo de patologia clinica.

O servico de patologia clinica engloba sete unidades de trabalho: Laboratério de
Hematologia; Laboratério de Bioquimica; Laboratério de Imunologia; Laboratério de
Microbiologia; Laboratério de Biologia Molecular; Laboratério de Imunohemoterapia.
Encontra-se a laborar no 7 dias por semana 24 horas por dia de forma sustentar as
necessidades do servi¢co de urgéncia, internamentos hospitalares, consultas externas, bem

como de todos os Centros de Salde da area de abrangéncia da ULS da Guarda.



Il - Hematologia

3.1 - Caracterizacao do Laboratério de Hematologia

Dedica-se fundamentalmente ao estudo dos elementos figurados do sangue e as
principais patologias associadas, e ao estudo da hemostase. Recebe diariamente cerca de 400

a 500 pedidos de andlises de utentes.

Esta equipado com dois autoanalisados hematolégicos e dois equipamentos de estudo
da coagulagao. Possui ainda um equipamento para a determinagao da velocidade de

sedimentagao e um equipamento de cromatografia liquida de alta performance.

Quanto a equipa de trabalho esta é formada por Técnicos de Analises Clinicas com
formagao especializada para laborar neste sector onde desenvolvem tarefas referentes a fase
pré-analitica e analitica, assistentes operacionais, administrativos e Técnicos Superiores de
Saude (especialistas) responsaveis por todo o processo de laboragao do servigo, assumido as
principais fungdes: interpretagaio de todos os parametros efetuados, visualizagao de
esfregacos de sangue periférico (ESP), interpretagao e validagao da avaliagdo interna e
externa da qualidade, validagdo biopatoldgica dos resultados e assegurar o apoio clinico

solicitado.

3.2 - Amostras

Para as andlises de hematologia sao utilizados tubos com EDTA 3K e tubos com
citrato de sédio (l:9) para o estudo da coagulagio. Quando se suspeita de
pseudotrombicitopenias induzidas pelo EDTA 3K o servigo dispoe de tubos de colheita com
citrato de sédio e um tubo denominado de Tromboexact, que contém um composto a base
de Mg adicionado de EDTA que funciona como desagregador de plaquetas e que é utilizado

para contagens de plaquetas.

3.3 - Hemograma

O hemograma é utilizado como auxiliar no rastreio, diagnostico e monitorizagao de

diferentes patologias, fornecendo informagdes qualitativas e quantitativas sobre o estado



hematologico dos utentes. O hemograma inclui a quantificagao e a avaliagdo morfologica das

, , 1
células sanguineas 2

3.3.1 - Parametros que definem o hemograma

O hemograma engloba a avaliagao eritrocitaria que inclui a contagem de eritrocitos
(RBC), determinagao da concentragao de hemoglobina (HGB), hematocrito (HCT) e indices
eritrocitarios - volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM),
concentragao de hemoglobina corpuscular média (MCHC), “red cell distribution width”
(RDW). Avalia ainda a contagem dos leucocitos (WBC), fazendo-se a contagem total e a
contagem diferencial, ou seja, estabelecendo o valor relativo e absoluto dos varios tipos de
leucécitos. O estudo hematologico do hemograma inclui ainda a avaliagao plaquetaria, a
contagem de plaquetas (PLT), avaliagao do plaquetécrito (PCT) e a determinagao dos indices
plaquetarios, como o volume plaquetirio médio (MPV) e “platelet distribution width”

(PDW) ®.
3.3.2 - Autoanalisador Sysmex XE 5000

O autoanalisador hematolégico Sysmex XE-5000 utiliza a tecnologia de citometria de
fluxo fluorescente com laser semicondutor e foco hidrodinamico para quantificar e
diferenciar as populagoes leucocitarias em amostras de sangue total e em amostras de
liquidos bioldgicos. Utiliza a tecnologia de citometria de fluxo por fluorescéncia para a
contagem de WBC, RET, PLT e NRBC, e o método de impedancia para a contagem de RBC
e PLT. Para o doseamento da hemoglobina utiliza laurilsulfato de sédio (SLS) sem cianeto

(Tabela 1)@,

Tabela | — Metodologias e parametros determinados no Sysmex XE 5000.

Metodologia Parametros Analiticos

Diferencial leucocitaria;
Granuldcitos imaturos;
Eritrécitos nucleados;

Citometria de Fluxo Reticulécitos;

Fragdo imatura dos reticulécitos;

Contagem das plaquetas dpticas;

Fragdo imatura das plaquetas

Contagem de plaquetas;
Impedancia e Foco hidrodinamico Contagem de eritoblastos;

Hematdcrito

Método de Sulfato Lauril de Sédio (SLS) Hemoglobina




3.3.2.1 - Citometria de fluxo com fluorescéncia: ¢ utilizada para quantificar e
analisar as propriedades fisicas das células sanguineas. Fornece informagao sobre o tamanho
e estrutura celulares bem como a diferenciagio dos leucocitos através de marcagao por

fluorescéncia dos acidos nucleicos. ¢?

No Sysmex XE 5000, o sangue é inicialmente aspirado e introduzido num fluxo
continuo que faz com que as células se alinhem individualmente, sendo posteriormente
marcadas com um marcador fluorescente que se liga especificamente aos acidos nucleicos.
Um feixe de luz semicondutor é emitido para o fluxo de células atravessando-o
perpendicularmente (90°), estando este alinhado com um detetor. Existem varios detetores
colocados em diferentes posi¢coes relativamente ao laser, o detector “forward-scattered”
(FS) colocado num angulo de 2-10° o “Side-scattered” (SS) colocado para uma leitura a 90°

e ainda o “lateral fluorescence light” (LFL) também a 90° (figura 1) **>%.
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Figura | - Esquema representativo da tecnologia Figura 2 - Representagio da caracterizagao

de citometria de fluxo - Sysmex XE 5000. leucocitaria — Sysmex XE 5000.



O detetor FS fornece informagao sobre o tamanho e complexidade das células,
enquanto que o detetor SS capta a radiagdo dispersa num grande angulo, fornecendo
informagao acerca da complexidade interna da célula. O LFL faz a medigao da fluorescéncia
emitida pelas células, fornecendo informagao quanto ao tamanho do nicleo (figura 2). Estes
dados sao interpretados automaticamente e incorporados em diagramas de dispersao que

permitem a diferenciacio das diferentes populagdes leucocitarias (figura 3) (>>%.
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Figura 3 — Diagramas de dispersao leucocitaria — Sysmex XE 5000.

3.3.2.2 - Impedancia e Foco hidrodinamico: ¢ aplicada a contagem celular,
sendo também designada por corrente direta e tem como base o principio de “Coulter”.
Esta metodologia tem como base a medigao de alteragdes numa corrente elétrica durante a
passagem de particulas, neste caso células sanguineas (suspensas numa solugao salina,
isotonica, boa condutora), através de um pequeno orificio situado entre dois elétrodos.
Como as células nao sao condutoras de corrente elétrica, a passagem de cada célula através
da abertura causa uma diferenga de potencial entre os dois elétrodos. Desta alteragao da
corrente gera-se um pulso elétrico proporcional ao volume da célula que lhe deu origem.

Esta metodologia é utilizada essencialmente para contagem de RBC e PLT ("*?,

O numero de pulsos gerados indica o niumero de células. O tamanho/amplitude do
pulso representa o volume/tamanho da célula. Os pulsos sao analisados e classificados pelo
tamanho pelo autoanalizador. A soma dos impulsos de todas as células num volume

especifico é avaliada e representada em histogramas 4.



3.3.2.3 - Método de Sulfato Lauril de Sédio (SLS): método usado pelo Sysmex
XE 500 para o doseamento da HGB. Utiliza laurilsulfato de sédio sem cianeto. O reagente
hemolisa os eritrocitos e leucécitos da amostra. A reagao quimica inicia-se com a alteragao
da globina, oxidando depois o grupo heme. O grupo hidrofilico do SLS liga-se ao grupo

heme, formando um complexo corado (SLS-HGB) que é quantificado através fotometria .

Os WBC sao medidos num canal DIFF (contagem diferencial de WBC), em que um
surfactante promove a lise dos RBC e permeabiliza as membranas dos WBC. Os WBC ficam
com poros muito reduzidos na membrana, por onde entra um corante fluorescente
(polimetina) que se liga ao acido nucleico. Sao depois analisados por citometria de fluxo
(com fluorescéncia), recorrendo aos detetores SS e LFL, em que a intensidade de
fluorescéncia do RNA e DNA do nucleo e dos organelos citoplasmaticos das células, e a
anadlise da complexidade da estrutura celular, permitem fazer a diferenciagcao dos diferentes

tipos de leucécitos 2.

No canal RET/PLT-O sao contados os RET e as PLT (contagem otica). Neste canal,
da mesma forma, o surfactante lisa os RBC e permeabiliza as membranas das células

permitindo a penetragio do corante fluorescente, que se vai ligar ao acido nucleico dos

WBC, NRBC, RET e PLT. Com recurso aos detetores FS e LFL, sio analisados os RET .

No canal IMI sao detetadas seletivamente células imaturas de linhagem mieloide.
Quando expostas a um reagente de lise (“Stromatolyser — IM”), as membranas das células
maduras sao destruidas devido ao seu grande teor lipidico. Uma vez que as membranas das
células imaturas contém menor quantidade de lipidos e uma grande concentragao de acidos
gordos, o reagente de lise causa a formagao de pequenos poros membranares sem causar
destruicao o que facilita a sua difusao para o interior das células fixando os componentes
intracelulares. Recorrendo ao recorrendo aos detetores SS e FSS, o Sysmex consegue
distinguir células blasticas, granulocitos imaturos (mielocitos, metamielocitos, promieldcitos

e células em banda) *?.

No canal de NRBC, os RBC e NRBC sao lisados por um surfactante (“Stromatolyser
— NR”) expondo o nucleo dos NRBC. O corante fluorescente (polimetina) migra e liga-se
aos acidos nucleicos e organelos celulares. O resultado desta andlise serao duas populagoes

distintas, que diferem na intensidade de fluorescéncia (WBC com maior fluorescéncia que os
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NRBC). Este canal permite a corre¢ao automatica da contagem de WBC na presenca de

NRBC @7,
3.3.3 - Parametros de avaliacdo eritrocitaria

3.3.3.1 - Concentragcao da hemoglobina: a HGB ocupa cerca de um ter¢o do
volume total da célula. A concentragao de hemoglobina depende, principalmente, do niUmero
de células e também da quantidade de hemoglobina existente em cada eritrécito. E expressa
em g/dl e os seus valores de referéncia variam principalmente de acordo com a idade e sexo.

A sua concentragio é o principal indicador de estados anémicos **,

3.3.3.2 - Contagem de eritrocitos: Um adulto apresenta cerca de 5 milhdes de
eritrocitos por microlitro de sangue, que representam cerca de 95 % do volume dos
elementos figurados do sangue. A contagem de eritrocitos é expressa em numero de células
por microlitro e é um indicador da produgao e tempo de semi-vida dos eritrocitos. Valores
diminuidos (eritropenias) encontram-se principalmente em casos de aplasia medular e
hemorragias graves. A desidratagao e doengas mieloproliferativas constituem as principais

causas de eritrocitose *?.

3.3.3.3 - Hematocrito: refere-se a proporgao do volume que os eritrocitos
ocupam no total da amostra e é apresentado em percentagem ou em litro por litro. O seu
valor depende principalmente, do nimero e tamanho dos eritrocitos. As alteragoes deste
pardmetro devem-se as mesmas causas que provocam alteragoes na contagem de eritrocitos

(4.6)

3.3.3.4 - indices hematimétricos

- Volume Globular médio: o VCM representa o volume médio de cada eritrocito,
expresso em fentolitros (fL). Este parametro permite classificar morfologicamente as

anemias como microciticas (< 80 fL), normociticas (80-100 fL) e macrociticas (> 100 fL) ©.

- Hemoglobina globular média: refere-se 4 medida do conteido de hemoglobina
por eritrécito. Pode ser obtida manualmente pelo quociente do valor de hemoglobina e o
numero de eritrocitos e é expresso em picogramas. E utilizado na avaliagao das anemias

hipocromicas 9.



- Concentragcao média de hemoglobina globular: representa a concentragao
média de hemoglobina eritrocitaria. Este indice é usado na distingao entre normocromia (30-
35 g/dl) e hipocromia dos eritrocitos. Valores aumentados (>36g/dl) estao associados a

desidratacao, lipémias, hemolise, esferocitose hereditaria e a presenca de crioglobulinas ©

- indice de Distribuicio Eritrocitaria: o RDW representa a heterogeneidade do
volume dos eritrocitos presentes na amostra, refletindo o indice de anisocitose. Esta

determinagao é especialmente Util no diagnéstico diferencial de anemias microciticas ©.

- Contagem de reticuldcitos: sio células que imaturas que sao libertadas para a
circulagdo possuindo ainda RNA e organelos. Em condigdes normais, estas células
permanecem cerca de | dia na corrente sanguinea antes de originarem o eritrocito maduro.
A sua contagem reflete a atividade eritropoiética da medula ossea, permitindo deste modo a

caracterizagio das anemias em hiperrregenerativas ou hiporregenerativas .

- Fracao de reticulocitos imaturos (IRF) - Este parametro indica a proporgao de
reticulocitos imaturos presentes na circulagao periférica. Como os reticulécitos imaturos
sao libertados na corrente sanguinea em periodos de eritropoiese acelerada, como acontece
numa hemorragia, em algumas anemias hemoliticas e na terapéutica com estimuladores da

eritropoiese, & um parametro Util na avaliagio do grau de eritropoiese 7.

- Eritroblastos (NRBC): Os eritroblastos sao células precursoras dos eritrocitos
e, excetuando o periodo neonatal, sio normalmente encontradas somente na medula ossea.
A sua presenca no sangue periférico nao é frequente e é o reflexo de um aumento extremo

da atividade eritropoética, habitualmente com eritropoiese extramedular *©.

3.3.3.5 - Interferéncias nos parametros eritrocitarios

Apesar de os autoanalisadores fornecerem cada vez mais resultados fidedignos nas
contagens celulares, ha situagoes que podem interferir nos resultados finais. Referem-se de

seguida alguns fatores que podem alterar o eritrograma (tabela 2).



Tabela 2 - Principais causas de interferéncias nos parametros eritrocitarios.

Aglutninas
REC FILI"'?T gigam?: RBC microciticos
p—— Crioglobulinas
Hemdlse
Tnéria
Bilimubinemia
My Leucociloss
Hiperprotendmia
Armostra coagulada
Het RBC microciticos
Hemdlss
Lerucocitose
Aglutininas
MEY Hipearglicemia
Armazenamento prolongado da
amosira (exposicio a0 EDTA)
“Lipémia
Falsa aumeanto da Hb
g Falsa diminuicio dos RBC
Aglutinacso de REC
Lipémia
Crioglobulinas
Hiperbilirrubindmia
MCHC Aglutininas :D:?m:
Hemdlize B
Armosira codgulida
Dirménuicao do Het (falsesdo)
— PlTggamas
RET Agregados PLT
Inclusdes cloplasmalicas

3.3.4 - Parametros de avaliacdo leucocitaria

3.3.4.1 - Contagem total de leucdcitos: permite avaliar quadros de leucopenias
ou de leucocitoses. As leucopenias surgem com maior frequéncia por faléncia medular apos
quimioterapia, fibrose medular e em alguns estados leucémicos. A leucocitose esta

frequentemente a infegdes infegao, gravidez, pés-operatério e leucemias * 7.

3.3.4.2 - Férmula diferencial leucocitaria: a formula leucocitaria fornece, em
numeros absolutos e percentuais, a contagem de cada tipo de leucécito. No equipamento
automatico utilizado é possivel avaliar a distribuicao das cinco populagoes leucocitarias:

neutrofilos, linfocitos, mondcitos, eosindfilos e baséfilos 7.

No caso de existirem células com baixa maturagao que impossibilita o equipamento
de as distribuir nas cinco populagoes normais, este emite um alerta da presenga de blastos e
ou Granulocitos imaturos. Cabe ao responsavel do sector avaliar o ESP para verificar uma
possivel presenca de doenga linfoliferativa ou mieloproliferativa. Se for o caso e se o doente
nao apresentar histérico de doenga, é recomendado junto do clinico prescritor um estudo

mais alargado (Imunofenotipagem, medulograma).



3.3.4.3 - Granulécitos imaturos: os granulocitos imaturos correspondem aos
precursores de granuldcitos que incluem os promielocitos, mieldcitos e metamielocitos. A
presenga de granuldcitos imaturos no sangue periférico reflete a atividade da medula éssea
em resposta a um processo inflamatério ou infecioso como a sépsis. Este parametro é
também importante no diagnostico de leucemia mieloide cronica (LMC) e de outras
hemopatias malignas. Na presenca deste tipo de procede-se a contagem diferencial manual

pela observagio do ESP®,

3.3.4.4 - Interferéncias nos parametros leucocitarios

Os resultados da contagem de leucocitos podem estar falsamente alterados devido a

diversos fatores que sao descritos em seguida na tabela 3.

Tabela 3 - Principais interferéncias nos parametros leucocitarios

Aumento Diminuigao
Agregados PLT Coagulagio da amostra
PLT gigantes Agregados WBC
NRBC Lise WBC (amostra envelhecida, WBC frageis —
WBC g e .

RBC resistentes a lise leucemia)
Fibrina, crioglobulinas e Leucemia em tratamento com quimioterapia (WBC frageis

parasitas e fragmentos podem ser contados como PLT

3.3.5 - Parametros de avaliacdao das plaquetas

3.3.5.1 - Contagem de Plaquetas: determina o numero de plaquetas circulantes
expressas em numero de células por microlitro de sangue permitindo assim a detegao de

trombocitopenias ou trombocitoses.

As trombocitopenias podem dever-se a uma diminuida produgao de plaquetas na
medula, destruicao periférica de PLT, ou a um aumento do consumo. A etiologia das
trombocitopenias que nao estao associadas a diminuigao da sua produgao, pode derivar de
uma hemorragia aguda, esplenectomia, purpura trombocitopenia idiopatica, purpura
trombocitopenia trombdtica ou trombocitopenia induzida pela heparina. As
trombocitopenias que resultam de uma produgao insuficiente de plaquetas podem ter como

etiologia a aplasia medular, leucemia, mielofibrose medular ou sindrome mielodisplasico  *

8)
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3.3.5.2 - Interferéncias nos parametros plaquetarios

Sao varios os fatores que podem interferir com as contagens de plaquetas (tabela 4)
que podem levar a falsas trombocitopenias ou falsas trombocitoses. A validagao
biopatologica s6 é feita se os resultados estiverem de acordo com o historico recente do
doente. Caso ocorram discordancias ou na auséncia de histérico recente, inicialmente
verifica-se a conformidade da amostra (volume, coagulos) e se esta tiver em conformidade
procede-se a sua contagem pelo método otico. Caso o valor se mantenha procede-se a
observagao do ESP para confirmagao dos resultados. Caso a amostra nao esteja em
conformidade ou se o ESP apresentar agregados de PLT é solicitada nova amostra e os

resultados sao retidos.

Tabela 4 - Principais interferéncias na contagem de PLT.

Aumento Diminuigéao

Fragmentos RBC

. ) Aglutinacéo PLT
Fragmentos citoplasmaticos de células nucleadas giufinagao

Satelitismo de PLT (PMN)

PLT i inas e fibrinogeni '
Cnoglobul'm.a e fibrinogénio PLT gigantes
Bactérias e fungos Coagulacéo da amostra
Lipidos e o

3.3.5.3 - Volume plaquetario médio (MPV)

Reflete o volume médio das PLT em circulagao, sendo que estas podem variar de
tamanho e atividade funcional. A sua interpretagao assume elevada utilidade para diferenciar
as trombocitopenias hiporregenerativas das trombocitopenias destrutivas. O aumento do
MPV esta associado ao aumento da produgao de PLT acompanhado pela entrada de PLT
maiores (mais jovens) em circulagio que resulta da produgio compensatéria ao nivel da
medula ossea e que acontece nos casos de destruicao periférica. Este parametro tem-se
revelado util na diferenciagio de trombocitopenias de origem medular ou periférica. Na
trombocitopenia de origem medular, o MPV esta diminuido pois ha uma menor produgao de
PLT e as que entram em circulagao sao mais maduras e de pequeno volume. Nas
trombocitopenias periféricas acontece o oposto, ja que o “turnover” elevado faz com que

haja aumento de produgio e, portanto, de macroplaquetas na circulagio “.
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As plaquetas maiores sao as mais jovens, mais reativas e produzem mais factores
trombogénicos (maior conteido de tromboxano A2, agregam mais facilmente in vitro,
contém mais granulos densos, tém maior expressao dos recetores de membrana). Por isso,
um aumento do MPV tem sido associado com morbilidade cardiovascular e cerebrovascular,
sendo proposto como um fator de risco independente para enfarte de miocardio em
pacientes com doencga coronaria; e também um fator de risco de mortalidade ou de eventos

recorrentes isquémicos de enfarte de miocardio.

3.3.5.4 - Fracao de plaquetas imaturas (IPF) - reflete a atividade de produgao
na medula 6ssea. O IPF corresponde as PLT jovens presentes na circulagao periférica, que
contém vestigios de material genético. E um pardmetro de avaliagio similar aos RET para a
linhagem dos RBC. Como se referiu, as PLT imaturas sao mais reativas que as maduras. O
seu valor contribui para a avaliagao da atividade medulara e do aumento do consumo ou
destruicao plaquetaria. O valor de IPF aumenta quando ha aumento da produgao de PLT e
diminui quando ha falha na sua produgao, sendo por isso util no diagnostico diferencial de
trombocitopenias. Assim, o IPF apresenta valores aumentados quando ha destruicao ou
consumo periférico em doengas como a Purpura Trombocitopénica Trombotica ou a
Purpura Trombocitopénica Idiopatica, e valores diminuidos quando ha faléncia medular, ou
seja trombocitopenias hiporregenerativas. Este parametro é usado para monitorizar a
recuperagao da produgao de PLT pela medula 6ssea apds quimioterapia ou radioterapia, uma
vez que a IPF é um marcador de recuperagao mais precoce que aumenta antes da

recuperagao do valor de contagem de PLT *?),

3.3.5.5 - Contagem de PLT pelo método 6tico (PLT-O) - a contagem de PLT
efetuada pelo método otico permite aumentar a exatidio da contagem de plaquetas
periféricas, em comparagao com o método de impedancia. O método de impedancia
apresenta mais interferéncias durante a contagem de PLT, nomeadamente pela presenca de
parasitas, fragmentos de RBC ou microcoagulos. Na contagem por impedancia as PLT sao
contadas e analisadas apenas pelo seu volume, enquanto que no método otico para além da

densidade 6tica a complexidade plaquetéria também é avaliada®?.
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3.4 - Esfregaco de sangue periférico

Com o desenvolvimento de instrumentos automatizados sofisticados para contar e

fundamental na avaliagao da doenga hematolodgica.

caracterizar as células sanguineas, os ESP sio cada vez realizados em menor nimero na

rotina laboratorial. No entanto, a sua interpretagao nao deixa de ser uma ferramenta

A decisao de efetuar o ESP tem em conta os resultados obtidos no hemograma, bem

como o historico do doente e as circunstancias clinicas em que o mesmo se encontra. Na

pratica clinica o ESP so é efetuado nas situagoes em que seja justificavel (tabela 5).

Tabela 5 - Critérios de validagao patoldgica de hemogramas do setor de hematologia.

CRITERIOS PARA VALIDACAO DO HEMOGRAMA

RN SEMPRE Observar
[amina e fazer
diferencial
Criancas até SEMPRE Observar
12 anos l[amina e fazer
diferencial
WBC,RBC, Valores abaixo da Verificar se a | Solicitar nova
HGB,PLT linearidade do amostra esta | amostra para Processar de novo
equipamento coagulada ou confirmar
hemodiluida resultados
WBC <40 1073/ul Observar
>15.0 1073/l lamina e fazer
diferencial
PLT <100 1073/pl Observar | Trombocitopenia desconhecida-
>1000 1073/pl ldmina solicitar ~ colheita em tubo
Tromboexact para confirmar
Pesquisar contagem de plaquetas. .
PLT <100 1073/l * coagulos na Para excluir
amostra. Pseudotrombocitopenias por
agregados plaquetares
HGB <7 g/dl Observar
>2 g/dl acima dos lamina
valores de referéncia
para idade e sexo
VCM <75fl Observar
> | 05fl lamina
(adulto)
MCHC 2 2 unidades acima Analisar Colocar na estufa durante 30
do limite dos valores lipemia, amostra minutos  se  presenga  de
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de referéncia hemolise, aglutininas,
aglutinagao Observar diluir a 2 com cellpack se lipemia
dos lAmina e multiplicar resultados por 2.
RBC,
esferocitos
RDW >22% Observar
lamina
DIFERENCIAL
Contagens sem Observar
diferencial ou lamina e fazer
dif.incompleto diferencial
Neut # <l.0 1073/ul Observar
>20.0 1073/pl lamina
Linf # >5.0 10A3/ul Observar
(adulto) lamina
>7.0 1073/ul
(<12 anos)
Mono # >1.5  10A3/ul Observar
(adulto) lamina
>3.0 1073/l
(<12 anos)
Eos # >2.0 1073/ul Observar
lamina
Baso # >0.5 1073/ul Observar
lamina
NRBC Qualquer valor Observar
lamina
Retics >0.100 1076/ul Observar
Valor absoluto # lamina
ALARMES (FLAGS)
Fragmentos de
RBC Observar
lamina
Dimorfismo Observar
lamina
RBC resistentes Observar
3 lise lamina
Agregados Pesquisar | Presenga de agregados
plaquetares codgulos na | plaquetares - solicitar colheita em
(clumps ) amostra. tubo Tromboexact
Observar
lamina
Alarme de Observar
Granuldcitos lamina e fazer
imaturos diferencial
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Alarme de Desvio a Observar
esquerda lamina e fazer

diferencial

Alarme de Observar
Linfocitos lamina e fazer

atipicos/variantes diferencial

Alarme de Blastos Observar
lamina e fazer

diferencial

Alarme de NRBC Observar

lamina

3.4.1 - Coloracao de May-Griinwald-Giemsa

Apos a execugao do ESP as laminas sao posteriormente coradas usando a técnica de
MayGrunwald-Giemsa. Esta coloragao baseia-se na coloragao de Romanowsky que envolve a
coloragao dos diferentes componentes celulares de acordo com a sua natureza acida ou

basica (.

O processo de coloragao envolve uma fixagao inicial do ESP com metanol sendo este
posteriormente corado pela eosina (corante acido) que ira dar pigmentagao a substincias
cujas caracteristicas sao basicas (citoplasma, filamentos citoplasmaticos, granulos e fibras
extracelulares). De seguida, realiza-se a coloragao com o corante MayGrinwald (azul de
metileno), sendo este um corante basico ird corar as estruturas com caracteristicas acidas

(grupos fosfato, acidos nucleicos e granulos).

3.4.2 - Avaliacdao da série vermelha

O eritrécito, em situagdes normais, possui uma forma biconcava, apresentando a
parte central (cerca de um ter¢o da célula) descorada com uma coloragao mais densa na
periferia. Pela observagao do ESP é possivel proceder a avaliagao da morfologia e aspecto do
eritrocito, sendo que em determinadas situagoes patoldgicas sao observadas alteragoes ao
nivel do tamanho, forma, cor, presenga de inclusdes eritrocitarias ou da distribuigao, cuja
descrigao se encontra de seguida. No que respeita a avaliagao destas situagoes patologicas, €

importante saber identificar o que é normal, por conseguinte na figura 4 encontra-se
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evidenciado um esfregago de sangue periférico normal com um pequeno linfécito, cujo

tamanho do nlcleo se assemelha ao tamanho de um eritrocito normal ©&9),

Figura 4 - Esfregaco de sangue periférico com um pequeno linfocito no centro.

3.4.2.1 - Tamanho

O eritrocito, em condigdes normais, apresenta um didmetro médio de cerca de 7,2
um, sendo denominado de normoécito. O aparecimento de alteragdes no tamanho pode
resultar em macrocitos (diametro superior a 8,2 pm) ou em micrécitos (diametro inferior a
6,2 um), os quais se encontram representados na tabela 3. Deve se notar que a presenca de
microcitos ou macrécitos no ESP pode tratar-se de uma alteragao generalizada, quando se
verifica uma alteragdo no VCM, ou restringir-se apenas a uma pequena populagio, nao
alterando o VCM. A coexisténcia de microcitos e macrocitos pode resultar num valor de
VCM normal uma vez que se trata de um valor médio © 79,

E importante evidenciar que na presenca de uma populagio dimérfica (apds
transfusoes sanguineas), devem ser reportadas as caracteristicas de ambas as populagoes. A
observacao de uma heterogeneidade no tamanho celular é denominada de anisocitose,
sendo caracterizada como uma anormalidade inespecifica, que pode ser comprovada pelo

aumento do RDW “*9,
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Tabela 6 - Alteracdes no tamanho do eritrécito - descricao e causas associadas.

Imagens

Descricao

|

Macrécito: Eritrocito com um didmetro superior a 8,2 um
Observado: Anemia megaloblastica, sindrome mielodisplasico,
doengas hepaticas, alcoolismo, retuculocitose e em recém-

nascidos (fisiologico)

Micrécito: Eritrocito com um didmetro inferior a 6,2 um

Observado: Anemia por ferropénica, anemia sideroblastica,

anemia das doengas croénicas e hemoglobinopatias

3.4.2.2 - Forma

Em condigdes normais, o eritrocito maduro apresenta, geralmente, uma forma

biconcava. No entanto, como resultado de uma eritropoiese ineficaz ou de danos apds a

formagao, o eritrocito pode adotar formas anormais, passando a designar-se de poiquildcito.

Estas formas anormais tém diferentes denominagdes e estio associadas a diferentes

patologias, como exemplificado na tabela

Tabela 7 - Principais alteragoes na forma eritrocitaria verificadas no ESP e descricao das causas associadas.

749,

Imagens

Descricao

Esferécito: eritrécito microcitico, redondo, e hipercrémico

Observados: Esferocitose hereditaria, doenca hemolitica do

recém-nascido e anemia hemolitica autoimune

Eliptécito: forma elitica

Ovalécito: forma ovalada

Observados: Eliptocitose/ovalocitose hereditaria,, anemia ferropénica,

anemia megaloblastica (macro-ovalocitos)
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Estomatécito: eritrocito com uma ampla fenda central

Observados: Estomatocitose hereditaria, alcoolismo,
hepatopatia
iy .
o o A
| Drepandcito:  eritrocito  alongado, com  extremidades

pontiagudas que normalmente forma uma curvatura; “célula em

forma de foice”

Observados: Anemia falciforme

© :
- Q \ %) D >
iv.a_ O 9 H%) @ ¢

Célula em alvo: eritrocito com hemoglobina concentrada no
centro e na periferia.
Observadas: doenga

Anemia ferropénica, hepatica,

hemoglobinopatias e pos-esplenectomia

508 % 503 02
;0 ?% O#o ‘e DC)OQ,.Q
00%C’e o0 a0t
® o 2700 5g0%
60 G0 .90
%‘;’Jo & ,O-Qq’

Esquizocito: Fragmentos de eritrocitos com forma e tamanho

variavel,

Observados: Anemia hemolitica microangiopatica, queimaduras

graves.

Queratocito: denominado de “bite cell’. Podem resultar da

remogaodos corpos de Heinz ou danos mecanicos

Observados: Anemia hemolitica microangiopatica e dano oxidativo

Acantocito: eritrécito com poucas espiculas de formas

variadas e distribuidas de forma irregular

Observados: doenca hepatica grave e abetalipoproteinémia

hereditaria

Equindcito: eritrocito com numerosas espiculas curtas

distribuidas de forma regular

Observados: Ddina depiruvato cinase, insuficiéncia renal
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Dacriocito: eritrocito com uma extensao pontiaguda (célula em

forma de lagrima)

Observados: Mielofibrose primaria, talassémia.

3.4.2.3- Cor

Os eritrécitos normais apresentam uma coloragdo mais intensa na periferia com a
parte central descorada, sendo denominados de normocromicos. A visualizagao de
eritrocitos hipocromicos (figura 5), em que o centro descorado ocupa mais de um tergo do
didmetro da célula, ocorre principalmente devido a deficiéncia de ferro ou hemoglobnopatia
A hipercrémia é uma caracteristica nemos frequente uma vez que o aumento da produgao
de hemoglobina acompanha o volume celular, no entanto nos casos de esferocitose esta

situagdo nio se verifica estabelecendo-se deste modo uma hipercromia eritrocitaria. ©¢®”),

A alteragao na cor dos eritrécitos esta frequentemente relacionada com a presenga
de formas imaturas, denominada de policromatofilia (figura 6). Nesta situagao, verifica-se a
presenga de células maiores com uma coloragao citoplasmatica azulada, conferida pela
existéncia de RNA residual. O aumento destas células esta associado a um aumento da

atividade da medula éssea ¢,

g X O

0.~ . e
Figura 5 - Hipocromia - Presenca de Figura 6 — Policromatofilia - Presenca
eritrécitos com palidez central acentuada de células grandes ligeiramente azuladas

3.4.2.4 - Inclusobes eritrocitarias

No esfregago de sangue periférico podem ser observados varios tipos de inclusdes

eritrocitarias, algumas das quais evidenciadas na tabela 8.
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Tabela 8 - Principais Inclusoes eritrocitarias verificadas no ES, descrigao e causas associadas.

Pontuado Baséfilo: Numerosos granulos basdfilos, finos,
dispersos pelo citoplasma.

Composi¢cao: RNA precipitado

Observado: Hemoglobinopatias, envenenamento por chumbo e

anemias severas

Corpos Howell-Jolly: Granulos redondos, muito basdfilo,
/ gerdmente | poraih
Composicao: DNA remanescente

Observados: Hiposplenismo, pos-esplenectomia, anemia hemolitica e

anemia megaloblastica

Corpos Pappenheimer/siderécito: Aglomerados irregulares de
pequenos granulos basofilos, geralmente periféricos
ol Composicdo: Ferro

\ - Observados: Anemia sideroblastica, pos-esplenectomia, sindrome

mielo-displasico

3.4.2.5 - Alteracoes na distribuicao

A formagao de rouleaux (figura 7) e a aglutinagao (figura 8) sao duas alteragdes na
distribuicao dos eritrocitos que podem ser avaliadas no esfregago de sangue periférico. O
fenomeno de rouleaux, em que os eritrocitos estao dispostos em pilha, esta associado a um
aumento das proteinas plasmaticas, em que as causas mais comuns sa0 OS Pprocessos
inflamatorios, doengas de deposicao proteica (amiloidose) e o mieloma multiplo. A
aglutinagao eritrocitaria, que se apresenta como um aglomerado de eritrocitos, resulta da
presenga de anticorpos que reagem contra os antigénios eritrocitarios membranares,

. . 6,89
nomeadamente crioglobulinas (6.8.9)

Figura 7 - Formagao de rouleaux Figura 8 - Aglutinagao eritrocitaria
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3.4.3 - Avaliacdo leucocitaria

No sangue periférico, os leucécitos sao caracterizados como mononucleares ou
polimorfonucleares. As células mononucleares, monocitos e linfocitos, possuem nucleos nao
segmentados, com uma forma redonda, oval ou dobrada. Os polimorfonucleares englobam
os granuldcitos, que incluem os neutrofilos, eosindfilos e basofilos, os quais apresentam
nucleos lobulados, com formas variadas, e granulos citoplasmaticos com diferentes
caracteristicas de coloragao, consoante a natureza acido base. As granulagoes neutrofilas
apresentam uma coloragio rosa, devido a reagirem com ambos os corantes **®. Na figura 9

estao evidenciadas as cinco populagoes de leucocitos.

A B C D E

Figura 9 - Leucécitos. A. neutrdfilo B. eosindfilo C. basofilo D. monécito E. linfocito

Neutrofilos

Os neutrdfilos tém como principal fungao a fagocitose e destruicio dos
microrganismos, representando a defesa primaria a uma infecao bacteriana. Estas células
apresentam uma forma arredondada, com 10 a 14 pm de didmetro, um nucleo lobulado
constituido por dois a cinco lébulos interligados por filamentos de cromatina e um
citoplasma, normalmente, com granulos finos com uma coloragao rosa, dispersos de forma

uniforme ao nivel citoplasmatico (figura 8A) ©.

Eosinofilos

Os eosindfilos sao ligeiramente maiores que os neutrofilos, com 12 a 17 pm de
didmetro. O nucleo é, geralmente, bilobado e o citoplasma apresenta granulos esféricos
eosindfilos (alaranjados). Possuem diversas fungoes, destacando-se as respostas alérgicas,

respostas antiparasitarias e na remogao de fibrina formada durante a inflamagao. (figura 8B)
6)-
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Basofilos

Os basdfilos sao os leucodcitos menos numerosos na corrente sanguinea. Apresentam
cerca de 10 a 14 ym de diametro um nucleo denso e compacto e um citoplasma com
granulos grandes muito basofilos, que normalmente obscurecem o nucleo. (figura 8C).

Encontra-se aumentados principalmente em reagdes alérgicas ©.

Monécitos

Os monocitos sao os maiores leucocitos no sangue periférico, com um diametro de
I5a I8 pym, possuem um nicleo grande e irregular com cromatina fina e um citoplasma azul
acinzentado, frequentemente apresentam vacuolos e granulos finos azurofilicos. Por vezes a
sua distingao é dificultada pela presenca de linfocitos atipicos (figura 8D). O aumento do
numero de mondcitos ao nivel do sangue periférico esta muitas vezes associado a estados

infeciosos (tuberculose, malaria, bruceloses) e em leucemias monociticas ©

Linfocitos

Os linfocitos apresentam, na sua grande maioria, um formato pequeno arredondado
com cerca de 10 a 12 ym de didmetro, no entanto podem aparecer com diversas formas e
tamanhos. O nucleo é redondo com cromatina condensada e um citoplasma azul-claro, o
qual pode conter um nimero reduzido de granulos azurofilicos. (figura 8E). Em latentes e
criangas, os linfocitos tendem a ser maiores e mais pleomorficos, sendo uma caracteristica

importante a ter em conta aquando da observagiao do ESP .

3.4.3.1 - Alteracoes morfoldgicas dos leucécitos

Dentro das inumeras alteragoes leucocitarias que se podem verificar no ESP, as que

mais se destacaram durante o periodo de estagio estao representadas na tabela 9.
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Tabela 9 - Alteragoes morfoldgicas dos leucocitos verificadas no ESP e descricao das causas associadas.

Q

r'
D‘

Neutroéfilo em banda: sio células imaturas com um nucleo em

forma de bastao.

Observado: reposta a processos infegiosos, gravidez ou apos

estimulagdo da medula 6ssea

Neutréfilo polisegmentado

Observados: anemia megaloblastica, doencga hepatica

Granulac¢des téxicas dos neutrofilos: granulagoes grandes

muito basofilas

Observadas: infegoes graves (sépsis) e em tratamento com

fatores de crescimento hematopoiéticos

Corpos de Auer: corpos cilindricos azurdfilos lisossomais

observados no citoplasma dos mieloblastos e promielécitos

Observados: leucemias mieloides agudas e sindromes

mielodisplasicos.

Vaculacdo citoplasmatica dos neutréfilos

Observados: estados infeciosos
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Corpos de Dohle: inclusoes citoplasmaticas periféricas azuis

Observado: sépsis, queimaduras, estados inflamatorios

=
- > Linfécitos atipicos: Linfocitos grandes, com contorno irregular e
- |- .
3 0o 8 citoplasma basdfilo.
-
& ™
D & _
- 0 & Observados: infegoes virais (CMV, EBV)
f ¥ o= r,"‘i
i 7 ——— ]
‘.- '
- "

shitterstock rom « 751799022

Blastos: precursores mieloides / linfoides. Citoplasma escasso,

cromatina condensada e nucléolos proeminentes

Observados: Doengas mieloproliferativas ou linfoproliferativas.

3.5 - Estudo laboratorial das anemias

Define-se anemia como a diminuigdo da hemoglobina para concentragdes abaixo do

limite inferior do intervalo de referéncia que varia em fungao da idade sexo e estados

fisiologicos (tabela 10). Pode estar associada a uma redugao no numero de eritrocitos ou a

diminuicdo do hematocrito, embora seja a concentragio de hemoglobina que define a

existéncia de anemia *'9,

Tabela 10 - Valores de referéncia de hemoglobina e hematocrito de acordo com idade.

Hemoglobina (g/dL) Hematécrito (%)
6-59 meses I 33
5-11 anos 1,5 34
12-14 anos 12 36
Mulheres > |5 anos 12 36
Mulheres gravidas I 33
Homens (> |5 anos) 13 39
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3.5.1 - Classificacao das anemias

As anemias sao classificadas principalmente pela sua fisiopatologia e morfologia, sendo

que a combinagdo destas abordagens é geralmente utilizada para determinagio do

diagnostico diferencial inicial.

A classificagao fisiopatoldgica das anemias é baseada em parametros como diminuigao

ou ineficiéncia de produgao, destruicao (hemolise) ou perda eritrocitaria. As principais

causas de anemia segundo esta classificacio estdo descritas na tabela || ',

Tabela 11 - Classificagdo fisiopatoldgica das anemias.

Diminui¢ao da producdo

Anemias hemoliticas

|- Faléncia medular
Anemia aplastica

Aplasia da série vermelha

|- Defeitos da hemoglobina
Hemoglobinopatias: Anemia falciforme,

talassemias, outras

Perda sanguinea

2-Invasio medular

Neoplasias - leucemias, Mielofibrose

2- Defeitos de membrana

Esferocitose, Eliptose

3- Diminuicdo da producao de eritropoetina
Doenga renal crénica
Hipotireoidismo,
Hipopituitarismo
Inflamagao cronica

Desnutricao

3- Defeitos do metabolismo

Deficiéncia G6PD e piruvato-quinase

4- Doencas da maturacao eritroide e
eritropoiese ineficaz

Deficiéncia de ferro;

Anemias sideroblasticas;

Intoxicagao por chumbo

Deficiéncia de Vit. BI2

Deficiéncia de 4cido folico

4- Mediada por anticorpos
5- Mecénicas

Anemia hemolitica
microangiopatica

6- Infecdo (Malaria)

7- Agentes quimicos e
fisicos

8- Hemoglobinuria

paroxistica noturna

Em relagio a classificagdo morfologica das anemias estas sao

tamanho e conteldo citoplasmatico de hemoglobina nos eritrocitos.

diferenciadas pelo

Classificam-se em

microciticas/hipocrémicas, normociticas/normocréomicas e macrociticas (tabela 12). A

avaliagido dos indices eritrocitarios e observagdo microscopica de células anormais

constituem os principais parametros no despiste deste tipo de anemias, embora sejam

necessarias avaliagdes complementares para determinar a sua origem 7',
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Tabela 12 — Classificagao morfoldgica das anemias.

Microcitica Normocitica Macrocitica
Hipocromica Normocrémica
VGM <80; HGM <27 VGM <80-90; HGM> 27 VGM> 100

- Deficiéncia em Ferro
- Inflamagao crénica

- Talassémia

- Anemias hemoliticas
- Anemia de doencas croénicas

- Faléncia medular

- Défice de Vitamina Bl2 e

folatos

- Doengas hepaticas

- Anemia perniciosa

3.5.2 - Diagnéstico diferencial laboratorial

A conjugagao entre a histéria clinica do doente e a avaliagao dos testes laboratoriais

é essencial para o do diagnostico diferencial das amemias.

No que respeita a histéria clinica do doente, a obten¢ao de informagoes sobre
habitos de dieta, toma de medicagao, etnia, episodios diarreicos ou de perda de sangue pelas
fezes, perda de peso, palidez das mucosas e cansaco facil e antecedentes familiares, sao
. . . . e . ;. . .1 (7,
indicadores muito importantes que facilitam o diagnostico da doenga na rotina laboratorial
10)

Quanto aos exames laboratoriais, o hemograma com contagem reticulocitaria,
observagao do ESP, estudo da cinética do ferro e entre outos parametros representados na
tabela 12 assumem elevada importancia para o estabelecimento de um possivel diagndstico

laboratorial diferencial.

A contagem de reticulocitos representa um indicador de atividade eritropoética. Ele
pode ajudar a distinguir anemias relacionadas a baixa produgao e consequente redugao da
contagem de reticulocitos daquelas associadas a destruigdo eritrocitaria (aumento da
contagem de reticulocitos) 0,

Quando se suspeita de anemia por deficiéncia de ferro o estudo da cinética do ferro
é efetuado de modo a evidenciar esta causa de anemia com alta taxa de prevaléncia. Este
estudo implica o doseamento do ferro sérico, capacidade total da ligagao do ferro para se

calcular a saturagao da transferrina. O doseamento da ferritina para avaliar os depositos de
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ferro também pode ser solicitada. Vale lembrar que a ferritina é uma proteina de fase aguda

e pode estar aumentada em processos inflamatérios e infeciosos °.

Na suspeita de anemias hemoliticas a dosagem de bilirrubina indireta, desidrogenase

lactica, haptoglobina e teste de Coombs, sao provas essenciais para o despiste deste tipo de

patologias 0,

Nas anemias megaloblasticas sao indicadas a dosagem de acido félico, vitamina B,,,

provas de fungao hepatica, renal e de endocrinologia (fungao tireoidiana) 0,

Os principais exames laboratoriais realizados no diagndstico diferencial das anemias e

sua interpretagao sao mostrados na tabela 3.

Tabela 13 — Exames laboratoriais realizados no diagnéstico diferencial das anemias.

Exames laboratoriais

Interpretacao

Contagem de reticulécitos

Diminuida
- Anemias hipoproliferativas Aumentada

- Anemias hemoliticas ou perda aguda

Ferro sérico

Diminuido: anemia ferropénica

Aumentado: Sobrecarga de ferro, transfusces

HPLC

HbS — anemia falciforme, sindromes falciformes (SB-talassemia,
hemoblobinopatia SC)
HbH - alfa-talassemia

HbA:> aumentada — beta-talassémia e outras sindromes talassémicas

Dosagem de bilirrubina indireta,

desidrogenase lactica (LDH)

Aumentadas nas anemias hemoliticas

Teste de Coombs

Positivo nas anemias hemoliticas Auto-imunes

Dosagem de folato, vitamina B12

Anemias megaloblasticas

Provas de funcdo renal, hepatica,

hormonais (TSH, hormonas sexuais)

Anemias secundarias

Pesquisa de sangue oculto nas fezes

Anemia por perda sanguinea

Pesquisa de anticorpos Anti-factor]

intrinsecos e células parietais

Anemia perniciosa
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3.6 - Estudo das hemoglobinopatias

A hemoglobina humana é formada por quatro subunidades de cadeias peptidicas
idénticas duas a duas, designadas por globinas. Cada uma das subunidades esta ligada ao
grupo heme ao qual se liga o oxigénio. O tipo de hemoglobina é determinado pela sua

composigio em cadeias globinicas "

- HbA: duas cadeias o e duas B (a232)
- HbA2: duas cadeias a e duas 6 (0262)
- Hb fetal (HbF): cadeias a e com duas y (a2y2)

Nos adultos normais, a HbA é o tipo de hemoglobina mais abundante representado
97-98% da hemoglobina total; HbA2 conta com aproximadamente 2,5% e HbF com cerca de
[%. No recém-nascido, existe cerca de 60-85% de HbF que sera substituido por HbA,

aproximadamente | ano apés o nascimento ?.

As hemoglobinopatias constituem o grupo de doengas monogénicas recessivas mais
difundido a nivel mundial. Tém origem em mutagoes que afetam diretamente os genes
associados a sintese das cadeias de globina da hemoglobina, podendo resultar em alteragoes
da sua sintese, onde se incluem as sindromes talassémicas, ou em mudangas estruturais,

como nos casos de drepanocitose 7,

Desordens nas cadeias de globina sao comuns e constituem um problema de saude

publica. O seu estudo pode ser pedido:
|- Para confirmar um diagnostico presuntivo, como drepanocitose ou B-talassemia;

2- Para explicar uma anomalia hematolégica verificada durante a elaboragao do

hemograma, como a anemia ou microcitose/hipocromia de origem desconhecida;

3- Para identificar a anomalia numa fase pré-sintomatica, como no rastreio neonatal;
4- Para identificar fetos com alto risco de hemoglobinopatias e orientar os pais;

5- Para permitir aconselhamento genético em futuros pais;

6- Para identificar a presenga de hemoglobina S.
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3.6.1 - Diagnostico laboratorial

Sempre que existe suspeita de uma hemoglobinopatia, é realizado um hemograma
completo, com observagao do esfregaco de sangue periférico. E um dos primeiros testes,

cujos resultados podem levantar fortes suspeitas de hemoglobinopatias.

Individuos com hemoglobinopatias podem apresentar uma menor concentragao de
hemoglobina, quando comparados com individuos saudaveis, apresentando ainda microcitose
e hipocromia. As anemias microciticas decorrentes de anemia ferropénica sao caracterizadas
por uma elevagio do RDW, contrariamente as talassemias que tendem a produzir
eritrocitos microciticos mas sem grandes variagoes de tamanho. Este facto pode variar
consoante a sindrome talassémica, no entanto, observa-se um notavel aumento do RDW em

casos de Hb H e &B-talassemia " '?.

O ESP revela a presenca de células hipocromicas e microciticas, podendo apresentar
células em alvo ou células com pontuado basdfilo através de depésitos de hemoglobina

insolvel no citoplasma eritrocitario "

Laboratorialmente a identificagio presuntiva de hemoglobinopatias é realizada por
HPLC no equipamento Tosoh G8 (figura 10), sendo posteriormente feita uma comparagao
dos resultados obtidos com o quadro clinico do doente, a sua etnia e com os resultados do

hemograma e esfregaco sanguineo.

Figura 10 - HPLC — Autoanalisador Tosoh G8.
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A HPLC é um tipo de cromatografia em que as interagoes idnicas e hidrofébicas da
amostra com a matriz da coluna sao a base da separagao. Estas interagoes entre a amostra e
a coluna permitem a separagao dos diferentes tipos de hemoglobinas através da sua carga
(positiva) e consequente absorgao para uma fase estacionaria (coluna) carregada
negativamente, seguida pela sua eluigio por meio de uma fase movel. A fase movel é um
liquido com uma concentragao crescente de catides que migra através fase estacionaria. Os
catides da fase movel competem, pelos sitios de ligagio anionicos, com as proteinas
absorvidas eluindo deste modo as moléculas de hemoglobina a um ritmo diferente que
dependente da sua afinidade para com a fase estacionaria. Quanto mais carregadas
positivamente estiverem as hemoglobinas, maior sera o tempo de retengao. Ao serem
separadas sao detectadas por um sistema Optico, identificadas através do seu tempo de
retengao e quantificadas pela medigio do pico correspondente através da utilizagio de
software especifico. Esta metodologia assume elevada importancia na identificagio de
variantes de hemoglobina pois para cada variante, assim como para a hemoglobina normal,

existem tempos de retengao caracteristicos (*'?.

Este equipamento assegura a separagao das hemoglobinas A, A2, F, S, C, D e H. No
entanto, as hemoglobinas E e Lepore podem co-eluir com a Hb A2 e a HB S pode
apresentar o mesmo tempo de reten¢ao que a Hb A2. O facto de existirem mais de 1000
variantes de hemoglobinas e pelas razées mencionadas em cima faz com que a HPLC nao
possa identificar, definitivamente, nenhuma hemoglobinopatia. Deste modo o diagnostico
final deve ser sempre feito com base em estudos genéticos de modo a completar as

limitagdes da HPLC e melhor contribuir para um correto diagnéstico © .

3.6.2 - Doseamento da hemoglobina glicosilada

A Diregao Geral de Saude (DGS) recomenda a determinagao da hemoglobina glicada

(HbAIc) para o diagnéstico e monitorizagio da Diabetes Mellitus .

Clinicamente, a HbAlc ¢ a fragao da hemoglobina maioritariamente monitorizada. O
doseamento da hemoglobina HbAlc assume particular interesse no diagndstico e
classificacao da Diabetes Mellitus, bem como, na monitorizagdo do indice de glicose em

individuos ja diagnosticados. Uma elevada concentragao de glicose sanguinea durante longos
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periodos de tempo, leva a ocorréncia de um processo de glicagdo nao enzimatico da

hemoglobina (',

A HBAIc estd dependente do tempo de semivida dos eritrocitos, sendo o seu
doseamento um bom indicador dos valores de glicémia atingidos nos 2 a 4 meses
precedentes a analise. Neste contexto, esta determinagio assume nao s6 um papel
importante no diagnodstico da doenga como permite uma avaliagao retrospetiva da eficacia da

terapéutica diabética .

A HbAlc é um componente menor da Hb, sendo encontrada em individuos adultos
nao-diabéticos em uma proporcao de 1% a 4% dos individuos normais. Na pratica, os valores
normais de referéncia vio de 4% a 6%. De acordo com a norma da DGS diagnéstico de

diabetes ¢é feito se Hemoglobina glicada Alc (HbAlc) = 6,5% ¥

Laboratorialmente o doseamento da HbAlc é determinado por HPLC, estando esta
sujeita a varios interferentes que podem alterar os seus valores reais. De entre os varios

interferentes destacam-se:

Limitacoes do método

Hemoglobinas Variantes ou Modificadas

- Pacientes portadores de variantes heterozigéticas da hemoglobina (por exemplo
hemoglobinas C, S, E, D, F) podem levar a resultados erréneos por inibicao no

processo de glicagao ou por interferéncia na detegao da HbAlc;

- Para pacientes portadores de hemoglobinopatias homozigdticas, a determinagao da
HbAlc nao é aplicavel independentemente do método utilizado pela diminuigao dos

niveis de HbA sendo necessario, nestes casos, a utilizacao de testes alternativos.
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Diminuicao da Sobrevivéncia dos Eritrocito

Doengas que provocam redugao aguda do niimero de eritrécito ou diminuigao do
seu periodo de vida (uma perda de sangue aguda, anemia hemolitica) levam a uma diminuicao
dos valores de HbAIlc independentemente da metodologia aplicada, uma vez que a
diminuicdo da sobrevida dos eritrécitos, diminui a sua exposicao a glicose, sendo este
quadro acentuado pela resposta reticulocitaria da medula 6ssea (os reticulocitos sao células

. ~ \ . 6
jovens que nio foram expostas a glicose) ©.

Quando detetadas estas situagoes no laboratério e caso tenha amostra de soro é
realizado de imediato a frutosamina, caso nao haja amostra adequada recomenda-se a sua
obtencao. O mecanismo de formagao da frutosamina é semelhante ao da formagao da
hemoglobina glicosilada, possuindo a mesma importancia diagnostica mas relativa a um

periodo de tempo inferior de aproximadamente 3 semanas (periodo de vida média).

3.7- Estudo da coagulacao

3.7.1 - Hemostase

A hemostase € um conjunto de eventos que envolve a interagao entre a parede dos
vasos, as plaquetas, fatores de coagulagao, os inibidores da coagulagio e o sistema
fibrinolitico em resposta a uma lesao vascular. O sistema hemostdtico é extremamente
controlado, de modo a manter um equilibrio entre mecanismos coagulantes e
anticoagulantes. Uma alteragao nesse equilibrio pode dar origem a eventos hemorragicos ou

trombéticos °.

A resposta hemostatica divide-se em hemostase primaria, secundaria e fibrindlise:

- A hemostase primaria é mediada pela agao dos vasos sanguineos e das plaquetas
circulantes responsaveis pela formagao do trombo plaquetario. Apés um evento de lesao
vascular, as plaquetas aderem ao tecido endotelial e sao ativadas, promovendo a adesao e
agregacao das plaquetas. A adesio ao colagénio exposto pela lesio e a agregacao de
plaquetas faz-se mediante as glicoproteinas da membrana plaquetar (Gpllb-llla) e o fator de
von Willebrand e resulta na formagao do primeiro codgulo plaquetario. Este coagulo é

. , ~ ;. . . . 15
instavel, sendo entdo necessario o apoio da fibrina (15)
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- A hemostase secundaria € um processo que depende de proteinas que circulam no
plasma na forma inativa, designadas de fatores de coagulagio, as quais ao serem ativadas
desencadeiam uma cascata enzimatica da coagulagao. Todo este processo é bastante
complexo e envolve varias reagdes, algumas das quais dependentes de Ca™* e de
determinadas moléculas (como os fosfolipidos), culminando na formagao de um coagulo de
fibrina (%,

- A fibrindlise é o processo responsavel pela dissolugao do codgulo pela agio da

plasmina, que provoca a hidrélise da fibrina (15)

Anormalidades na fungao hemostatica podem dever-se a doengas vasculares,
trombocitopenia, alteragao da fungiao plaquetaria ou defeitos nos fatores de coagulagao ou

fibrinoliticos do sangue (15)

3.7.2 - ACL TOP 500

O ACL TOP 500 (figura 11) é um analisador de testes de coagulagao automatizado,

multiparamétrico, que utiliza métodos coagulimétricos, cromogénicos e imunoquimicos:

Figura 11 — ACL TOP 500.

- Método coagulométrico — mede o tempo necessario para a formagao da fibrina,
a qual é detetada por turbidimetria a 671 nm. E o método utilizado para a maioria das provas

de coagulagao de rotina.
- Método cromogéneo — a utilizagao de substratos cromogéneos permite medir a

atividade enzimatica da Proteina C (PC) e Antitrombina Ill (ATIIl) pela formagao de

substratos coloridos que sao detetados por fotometria.
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Método imunoldgico — Baseia-se na formagao de complexos antigénio-anticorpo
que vao aumentar a turvagao da amostra sendo esta proporcional a concentragao do analito.

E usado na determinacio dos D-dimeros e Proteina S (PS).

3.7.3 - Testes de Coagulacdo de rotina

Normalmente, sao solicitados para investigagao de pacientes com hemorragias
agudas, suspeita de tendéncia hemorragica, como indicador de risco hemorragico antes de
um procedimento invasivo ou para a monitorizagdo da terapéutica. Englobam também o
estudo de produtos de degradagio da fibrina em doentes com suspeita de tromboses

venosas, tromboembolismo pulmonar e coagulagao vascular disseminada.

Estes testes englobam o Tempo de Protrombina (TP), Tempo de Tromboplastina

Parcial Ativada (APTT), Tempo de Trombina (TT) e o Fibrinogénio (FIB) e os D-dimeros.

3.7.3.1 - Tempo de Protrombina (PT) - este teste permite avaliar a via
extrinseca e a via comum da coagulagdo e controlar a terapia anticoagulante oral. A
determinagao deste parametro é feita através da adicao de extrato de fator tecidular, a
tromboplastina, e cdlcio em excesso a uma amostra de plasma citratado, medindo-se o
tempo de formagao do codgulo. Assim mede-se a formagao de trombina a partir da
protrombinase, na presenca dos fatores Il (protrombina), V, VIl e X. Alteragoes ao nivel do

TP estio representadas na tabela 14 (°.

Os resultados sao expressos, além do tempo em segundos e em percentagem. Como
o valor de referéncia do TP varia com o reagente utilizado, isto é, podem obter-se valores
de TP diferentes quando as amostras sao analisadas com tromboplastinas provenientes de
diversas fontes e/ou quando se utilizam diferentes técnicas analiticas (manual, semi ou
totalmente automatizadas). Deste modo o ICSH (Comité Internacional para a Padronizagao
da Hematologia) e o ICTH (Comité Internacional sobre Trombose e Hemostase)
propuseram o IS para calcular o RNI (Ratio International Normalizado) e deste modo obter
resultados de TP compardveis em doentes com terapéutica anticoagulante oral,
independentemente do reagente utilizado. Cada lote de tromboplastina é calibrado com o

padrao interno, com um ISI certificado de acordo com o padrao de referéncia internacional
©
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3.7.3.2 - Tempo de Tromboplastina Parcial Activada (APTT) - permite a
avaliagao da via intrinseca e comum da coagulagao. Consiste no tempo de recalcificagao de
um plasma citratado na presenga de uma quantidade de fosfolipidos e de um ativador do
factor XII (silica). Este ativador vai estimular a produgiao de fator Xlla, que na presenca
cloreto de sédio adicionado vai desencadear as reagdes enzimaticas que levam a formagao
do codgulo. E usado para a detecio de deficiéncias ou presenca de inibidores dos fatores da
via intrinseca e comum, bem como para a monitorizagdo do uso de anticoagulantes como a
heparina e screening do anticoagulante lupico. Alteragoes ao nivel do APTT estao

representadas na tabela 14 (.

3.7.3.3 - O tempo de trombina (TT) - avalia o tempo de coagulagao apos a
adicao de trombina ao plasma, a qual catalisa a conversao do fibrinogénio em fibrina. Este
parametro pode surgir aumentado em situagoes de hipofibrinogenémia, disfibrinogenémia ou
por inibidores da trombina, nomeadamente a heparina, cuja presenga induz um

prolongamento acentuado (tabela 14) (.

3.7.3.4 - Fibrinogénio C — o FIBC é uma proteina plasmatica precursora da fibrina
que, polimerizada, constitui o principal componente do coagulo de fibrina. E uma proteina da
fase inflamatéria aumentado em estados infeciosos ou inflamatérios constituindo assim um
risco no desenvolvimento de doengas trombéticas. Encontra-se diminuido em casos de

afibrinogenemia, e insuficiéncias hepéticas graves '*.

Tabela 14 - Principais condi¢oes que afetam os testes de coagulagao de rotina.

PT APTT TT FIB CondigGes possiveis

Defice fator VII

Terapéutica anticoagulante oral precoce

N N N

Deéfice fator VIIL IX, XI, Xl ou fator de contato

Anticorpo Lipico

Défice do fator I, V ou X
Anticoagulantes orais
N N Défice combinado dos fatores V e VIII
Défice de mudltiplos fatores (eg. falha hepatica)

Hipovitaminose K

Hipo- ou disfibrinogenémia
1 N Heparina 5

Doenca hepdtica

CIVD

*,aumentade; |, diminuido; N, normal; PT, Tempo de Protrombina; APTT, Tempe de Tromboplastina Parcial Ativada; TT, Tempe de
Trombina; FIB, Fibrinogénic; LA, Anticorpo Lupico; CIVD, Coagulagio Intravascular Disseminada
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3.7.3.5 - Doseamento de D-Dimeros — resultam de produtos de degradagao da
fibrina através da acdo da plasmina sobre a fibrina com a presenca de fator VI E um
parametro muito solicitado pelo servigo de urgéncia para o despiste de eventos trombédticos

(15)

3.7.4 - Estudo da trombofilia

As trombofilias sdo definidas como predisposicdio a trombose venosa, ou,
ocasionalmente, arterial, devido a alteragoes hematoldgicas indutoras de hipercoagulabilidade
sanguinea, podendo ser hereditarias ou adquiridas. Caracterizam-se individualmente por uma
grande variabilidade fenotipica, mesmo quando ocorrem no seio da mesma familia, variando
desde as formas assintométicas as formas clinicas graves . Os principais fatores de risco

encontram-se representados na tabela |5.

Tabela 15 - Principais fatores de risco associados a eventos trombofilicos.

Adquiridos Hereditarios

Idade avancada Deficiéncia de antitrombina

Trauma ou Cirurgia Deficiéncia de proteina C

Imobilizagéo prolongada Deficiéncia de proteina S

Neoplasias malignas Factor V de Leiden e Resisténcia
4 proteina C activada

Gravidez e puerpério Mutacdo G20210A da protrombina

Anticonceptivos orais Disfibrinogenemia

Terapia de reposicdo Hiperhomaocisteinemia®

hormonal

Sindrome dos anticorpos Elevacao dos niveis plamaticos

antifosfolipidos® do factor VIl da coagulacdo®

Hiperviscosidade

Doencas migloproliferativas
Sindrome nefrético

Resisténcia a proteina C activada
ndo relacionada com alteracéo
no gene do factor V

Hiperhomocisteinemia leve
a moderada

Hemoglobintria paroxistica nocturna

*Podem ter factores etioldgicos hereditdrios efou adquiridos
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3.7.4.1 - Parametros realizados no estudo da trombofilia

Doseamento da Antitrombina IIl (ATIIl) - é o principal inibidor fisiologico da
coagulagao sanguinea e é muito importante na eficacia da terapéutica anticoagulante com
heparina. A ATIII tem proteases de coagulagao (trombina, FXa e FIXa) que atuam de forma
inibitéria e evitam a coagulagao descontrolada e possiveis acidentes tromboticos. Os niveis

baixos de ATIIl estao relacionados com o aumento do risco de doengas tromboembdlicas
(17)

Doseamento da Proteina C - a PC é dependente da vitamina K e encontra-se
presente no plasma inativo, sendo ativada in vivo pela trombomodulina e in vitro por uma
fragdo proteica derivada de um veneno de cobra. O défice desta proteina encontra-se
associado a tromboses venosas recorrentes, especialmente em jovens adultos, desordens

hepéticas, terapia com anticoagulante oral e coagulagdes intravasculares disseminadas "

Doseamento da Proteina S — é um cofator da PC ativada, aumentando os seus
efeitos anticoagulantes e fibrinoliticos. Encontra-se presente no plasma sob duas formas, a
proteina S livre e a proteina S ligada a proteina transportadora da fragio C4b do

complemento (C4BP), sendo que apenas a forma livre tem atividade biologica (7.

Anilise de Sindromes anti-fosfolipidicos - Os anticoagulantes lUpicos pertencem
ao grupo dos anticorpos anti-fosfolipidicos que sao dirigidos contra fosfolipidos com carga
negativa ou complexos entre fosfolipidos e proteinas. Os doentes com este tipo de
anticoagulantes tém riscos elevados de contrair doengas como trombose e abortos

recorrentes "

Os ensaios HemosIL dRVVT Screen e Confirm sao produtos de diagnostico in vitro
qualitativo para ajudar na detegao de anticoagulantes lipicos no plasma humano citratado
através do método do veneno diluido da vibora Russell. Estes dois ensaios (Screen e
Confirm) tém como objetivo avaliar doentes com resultados prolongados e sem causa

aparente, nos testes de APTT.
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3.8 - Velocidade de sedimentacao

A velocidade de sedimentagao (VS) é a velocidade medida, em mm/hora, a que os
eritrocitos sedimentam no plasma. Depende de diversos fatores que influenciam a
capacidade de agregacao dos eritrécitos, como a concentragio e o tipo de proteinas

L. , 6
plasmaticas, o tamanho e a forma das células ©)

E um teste muito utilizado na rotina laboratorial embora seja um teste com baixa
sensibilidade e especificidade. No entanto, é simples, apresenta um baixo custo e ¢

. - S s~ . . (6,10
|mportante como teste auxiliar para detetar e monitorizar condlgoes inflamatérias ( )

Em situagoes normais, os eritrocitos tendem a repelir-se devido a carga negativa da
superficie da célula. Quando ha um aumento de proteinas plasmaticas carregadas
positivamente, essa repulsio tende a ser neutralizada e desenvolve-se o fendmeno de
rouleaux com um aumento da VS. Este fendmeno de repulsao ocorre sobretudo devido a um
aumento de proteinas de fase aguda, no entanto, um aumento da VS nao é uma
consequéncia exclusiva do aumento das proteinas de fase aguda, podendo ocorrer devido a
outras situagoes como anemia, mieloma multiplo e situagdes fisiologicas como a gravidez e

idade avangada, o que lhe confere uma baixa especificidade ©.

3.8.1 - VES MATIC CUB80 DIESSE

O equipamento VES MATIC CUBB80 DIESSE ¢ utilizado para determinar a velocidade
de sedimentagao medindo a velocidade com que os eritrécitos se depositam por feixe de luz
utilizando o método de referéncia para a obtengao de velocidade de sedimentagao- método

de Westergren modificado em sangue total EDTA, segundo as recomendagoes do ICSH.

VES wame,

Meoer q

Figura 12 - VES MATIC CUB80 DIESSE
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3.9 - Controlo de qualidade

3.9.1 - Controlo de Qualidade Interno

O Controlo de Qualidade Interno (CQI) consiste no conjunto de procedimentos
adotados num laboratério, com vista a garantir a fiabilidade e reprodutibilidade dos
resultados obtidos. Tem como objetivo a validagao dos métodos analiticos e aplicagao de

medidas corretivas, caso seja necessario.

O controlo interno é efetuado diariamente, antes do processamento das amostras.
As amostras fornecidas por laboratorios de referéncia referem normalmente trés niveis
distintos: um nivel alto, um nivel médio e um nivel baixo, com os respetivos valores bem
definidos. A avaliacao dos resultados do CQI baseia-se nos valores das bulas dos controlos,

e na interpretagao de cartas de Levey-Jennings através da aplicagao das regras de Westgard.

3.9.2 - Controlo de qualidade externo

A avaliagao externa da qualidade é um controlo inter-laboratorial que consiste na
avaliagao dos resultados do laboratério por um organismo exterior. Tem como principal
objetivo verificar a exatidao dos dados analiticos comparando o desempenho do laboratério
com o de outros laboratérios que utilizem os mesmos métodos a nivel nacional e

internacional.

Programas de participacdo de controlo de qualidade externo:

- UK NEQAS (United Kingdom National External Quality Assessment Service):
contagens totais automaticas; contagem diferencial leucocitaria automatico; contagem de
reticulécitos automatica; contagem diferencial leucocitaria manual; estudo morfologico de
ESP; estudo de parasitas do sangue; estudo de hemoglobinopatias; teste rapido da malaria;

determinagao da VS.
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IV = Imunologia

4.1 - Caracterizagcao do Laboratério de Imunologia

O laboratorio de Imunologia dedica-se fundamentalmente ao estudo de doengas

autoimunes e alergologia.

Quanto a equipa de trabalho esta é formada por Técnicos de Analises Clinicas com
formagao especializada para laborar neste sector onde desenvolvem tarefas referentes a fase
pré-analitica e analitica, assistentes operacionais, administrativos e Técnicos Superiores de
Saude (especialistas) responsaveis por todo o processo de laboragao do servigo, assumindo
as principais fungoes: visualizagdo de laminas de fluorescéncia, interpretacio de todos os
parametros efetuados, repeticoes de resultados e introdugao de novos parametros
complementares ao estudo, interpretagao e validagao da avaliagao interna e externa da

qualidade, validagao biopatologica dos resultados e assegurar o apoio clinico solicitado.

4.2 - Equipamentos e metodologias

O servico de imunologia estd equipado com dois equipamentos de
quimioluminescéncia, um equipamento para a realizagao imunoblots, um equipamento de
ELISA, um equipamento para ensaios fluroenzimaticos (FEIA) e um equipamento

automatico para processamento de laminas por Imunofluorescéncia Indireta (IFl).

Os ensaios imunologicos utilizados neste laboratério baseiam-se em reagoes
anticorpo-antigénio que usam fases solidas de captura, onde sao formados inunocomplexos

marcados que posteriormente sao detetados e quantificados por diversos mecanismos

(figura 13).

Figura 13 — Esquema ilustrativo de uma reagao de imunofluorescéncia indireta
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4.2.1 - ELISA

O imunoensaio enzimatico ELISA é um dos métodos mais utilizados para a detegao

e quantificagdo de anticorpos e antigénios, sendo processados automaticamente pelo

equipamento Triturus (figura 14).

Este método utiliza microplacas (fase sélida) sensibilizadas com
antigénios/anticorpos especificos, que ao entrarem em contacto com antigénios ou
anticorpos presentes na amostra formam imunocomplexos que vao ser detetados
enzimaticamente por um conjugado (Anti globulina Humana (AGH) conjugada a uma
enzima), que ao degradar um substrato incolor origina uma solugdo corada que ¢

proporcional a quantidade de anticorpo ou antigénio presente na amostra. A quantificagao

é efetuada por fotometria.

T ANTRITRRRARRRY

Figura 14 — Equipamento de ELISA automatico — TRITURUS.

4.4.2 - Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

Esta técnica utiliza laminas onde estao fixados os antigénios complementares aos

anticorpos que se pretendem detetar. O processo é todo ele efetuado automaticamente

pelo equipamento QUANTA LISER (figura 15).

Apos adigao de soro do doente previamente diluido a lamina de fluorescéncia, se a
amostra apresentar anticorpos estes vao sensibilizar os antigénios presentes na lamina.
Apos uma lavagem inicial para remover todos os anticorpos inespecificos, é adicionado
um conjugado (AGH conjugada a um fluorocromo - FITC), que vai formar um

imunocomplexo que pode ser detetado por microscopia de fluorescéncia.
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Figura 15 — Equipamento automatico de processamento de laminas de fluorescéncia por

IFI — QUANTA LISER.

4.2.3 — Imunoblots

Sao imunoensaios que usam proteinas recombinantes ou péptidos sintéticos,
aplicados diretamente em membranas (suporte sélido). O processamento do ensaio €
feito de forma automatica no equipamento EUROBIotOne (figura 16) em que numa fase
inicial a amostra é diluida e colocada em contacto com as tiras. Depois de uma primeira
etapa de lavagem das tiras de forma a remover aos anticorpos nao ligados, € adicionado o
conjugado (AGH conjugado a uma enzima) para formar um imunocomplexo que apds a
adicao do substrato forma um composto corado na superficie da tira onde se formou o

imunocomplexo.

Figura 16 — Equipamento de Imunoblots — EUROBIlotOne

4.2.4 - Quimioluminescéncia

Esta tecnologia usa uma fase solida de microparticulas paramagnéticas revestidas
com antigénio/anticorpos, e é utilizada pelos equipamentos Liaison XL e BioFlash (figura
I7). Quando o soro entra em contacto com as particulas paramagnéticas, da-se uma

reagao antigénio-anticorpo, formando um imunocomplexo especifico, que, por
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magnetismo vai ser separado da restante amostra para posteriormente ser detetado apos
adicao de um conjugado (AGH conjugado a uma enzima) que degrada um substrato
quimioluminescente adicionado, gerando emissao de luz, cuja intensidadeé proporcional a

concentragao do analito a quantificar.

AT

Figura 17 — Equipamento de Quimioluminescéncia: BioFlash.

4.2.5 - Ensaios fluroenzimaticos (FEIA)

Os ensaios fluoroenzimaticos (FEIA) sao executados no equipamento Immunocap
250 (figura 18) para o diagnéstico e monitorizagao de doengas autoimunes e alérgicas. Estes
ensaios utilizam pogos revestidos com antigénios especificos para um determinado
anticorpo, que caso esteja presente na amostra do utente ira ligar-se aos antigénios,
formando um complexo antigénio-anticorpo. E adicionado um segundo anticorpo anti-
imunoglobulina humana, conjugado com a enzima - galactosidase, que se irad ligar a este
complexo. Por fim, é adicionado o substrato da enzima, o 4- metilumbeliferil-B-D-
galactosideo, que ao ser convertido origina um produto fluorescente, que é posteriormente

lido por um fluorémetro.

Figura 18 - Equipamento por FEIA — Immunocap 250.
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4.3 - Doencas autoimunes

As doengas autoimunes (DAI) sao um grupo de doengas clinicamente
heterogéneo, dificeis de diagnosticar e que incluem quadros que vao desde uma lesao
limitada a um orgao ou tecido até formas com afegao multi-sistémica. Estao descritas mais

de 100 doencas autoimunes ('®.

4.3.1 - Doencas autoimunes sistémicas

As DAl sistémicas caracterizam-se pelo aparecimento de autoanticorpos dirigidos contra
componentes celulares que se encontram distribuidos por todo o organismo, ou seja, tém uma
expressao multifocal (18). Estas doengas comportam essencialmente as conectivites ou doengas

do tecido conjuntivo e algumas vasculites (tabela 16).

Tabela 16 — Principais DAI sistémicas e anticorpos associados (19).

ANA (Anticorpos anti-nucleares) LES; SS; ES; MI; AR; SAF; DMTC; CBP; CE
Anti-dSDNA LES; SS; SAF

Anti-nucleossomas LES

Anti-Sm LES; SS

Anti Ul -RNP LES; SS; MI

Anti-RoS2 LES; SS; ES

Anti-SSA/SSB SS; LES

Anti-Ribossomal-P Protein LES

Anti-Ku LES; Ml

Fator Reumatoide SS; AR; LES

Anti-centrémero ES

Anti-SL70 ES

Anti-RNA-Pol-llI ES

Anti-Jo-1

Anti-Mil M

Anti-Mi-2

ANCA V; CE

Anti-MPO, PR3

Anti-MBG v

Anti-citrulina (CCP) AR

Anticoapulante lipico

Anti-cardiolipina (IgG/IgM) SAF

Anti-B2 glicoproteina | (IgG/IgM)

Anti-mitocondrias tipo 2 CBP

LES: lipus eritematoso sistemico; SS: sindrome de Sjogren; ES: Esclerose Sistemica; MI: Miopatia Inflamatoria; AR: Artrite Reumatoide;
SAF: Sindrome Antifosfolipidica; DMTC: Doenca Mista do Tecido Conjuntivo; CBP: Cirrose Biliar Primaria; CE: Colangite Esclerosante; V:
Vasculite.
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4.3.1.1 - Anticorpos Anti Nucleares (ANA)

A pesquisa laboratorial de anticorpos anti nucleares (ANA) obedece ao algoritmo
representado na figura 19. O primeiro passo no diagnostico laboratorial de doengas
autoimunes implica a determinagao de ANA por IFl, por ser uma técnica muito sensivel e
especifica. A maioria dos ANA apresenta isétipo IgG, a detecgao de IgM e IgA nao aumenta a

sensibilidade mas pode reduzir a especificidade ®°.

ANA

Pedido: Ac. Anti-Nucleares (ANA)

4

Ac. Anti-Nucleares (IFl - Imunofluorescéncia Indirecta em
células Hep2)

+
Ac. Anti-Nucleares (FEIA - imunocensaio fluoroenzimatico)

{dsDNA — Monitorizacdo da evolucdo da doenga)

Figura 19 — Algoritmo de trabalho para a pesquisa de ANA.

Na pesquisa por IFl sao usadas laminas com pogos com substrato antigénico HEp-2
(linha celular epitelial Humana) e um conjugado FITC anti-AGH que dao origem a padroes
de fluorescéncia especificos (nuclear, mitotico e citoplasmatico) (figura 20). As laminas sao

avaliadas em microscopio de fluorescéncia com uma ampliagao de 400x.

A grande vantagem na utilizagdo deste substrato inespecifico para testes tao
importantes como os relacionados com estas patologias, é o seu valor de rastreio para os
ANA uma vez que siao altamente sensiveis fornecendo uma quantificagao semi-
quantitativa. S6 os titulos superiores a |:160 devem ser considerados positivos. Titulos
baixos de ANA sao encontrados com frequéncia em pessoas saudaveis (especialmente
gravidas, mulheres com mais de 40 anos e pessoas idosas) e noutras doengas (infecgoes
virais, doengas do figado e diferentes tipos de cancro). Em criangas pode ter valor a

detecio de anticorpos a titulos mais baixos como 1/80 ®.
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Os resultados de ANA devem ser reportados com o titulo de diluigado da amostra
mais elevado e com o padrao nuclear e mitotico observado. Nos casos de padroes mistos
devem ser reportados os diferentes titulos associados aos diferentes padroes de
fluorescéncia. A presenga de resultados citoplasmaticos (homogéneo, granular,
mitocondrial ou de citoesqueleto) devera ser reportada num campo a parte dos ANA e
devem também conter o titulo de diluicao de amostra e o padrao observado. Este setor
tem implementado a nomenclatura ICAP (International Consensus on Antinuclear

Antibody Patterns) para a caracterizagao dos padroes de fluorescéncia.

C) D)

Figura 20 — Padroes de fluorescéncia observados nas células Hep2. A) Padrao Nuclear Centrémero, B)

Padrao Nuclear Mosqueado Fino, C) - Padrao Centrossoma, D) Padrao Citoplasmatico Reticular (Tipo

Mitocondrial).

Adicionalmente a pesquisa de ANA por IFl a pesquisa destes autoanticorpos

engloba também um sreening por FEIA devido a possibilidade de encontrar resultados
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falsos negativos por IFl em doentes com doengas dos tecidos conectivos. Isto deve-se ao
facto de haver antigénios muito soltiveis (SSA/Ro) e antigénios expressos em muito baixas

concentragdes (Jo-1) ®.

O screening inicial por FEIA contempla os seguintes antigénios: ADN nativo
purificado, UIRNP, (RNP70, A, C), SS-A/Ro (60 kDa, 52 kDa), SS-B/La, Centromero B,
Scl-70, Jo-I, Fibrilarina, RNA Pol lll, Rib-P, PM-Scl, PCNA, Proteinas Mi-2, Proteinas Sm.
Caso o teste de sreening seja positivo, inicia-se a pesquisa individual dos anticorpos

especificos de acordo com o tipo de padrio visualizado.

Nos casos com IFl positivo e screening inicial por FEIA negativo realizam-se teste
diferenciais por imunoblot que possuem painéis alargados de antigénios que nao se
encontram presentes nos testes de sreening. O tipo de padrao visualizado condiciona a
escolha do imunoblot a realizar. Presentemente o servico dispoes de painéis para a
pesquisa de anticorpos associados as doengas miopaticas (miosites), a esclerose sistémica

e ao Lupus Eritematoso Sistémico (LES) (tabela 17).

Tabela 17 - Imunoblots — Doengas sistémicas. Anticorpos pesquisados

Imunoblots
Miosites Esclerose LES
Sistémica
Mi-2B, Scl-70 nRNP/Sm
Ku, CENP A Sm
PM-Scl100 CENP B SS-A
PM-Scl75 RPII Ro-52
Jo-1 RPI55 SS-B
SRP Fibrillarina Scl-70
PL-7 NOR9%0 PM-Scl
PL-12 Th/To Jo-1
E) PM-Scl100 CENPB
(e]] PM-Scl75 PCNA
Ro-52 Ku, PDGFR dsDNA,
Ro-52 Nucleossomas
Histonas
Rib-P
P-protein
AMA M2

Na rotina laboratorial aparecem muitos casos com IFl positiva nos quais, mesmo
recorrendo a painéis alargados para a pesquisa de anticorpos nao se consegue identificar
os anticorpos associado a fluorescéncia. Este facto deve-se a existéncia de padroes de

fluorescéncia que nao se relacionam com doenga autoimune, como no caso do padrao
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mosqueado fino denso com mitoses positivas. Este padrao esta muitas vezes relacionado
com o antigénio DFS70, que é uma proteina de uniao ao DNA e a sua positividade

aparece em individuos saudaveis @'

4.3.1.2 - Anticorpos anti-dsDNA

Os titulos de anticorpos anti-dsDNA assumem uma relagio com a atividade do
LES. Doentes com esta patologia devem quantificar os titulos deste anticorpo com uma
frequéncia de 6 a 12 semanas de forma a controlarem a atividade da doenga. Na rotina
laboratorial os anticorpos anti-dsDNA apds o diagnostico sao inicialmente quantificados
por IFl com laminas de Crithidia luciliae (técnica mais especifica) e confirmados por
quimioluminescéncia, sendo as titulagbes posteriores efetuadas apenas por

quimioluminescéncia (figura 21).

ANA
Pedido: Ac. Anti-dsDNA

Ac. Anti-dsDNA
IFI - Imunofluorescéncia Indirecta em Crithidia luciliae = 12 Vez
(Mais especifico, mas menos sensivel)
+
Ac. Anti-dsDNA
Quimioluminescéncia

Figura 21 — Algoritmo para a determinagao de anticorpos anti-dsDNA.

As laminas de Crithidia luciliae apresentam um protozoario unicelular e uniflagelado
que apresenta uma mitocondria periférica gigante (cinetoplasto) que contém apenas
elevadas quantidades dsDNA, tratando-se deste modo um ensaio altamente especifico
para a pesquisa destes autoanticorpos embora careca de alguma sensibilidade (figura 22).

Titulos superiores a 1:10 sao considerados clinicamente significativos.

Figura 22 — Resultado positivo para dsDNA por IFI.
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4.3.1.3 - Anticorpos anti-citoplasma dos neutréfilos (ANCA)

Anticorpos Anti-Citoplasma dos Neutrofilos (ANCA) sao importantes marcadores
serologicos para certas vasculites de pequenos vasos. Sao autoanticorpos produzidos contra
os componentes citoplasmaticos dos neutrofilos, em particular, os constituintes dos
granulos. Podem ser divididos em dois grupos, os anticorpos Anti-Mieloperoxidase (MPO) e

os anticorpos Anti-Proteinase (PR3) 2,

As vasculites autoimunes sao um grupo de doengas sistémicas heterogéneas,
caracterizadas pela inflamagao na parede dos vasos sanguineos. Como consequéncia do
processo inflamatério o vaso afetado podera obstruir, formar trombos ou até romper
terminando em isquémia. A classificagdo das vasculites é dificultada pela auséncia de
etiopatogénese bem estabelecida. OS ANCA representam um marcador laboratorial muito
importante no diagnéstico e monitorizagao da atividade inflamatéria das vasculites sistémicas
primarias dos pequenos vasos, nomeadamente a granulomatose de VWegener, poliangiite

microscopica e glomerulonefrites **%),

Na pesquisa laboratorial de ANCA ¢é efetuada uma quantificagao inicial de PR3 e
MPO por quimioluminescéncia. Este método de detegao (automatico) fornece uma resposta
rapida ao clinico na suspeita de doengas vascular autoimune. Quando se detetam resultados
positivos, cabe ao responsavel do servigo informar de imediato o clinico. Em alternativa aos
testes por quimioluminescéncia, sao efetuados ensaios por IFI em neutrdfilos fixados em

etanol (figura 23).

ANCA

Ac. Anti- Mieloperoxidase
Ac, Anti-Profeinase 3
[Quimisluminescéncia)
&
Ac, Anti-citoplasma de neutrdfilo
{IF1 - iImunofluorescéncia Indirecta)

Liminas com neutrdfilos fixados em Etanal [ANCA etanol)

Figura 23 — Algoritmo para a determinagao de ANCA.
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A titulagdo das amostras em IFl é importante uma vez que pode relacionar-se a
atividade da doenga, sendo a diluicao inicial recomendada de [:20. Os ANCA sio

classificados em dois subtipos principais de acordo com o padrao em IFI:

- Padrao c-ANCA: O padrao citoplasmatico € mais frequentemente causado por

anticorpos PR-3 e estd associado a um diagnéstico de granulomatose com poliangite **.

- Padrao p-ANCA: padrao perinuclear com extensao nuclear, que é decorrente da
reatividade contra varias enzimas, entre elas a catepsina, elastase, lactoferrina e catepsina G,
proteina de aumento da permeabilidade/bactericida (BPI) e em maior frequéncia contra
MPO. O padrao pANCA ¢é um artefacto causado pela fixagdo do etanol, no qual as
membranas granulares sao rebentadas e proteinas carregadas positivamente migram para o
nicleo carregado negativamente .

E importante referir se o padrio observado em IFl é perinuclear ou citoplasmatico,
uma vez que o padrao perinuclear pode estar associado a outras patologias como na colite

ulcerosa, doenga de Crohn, hepatite crénica artrite reumatoide e LES .

Existem depois outros padroes de fluorescéncia denominados ANCA atipicos. Os C-
ANCA atipicos nao tém significado clinico mas os P-ANCA atipicos (muito periféricos)
aparecem na doenga inflamatéria intestinal, artrite reumatoide e alguns tipos de vasculite
induzida por drogas e nos quais s6 ha positividade nas laminas fixadas com etanol e metanol.
Para pesquisar os antigénios associados aos ANCA atipicos, o setor dispoes de um painel
alargado de antigénios (técnica de ELISA) para a detegao dos respetivos autoanticorpos. Para

além do MPO e PR3 este painel contempla também a lactoferrina, elastase, catepsina e o BPI

(23,24)

4.3.1.4 - Anticorpos anti-fator reumatoide e anti-peptideo citrulinado

A artrite reumatoide é uma doenga autoimune, sistémica, cronica e progressiva,
caracterizada pela inflamagao das articulagoes. Causa a perda da forma e do alinhamento das
articulagoes, resultando em dor e inchaco e podendo levar a destruigao irreversivel da
articulagao e consequente incapacidade. As manifestagoes caracteristicas da doenca incluem

rigidez, inchago, dor e limitagao do movimento, principalmente nas articulagoes das maos,
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pés, joelhos, ombros e pescogo ('®.

A fisiopatologia da doencga envolve a ligagao de autoanticorpos contra a porgao Fc
da I1gG que formam imunocomplexos ao nivel das articulagées que medeiam respostam

inflamatérias contribuindo assim para o processo da doenga .

A presenca de autoanticorpos, tais como o fator reumatoide (FR) e anti-peptideo
citrulinado ciclico (CCP) podem preceder as manifestagoes clinicas da arterite reumatoide
em muitos anos (entre 6 e 9 anos). As alteragdes estruturais capazes de serem
observadas por radiografia e outras técnicas imagiologicas sio normalmente inexistentes
nas primeiras fases da doenga. O inicio precoce da terapéutica pode prevenir o dano
articular e por isso a utilizagao de testes de diagnostico capazes de permitir o diagnéstico

precoce da doenga sdo muito importantes ),

O diagnostico da arterite reumatoide envolve ensaios de FEIA representados na
figura 24. O FR constitui anticorpos dirigidos contra a porgao Fc da imunoglobulina IgG
Na rotina laboratorial sao doseados anticorpos anti-FR das classes IgM e IgA. A
determinagdo do FR ¢é bastante sensivel para a arterite reumatoide, mas com
especificidade limitada. Pacientes com diversas outras doencas (LES, sindrome de Sjogren,
esclerose sistémica, polimiosite, hepatites croénicas, endocardites e infegoes virais cronica)
podem apresentar FR. Individuos saudaveis também podem apresentar FR, normalmente

em titulos baixo a moderado, sendo a prevaléncia mais alta entre pessoas de maior idade.

Artrite Reumatoide

* Ac. Anti - Péptideos ciclicos citrulinados (CCP)
* Factor Reumatoide IgM
* Factor Reumatoide IgA

(FEIA -imunoensaio fluoroenzimatico)
* Factor Reumatoide (turbidimetria)

Figura 24 - Parametros de diagndstico da artrite reumatoide.

Os anticorpos anti-CCP reagem contra antigenos proteicos citrulinados presentes

nas membranas sinoviais, e em diversos outros tecidos inflamatérios. O CCP apresenta
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uma especificidade superior em relagao ao FR embora também seja encontrado em outras
patologia (LES, sindrome de Sjogren, esclerose sistémica, polimiosite, hepatites cronicas,
endocardites e infe¢oes virais cronica e tuberculose) mas em menor percentagem em

relagdo ao FR. Quanto a sua sensibilidade, apresenta resultados semelhantes ao FR ®.

4.3.1.5 - Anticorpos anti-cardiolipina e anti-$2-Glicoproteinas

O sindrome antifosfolipidico (SAF) é uma doenga autoimune sistémica
caracterizada por trombose arterial ou venosa recorrente e/ou morbidade gestacional
acompanhadas pela presenga persistente de anticorpos anti-fosfolipidicos. Pode ocorrer
em associagado com outra doenga autoimune, mais frequentemente o LES, ou ser

observada de forma isolada.

Os testes laboratoriais para detegao de anticorpos anti-fosfolipidos incluem
ensaios laboratoriais que detetam anticorpos anti-cardiolipinas (aCL), anticoagulante-
lipico e anticorpos anti-B2-glicoproteina (B2GP) (figura 25). Os ensaios para a
determinagao de aCL IgG e IgM, B2GP IgG e IgM e anticoagulante lupico sao os ensaios
definidos nos critérios de classificagdo revistos e determinados pela Comissao
Internacional para o diagndstico de SAF na reuniao realizada em 2006 em Sidney, na

Australia. As diretrizes atuais continuam a preconizar a determinagao destes parametros

(26)

Sindrome antifosfolipidico

* Pesquisa de Anticoagulante Ldpico (AL) — 2 testes

coagulimétricos:

a) Testecoagullmétrico com veneno de vibora de Russel (dRWVWVT)

b)Y APTT sensivel ao AL (com baixos niveis de fosfolipidos, o gue
aumenta a sensibilidade do reagente a presenca de AL — e silica
coma activadores )

Paositive — se um dos testes for positivo

[recomenda-se repeticio 12 semanas apds)

L, Ac., Anti-Cardiclipina IgG & IghM [Quimiocluminescéncial)
= fc. Anti- B2 Glicoproteina 1 1gG e lghd (Quimiocluminescincia)

Figura 25 - Testes laboratoriais para o detegao de anticorpos anti-fosfolipidos.
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4.3.2 - Doencas hepaticas Autoimunes

Os anticorpos relacionados com o figado sao cruciais para o correto diagnostico e
classificagdo das doengas hepaticas autoimunes, nomeadamente as hepatites autoimunes

tipos | e 2 e a cirrose biliar primaria (tabela 18).

A hepatite autoimune tipo | esta relacionada com a presenga de anticorpos ANA
e anticorpos anti musculo liso de actina (SMA). Os anticorpos anti-microssomais do figado
tipo-1 (LKM-I) e anti- citosol do figado tipo | (anti-LCl) estao associados a hepatite
autoimune tipo 2. A pesquisa de anticorpos anti-antigénios soluveis do figado e pancreas
(SLA/LP) é um marcador de hepatite autoimune tipo | e tipo 2 que estd associado a um

mau prognéstico 7).,

A cirrose biliar primaria é caracterizada pela presenca de anticorpos anti-
mitocondriais (AMA) com especificidade pela subunidade E2 do complexo piruvato e pela
presenga de ANA caracteristicos da doenga que reagem com o poro nuclear gp210 e com

o corpo nuclear sp100 .

Tabela 18 - Principais autoanticorpos associados as doengas hepaticas autoimunes

Antigénios Patologia Outras patologias hepaticas
AMA-E2
Gp210 Cirrose biliar primaria Hepatite C
Sp100 Colangite esclerosante primaria
ANA Hepatite Autoimune | Hepatite C
SMA
LKM-1 Hepatite Autoimune 2
LC-1
SLA/LP Hepatite Autoimune | e 2
Diagnostico

O diagnéstico das doengas hepaticas autoimunes obedece ao algoritmo de trabalho
representado na figura 26. A técnica recomendada como screening de primeira linha
destes anticorpos € a IFl em tecidos (figado, rim e estdmago de rato) por permitirem a
pesquisa em conjunto de todos os auto-anticorpos relevantes nas doengas do figado

(SMA, ANA, anti-LKMI, AMA e anti-LCl).

53



A utilizagao de células Hep-2 por IFI também é importante por permitir encontrar
padroes associados a estas doengas (exemplo padrao multiplos dots nucleares). Na rotina
laboratorial, nos sreenings de ANA sao encontrados com frequéncia este tipo de padroes
sugestivos de doenga hepatica. Nestes casos é feito um estudo complementar com o perfil

hepatico completo para o despiste patologico.

Hepatites Autoimunes
« Perfil de doengas Hepaticas

- Imunoblot - AMA M2, AMA BPO, Sp100, PML, gp210, LKM-1, LC-1,
SLA/LP, Ro-52

- Tecido Triplo ( Figado, Rim e Estomago) (IF1) - Ac. Anti-Mitocondriais =
AMA, Ac. Anti-musculo liso

= ELISA - Ac. Anti-musculo liso de Actina

« Células Hep2 - Ac. Anti-Mitocondriais — AMA, Ac. Anti-gp210, Ac.
Anti-spl00, Ac. Anti- musciulo liso

Apds solicitacdo de iniclal de ANA = Se positivo, estudo complementar com o
perfil de doencas Hepaticas

Figura 26 — Algoritmo de estudo das doengas hepaticas

A realizagao de imunoblots e técnicas de ELISA (pesquisa de SMA) constituem
métodos alternativos na pesquisa dos principais autoanticorpos associados as doengas
hepaticas autoimunes.

E importante notar que pode haver resultados positivos que se relacionam com
outras condigdes como hepatites virais cronicas B, C e D, falha hepatica aguda, hepatite
induzida por drogas, esteato-hepatite nao alcoodlica, doengas do figado induzidas pelo
abuso de alcool, carcinoma hepatocelular e uma grande variedade de outras doengas nao
relacionadas com o figado, pelo que os resultados devem ser sempre interpretados no

contexto clinico ®.
4.3.3 - Doenca celiaca

A doenca celiaca é uma desordem sistémica mediada pelo sistema imunitario. Esta
patologia é desencadeada pelo gliten e pelas prolaminas com ele relacionadas, em

individuos com suscetibilidade genética. Caracteriza-se pela presenca de manifestagoes
54



clinicas variaveis que dependem do gliten, pela presenca de anticorpos especificos, pela

presenca dos haplotipos HLA-DQ2 ou HLA-DQ8 e por enteropatia *°.

Diagnostico

Para o diagnostico da doenga celiaca (figura 27) o sector de imunologia procede a
determinagao dos anticorpos anti-transgluitaminase (TG) (IgA/IgG), e anticorpos anti-
gliadina (DPG) (IgA/ 1gG) por quimioluminescéncia e dos anticorpos anti-endomisio (EMA)
por IFl (IgA). Nos casos de deficiéncia de IgA (posteriormente determinada), a pesquisa de

EMA é realizada também no sentido de identificar anticorpos EMA da classe IgG.

Doenca Celiaca

* Ac. Anti-Gliadina Desaminada IgG e IgA (Quimioluminescéncia)
* Ac. Anti-Transglutaminase lgG e IgA (Quimioluminescéncia)

* Ac. Anti-Endomisio IgA (IFl em esdfago distal de primata)

* lgA

Se défice de IgA:
*+ Ac. Anti-Endomisio IgG (IFl em esdfago distal de primata)

Figura 27 — Teste realizados para o diagnostico da doenga celiaca.

Na determinagio dos EMA por IFl sio preparadas e observadas laminas com
secgoes de esofago de macaco. Estes anticorpos reagem contra a substancia que envolve
as miofibrilas da musculatura lisa formando um padrao de fluorescéncia semelhante a

reticulina ou a um componente da superficie das miofibrilas (figura 28).

Figura 28 — Anticorpos anti- endomisio — IFl
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4.3.4 - Gastrite autoimune e anemia perniciosa

A gastrite autoimune é uma doenga caracterizada pela atrofia do corpo e do fundo
do estomago desencadeada pela presen¢a de autoanticorpos contra as células gastricas

parietais **).

A anemia perniciosa é consequéncia de uma gastrite atréfica autoimune,
predominantemente do fundo gastrico, que resulta numa deficiéncia de vitamina B12
devido a sua ma absorgao. Os anticorpos anti-fator intrinseco tém um papel primordial
para o desenvolvimento de anemia perniciosa através da deficiéncia de vitamina B2

induzida por eles .

Diagnostico

O diagnéstico laboratorial de Gastrite autoimune e anemia perniciosa encontra-se
representado na figura 29. A técnica de referéncia para este tipo de patologias € a IFl
através da detegao de autoanticorpos em tecido triplo, que se associam as células parietais

do estomago. Para complementar o estudo sao determinado imunoensaios por FEIA.

Gastrite Autoimune e Anemia Perniciosa

* Ac. Anti-Células Parietais Gastricas (FEIA)
* Ac. Anti — Fator Intrinseco (FEIA)

* Detegdo em Tecido Triplo (IFI) - substrato(Figado, Rim e Estdmago)
Figura 29 — Parametros avaliados para o diagnostico da gastrite autoimune e anemia perniciosa.
4.3.5 - Doencas inflamatorias intestinais
A pesquisa de anticorpos anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA) (IgA/IgG) por IFI
permite em conjunto com os resultados de pANCA e calprotectina fecal orientar o

diagndstico de uma possivel doenga inflamatéria intestinal como colite ulcerosa ou

Doenca de Crohn.
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A combinagao laboratorial de pANCA positivo e ASCA negativo € especifico para
colite ulcerosa, enquanto no caso se se verificar um resultado de ASCA positivo e

PANCA negativo é especifico para a Doenga de Crohn ©9.

A calprotectina é uma proteina presente no citoplasma de células envolvidas na
defesa contra patogénios. Nos granulocitos dos neutrofilos a calprotectina corresponde a
cerca de 60% das proteinas citosolicas. Na inflamagao intestinal os neutrofilos migram pela
parede intestinal para o limen intestinal, resultando num nivel elevado de calprotectina
nas fezes. O nivel de calprotectina fecal tem correlagio direta com o nimero de
granuldcitos neutrofilicos no limen intestinal e, portanto, esta especificamente elevado
nas doencgas inflamatorias intestinais. Apresenta-se também como biomarcador na

monitorizacio da doenca inflamatéria ©".

Diagnostico

O diagnéstico laboratorial encontra-se representado na figura 30.

Doenga Inflamatdria Intestinal

* Ac. Anti-Saccharomyces cerevisioe (ASCAS) (FEIA)
* ANCAS (Quimioluminescéncia + ELISA+IFI)
*+ Calprotectina Fecal (FEIA)

Figura 30 — Parametros avaliados para o diagnostico de doengas inflamatorios intestinais.

4.4 - Alergologia

A doenca alérgica é atualmente um problema de saldde a nivel mundial. Atinge uma
proporgao importante da populagao e, por razoes ainda pouco documentadas, a prevaléncia
desta doenga estda a aumentar. Os fatores exogenos melhor conhecidos e considerados mais
importantes no aumento desta prevaléncia, incluem os proprios alergénios, as infegoes, a
poluicao atmosférica e os habitos de vida, de que sio exemplo os habitos tabagicos, a

utilizacao de antibidticos, a obesidade, o sedentarismo e as alteragoes da flora bacteriana
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intestinal. A predisposicio genética é considerada também um fator importante no

aparecimento da doenca alérgica.

4.4.1- Diagnostico laboratorial

Os testes de diagnéstico laboratorial sao uma ferramenta importante para o
diagnéstico clinico da doenga alérgica, uma vez que permitem identificar os doentes
sensibilizados, estratificar o risco e seguir a evolugao da doenga e da terapéutica. Além disso
permitem identificar quais os alergénios para os quais o doente esta sensibilizado, permitindo
criar estratégias de evic¢ao, que constituem a solugdo mais efetiva para prevenir reagoes

alérgicas.

4.4.1.1 - Quantificacdao de IgE total

A IgE total é um mediador da resposta alérgica e a sua quantificagdo no soro, quando
em conjunto com outros indicadores clinicos, pode fornecer informagdes Uteis para o
diagnostico clinico diferencial de doentes sensibilizados e nao sensibilizados. Assim, doentes

que apresentam reagoes alérgicas de tipo | apresentam niveis elevados de IgE total no soro.

4.4.1.2 - Quantificacao de IgE especifica

Apenas individuos sensibilizados podem desenvolver doenca alérgica mediada por IgE
e como tal, a IgE especifica (por revelar sensibilizagdo a alergénios suspeitos) é de grande
ajuda no diagnostico da doenga alérgica. Os testes de quantificagio de IgE especifica para
determinado alergénio permitem avaliar se um determinado individuo estd ou nao

sensibilizado para o alergénio em apreciagao.

- Pedidos de alergénios alimentares: a quantificagao de IgE especifica obedece a
uma pesquisa inicial com testes de sreening multi-alimentares com os principais alergénios
associados as alergias alimentares. Caso o sreening seja positivo procede-se a determinagao
dos alergénios individuais. Nos casos de pedidos de alergia ao leite e ao ovo deverao fazer-
se sempre (leite e ovo total respetivamente) e em caso de positividade destes testes,

considera-se uma mais-valia a realizagdo das proteinas especificas do leite bem como a
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realizacao dos testes clara e gema por ser possivel ao médico recomendar ao doente a

eviccao destes alimentos.

- Pedidos de alergénios inalantes: em todos os casos devera comegar-se pelo
teste de sreening multi-inalante e em caso de positividade continua-se o estudo com os

testes individuais.

4.5 - Controlo de qualidade

4.5.1 - Controlo de Qualidade Interno

O Controlo de Qualidade Interno consiste no conjunto de procedimentos adotados
num laboratério, com vista a garantir a fiabilidade e reprodutibilidade dos resultados obtidos.
Tem como objetivo a validagdo dos métodos analiticos e aplicagao de medidas corretivas,
caso seja necessario. Diariamente sio controladas as técnicas efetuadas com controlos

fornecidos pelas diferentes casa comerciais.

4.5.2 - Controlo de qualidade externo

A avaliagao externa da qualidade é um controlo inter-laboratorial que consiste na
avaliagao dos resultados do laboratério por um organismo exterior. Tem como principal
objetivo verificar a exatidao dos dados analiticos comparando o desempenho do laboratério
com o de outros laboratérios que utilizem os mesmos métodos a nivel nacional e
internacional.

Programas de participacdo de controlo de qualidade externo:

- UK NEQAS (United Kingdom National External Quality Assessment Service).
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V - Bioquimica

O laboratério de bioquimica esta integrado numa area designada de Corelab em
conjunto com o Laboratério de Hematologia. O Corelab encontra-se dividido nas seguintes
areas:

- Area pré-analitica: responsavel pela recegao de produtos biologicos, centrifugagao,
aliquotagem e distribuicao de amostras pelas diferentes areas laboratoriais.

- Area analitica: destina-se ao processamento dos parametros solicitados.

- Area pés-analitica: assegura a interpretagao e validagao da avaliagao interna e

externa da qualidade, validagao biopatologica dos resultados e apoio clinico solicitado.

O laboratoério de bioquimica estd equipado com um equipamento de pré-analitica
(Accelerato P540) e uma vasta gama de equipamentos para a fase analitica que utilizam
tecnologia de ponta para a determinagao dos varios pardmetros processados nesta area
laboratorial (tabela 19).

Tabela 19 - Equipamentos e parametros realizados no laboratério de bioquimica

Equipamentos Parametros

lonograma,
Perfil hepatico
Perfil renal,
Perfil pancreatico
Alinity C (4x) Perfil lipidico
Metabolismo do ferro
Proteinas séricas
Drogas terapéuticas

Drogas de abuso

Perfil endocrino,
Metabolismo do ferro

Marcadores cardiacos

AIinity ! (3X) Marcadores tumorais
Serologia Infeciosa
Drogas terapéuticas
Optilite Proteinas séricas
. Eletroforese de proteinas
Caplllarys Imunosubtr:gio
Vidas 3 Serologia Infeciosa
Sysmex UF - 4000 Quimica urinaria
Sysmex Sedimento Urinario
Radiometer ABL 90 Flex Gasometrias
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VI - Microbiologia

O sector de Microbiologia é constituido por duas unidades laboratoriais distintas: o
laboratério de Microbiologia e o laboratério de Micobactérias. Dedica-se fundamentalmente
ao estudo de doengas infeciosas e respetivos patogénios. Labora a tempo inteiro de segunda
a sexta das 9h as 24h e aos sabados das 9h as |7h, sendo que as restantes horas funcionam a

titulo parcial e apenas para processamento cultural de amostras.

6.1- Laboratério de Microbiologia

Neste laboratério existem os seguintes equipamentos:

e Bactec™ 9120 Blood Culture System da BD ® - sistema de detegao automatizada

em hemoculturas;

e VITEK® 2 Compact da Biomerieux ® - sistema automatizado de identificagao

bacteriana e antibiograma;

e PolyStainer® - aparelho de corar laminas - utilizado na coloragio de Gram (e

Auramina);
e 2 Camaras de Seguranca Biologica;
e 2 Centrifugas;
e 2 Microscopios oticos;

¢ Analisador automatico por imunofluorescéncia — SOFIA da Werfen ®.

No que diz respeito a organizagdo, as amostras recebidas sio separadas e
processadas de acordo com os protocolos para cada produto bioldgico, cuja finalidade
compreende o isolamento em cultura do microrganismo causador de infecao e posterior

identificagao e determinagao de sensibilidade aos antibioticos.
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Fase analitica

Compreende todo o processo laboratorial implicado no isolamento, identificagao e
teste sensibilidade aos antibioticos.

Exame Diretos:

- A fresco, para avaliar de uma forma rapida a presenga de bactérias, fungos,
parasitas, células epiteliais, leucécitos, etc

- Coloragao de GRAM

- Coloragao de LEISHMAN

Exame cultural

Depois de escolhidos, tendo em conta o microrganismo que se espera encontrar
como patogeno, os meios de cultura sio inoculados com produto bioldgico, semeados
através da técnica de sementeira apropriada, e colocados a incubar em estufa sob condigoes

especificas de temperatura, O2 e CO2.

Testes de identificagdo presuntiva

Testes que orientam e/ou ajudam a fazer uma identificagao presuntiva, que, muitas
vezes, ajudam o clinico a escolher atempadamente uma terapéutica empirica mais adequada e
ajudam o profissional de laboratorio a decidir qual o proximo passo da marcha neste
processo de identificagdo de microrganismos patogénico. Sao exemplos de testes de

identificagao presuntiva:

- Teste da catalase

- Teste da coagulase

- Teste da oxidase

- Teste de sensibilidade a optoquina
- Teste da urease

- Testes de grupagem para identificagao de Streptococcus spp.
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Identificacido automatizada

- Sistema automatizado de identificagao bacteriana VITEK® 2 Compact Biomerieux ®

Testes de suscetibilidade aos agentes antimicrobianos

- Sistema automatizado - Sistema VITEK® 2 Compact da Biomerieux

- Método de Kirby-Bauer / E-tests

Outros testes Laboratoriais

- Teste imunoenzimaticos para dete¢do do antigénio comum (glutamato-

desidrogenase) do C. difficile e da toxina A em amostras fecais humanas.

- Ensaio imunoenzimaticos ImmunoCard para detegao das toxinas A e B de C. difficile

em amostras fecais humanas.

- Teste imunocromatografico com anticorpos monoclonais contra o antigénio VP6 do

grupo A de rotavirus.

- Teste de aglutinagao em latex para identificagao do serogrupo O157 da Escherichia

coli.

- Imunoensaio para e detegao de toxina Shiga produzida por E. coli OI57 em

amostras de fezes humanas ou a partir de culturas.

- Identificagao das espécies Shigella boydii, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri e Shigella

sonnei através de testes bioquimicos e seroldgicos dos seus lipopolissacarideos.

- ldentificagdo de espécies e serotipos utilizando testes bioquimicos e testes de

seroaglutinagao utilizando anti-soros polivalentes somaticos (O) e flagelares (H).

- Detegao de antigénios soluveis e identificagao de bactérias associadas a meningite
(Neisseria meningitidis, A, B/IE coli KI, C, Y/W 135, Haemophilus influenzae Tipo b,
Streptococcus pneumoniae e Streptococcus grupo B) por técnica de aglutinagao em latex

Pastorex Meningitis, a partir de amostras de LCR.
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6.2 - Laboratério de Micobacteriologia

Neste laboratério existem os seguintes equipamentos:

e Bactec MGIT 960 da BD ® - sistema automatizado de detecio de micobactérias;
e PolyStainer® - aparelho de corar laminas - utilizado na coloragao de Auramina;
e | Camara de Seguranca Biolégica;

e 2 Incubadoras;

e | Centrifuga;

e | Microscopio ético

e | Microscopio de fluorescéncia.

Neste laboratorio a identificagao de Mycobacterium tuberculosis é feito com recurso a
técnicas de diagnostico que passam pela visualizagao dos “bacilos dlcool-acido resistente” no

exame direto e pelo seu isolamento no exame cultural.

Exames diretos

- Coloragao de Ziehl-Neelsen

- Coloragao por Auramina com recurso a microscopia de fluorescéncia.

Exame cultural

- Meio liquido, meio de MGIT
- Meio solido Lowenstein-Jensen.

- Testes sensibilidade aos antibiéticos
Sdo efetuados testes de sensibilidade aos antibioticos de primeira linha

(Estreptomicina, lIsoniazida, Rifampicina; Etambutol e Pirazinamida) em culturas em meio

liquido com recurso ao sistema automatizado BD BACTEC™ MGIT™.
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VIl - Conclusao

A minha passagem pelo Servico de Patologia Clinica do Hospital Sousa Martins -
Guarda foi uma experiéncia muito gratificante e enriquecedora uma vez que reforgou o meu
contacto com a dindmica da atividade laboratorial em contexto hospitalar e com diversas

realidades clinicas.

Durante o estagio tive a oportunidade de acompanhar todo o processo de andlise e a
validagao biopatolégica e deste modo concluir que os resultados reportados representam
uma elevada importancia, na medida em que diariamente este servigo é solicitado para

diversas analises necessarias para sustentar as teses de diagnéstico clinico.
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