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RESUMO

O Mestrado em Anadlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra inclui como unidade curricular um estagio final que tem como objetivo o exercicio
da atividade de técnico superior de andlises clinicas em contexto real de trabalho. Este
estagio permite a obtencao de conhecimento acerca dos equipamentos automatizados
utilizados, bem como as técnicas manuais necessarias para o processamento analitico de
varios parametros de amostras biologicas através de controlos de qualidade, permitindo,

assim, obter uma maior eficiéncia nesses resultados.

Devido a necessidade de resolugao de variados casos clinicos de uma forma mais
eficiente existem, hoje, guidelines que permitem a execucao de testes mais precisos e exatos.
Isto, deve-se, em grande parte, ao desenvolvimento exponencial da biotecnologia que
contribuiu para uma otimizacao das abordagens clinicas e garantia de padroes de qualidade.
Para além disso, denota-se a importancia da existéncia de profissionais competentes para a
interpretacao dos dados analiticos e sugestao de andlises complementares para suporte do

diagnostico do clinico.



ABSTRACT

The master's degree in clinical analyses from Faculdade Farmacia Universidade de
Coimbra includes a student's final practice work as part of a course unit that aims the clinical
analyses technician activities exercise in a real context of work. This practice work allows
the acquisition of knowledge about the automatized equipment in use as well as the manual
techniques required to the analytic processing of several parameters of biological samples

through the quality controls. This enables to achieve results with greater efficiency.

Due to the need of a more efficient way to resolve several clinic cases, we find
nowadays, guidelines that allow the execution of more precise and exact tests. This is due,
largely, to the exponential development of biotechnology, which gives his contribute to the
optimization of clinical approaches and guarantee of quality standards. Furthermore, it is of
notice the importance of competent professionals capable of analytic data interpretation and

prompting of additional tests to support the clinical diagnosis.
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INTRODUCAO

No ambito do estagio que se encontra inserido no 2° ano do Mestrado em Andlises
Clinicas (MAC), foi proposta a elaboragao do relatério referente as atividades e

conhecimentos adquiridos durante o periodo de estagio.

As andlises clinicas sio uma drea de grande relevancia para a salde publica e no
Servigo Nacional de Satde (SNS). E importante a presenca de profissionais qualificados nas
mais diversas areas de analises clinicas para uma otima manipulagao dos diferentes
equipamentos e na interpretacao e validagao dos resultados obtidos. A decisao médica é
suportada por resultados analiticos descritos no boletim dos seus utentes podendo, assim,

confirmar o diagnéstico ou monitorizar a terapéutica.

Com este relatorio pretende-se descrever sucintamente as atividades executadas
durante o estagio curricular e, modo de funcionamento dos equipamentos e a interpretagao
de dados laboratoriais, correlacionando as alteragoes dos parametros com o estado
fisiopatologico do utente. As dreas descritas neste relatorio correspondem as valéncias de
Hematologia e Imunologia, pois embora sejam areas ja bastante automatizadas é necessario
o seu entendimento e a interpretagao de marcadores de diagnodstico especificos, que implica,

assim, um conhecimento qualificado e diferenciado por parte do profissional.

O estagio permite um contato direto com a rotina do laboratério, compreensao do
trabalho laboratorial didrio, e a interpretagao dos dados face a realidade presente, e oferece
a oportunidade de adquirir autonomia a nivel profissional por forma a encarar o futuro por

parte dos novos profissionais da area de analises clinicas.

Neste relatorio pretende-se conciliar o conhecimento tedrico adquirido durante o
MAC com a pratica laboratorial, através das atividades desenvolvidas durante o estagio no

Laboratério de Andlises Clinicas do Centro de Saude Militar de Coimbra (LACCSMC).

Marta Inés Mendes da Silva
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I. CARATERIZACAO DO LABORATORIO DE ANALISES CLINICAS

I.I. ESPACO FiSICO

O LACCSMC esta localizado na Rua Vandelli em Coimbra, num espago amplo e
acessivel a todos os utentes. As suas instalagoes sao constituidas por uma secretaria e uma
recegao para atendimento ao publico, um gabinete destinado ao Diretor Técnico (DT), duas
casas-de-banho, uma sala de colheitas, uma sala para lavagem de material e os setores de

Hematologia, Bioquimica, Imunologia e Microbiologia.

[.2. RECURSOS HUMANOS

O LACCSMC ¢ dirigido pelo DT Tenente-Coronel Farmacéutico Dr. Mario Joao
Roque, farmacéutico especialista em Andlises Clinicas pela Ordem dos Farmacéuticos (OF),
sendo o responsavel pela validagao dos resultados. A equipa de trabalho é constituida por

cinco técnicos de Analises Clinicas e Saude Publica e duas assistentes administrativas.

[.3. UTENTES E AMOSTRAS

Diariamente sao colhidas no LACCSMC aproximadamente trinta amostras

reconhecidas com um nimero de identificagao, nome do utente e a data da colheita.

Para além do fluxo de amostras diarias, o laboratorio tem, no ambito da salde
operacional, atividade que leva ao aumento do niumero de amostras em datas especificas

para um numero superior a duzentas amostras.

Para cada utente ha uma folha de colheita onde sao apresentadas as analises
pretendidas e, a partir dai o técnico responsavel por realizar a colheita sabera o tipo de
amostra necessaria para aquela analise, bem como as condi¢oes de colheita apropriadas para
cada uma delas. As amostras sio entio devidamente etiquetadas com cédigo de barras,
numero, nome e data, e a requisicio segue para o sector de bioquimica, imunologia,

microbiologia e hematologia.

Marta Inés Mendes da Silva
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Para além da requisicao existe um sistema informatico, SISLAB, onde cada exame fica

registado e onde sao atribuidos e validados os resultados obtidos de cada setor.

l.4. FUNCIONAMENTO DO LACCSMC

O LACCSMC apresenta um horario de atendimento ao publico em dias uteis das 8h00
as 12h30 e das 14h00 as 17h00.

Os exames que nao se realizam no laboratério sao enviados para um laboratoério
parceiro com outra identificagdo e outras especificagoes necessarias de acordo com um

manual disponibilizado por esse laboratorio.

Assim sendo, o processo laboratorial é dividido em trés fases: fase pré-analitica, fase

analitica e fase pos-analitica

1.4.1. Fase Pré-analitica

A fase pré-analitica corresponde ao periodo que decorre desde a chegada do utente

até ao processamento das amostras.

2

E na recegao que é feita ao utente uma requisicado acompanhada da prescricao do
clinico e a lista de analises necessaria para aquele utente, sendo registada no programa
SISLAB. Desta forma, obtém-se uma referéncia e cédigo de barras exclusivo para esse

mesmo utente.

Apos o preenchimento da folha de colheita, o utente é chamado para a recolha das
amostras bioldgicas prescritas pelo clinico e, se for o caso, entregar as amostras colhidas por
si. O técnico de colheita é responsavel pela adequada identificagao e etiquetagem dos

recipientes, encaminhando-as para os setores onde sera realizada a analise.
O periodo de colheitas, por norma, é realizado entre as 8h30 as 12h00.

Existem varios tubos sem ou com anticoagulantes especificos de cada andlise. Desta
forma, para uma melhor identificagio desses tubos, as tampas encontram-se diferenciadas

por cores e cada uma corresponde a um tipo de anticoagulante:

Marta Inés Mendes da Silva
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Tabela | - Carateristicas dos tubos de colheita utilizados no LACCSMC.

Citrato de sodio 1:9 Plasma Provas de Coagulagao

Amarelo Sem Anticoagulante Soro Provas Bioquimicas e
Imunologicas,
Eletroforese de
Proteinas.

EDTA tripotassico Sangue total Hemograma,
Hemoglobina glicada e
Eletroforese de

Hemoglobina.

Preto Citrato de sédio 1:4 | Sangue total Velocidade de
Sedimentagao

De acordo com as regras de CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) devera
realizar-se a recolha por uma ordem especifica. Inicia-se entao os processos pelo tubo com
anticoagulante de citrato de sodio 1:9 (azul), depois o tubo sem anticoagulante (amarelo), de
seguida o EDTA tripotassico (roxo) e, no final, o tubo contendo citrato de sodio |:4 (preto)

(Arkin et al., 2003a).

O EDTA e citrato de sodio fazem a quelagao do cilcio, ou seja, removem os ides de

célcio da amostra de forma a inibir a formagao do coagulo (Arkin et al., 2003b).

Apos a colheita, os tubos com anticoagulante terao de ser agitados de forma a que
ocorra uma mistura completa do volume de sangue com o anticoagulante. O tubo sem

anticoagulante tera de ficar em repouso para se possa formar o coagulo de sangue.

Se o utente ja trouxer as amostras colhidas, normalmente fezes, urina das 24horas e a
primeira urina da manha, teremos de garantir junto deste se seguiu as regras de recolha
dessas amostras como descritas no manual de colheitas do laboratério e, s6 depois,

proceder a atribuicao de identificagao.

Marta Inés Mendes da Silva
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1.4.2. Fase analitica

Esta fase corresponde ao periodo entre a chegada da amostra bioldgica aos diversos

setores e a obtencao do resultado.

Na tabela abaixo estao descritos os equipamentos existentes em cada setor, as

técnicas e os tipos de testes.

Tabela 2 - Carateristicas dos equipamentos, métodos e testes utilizados no LACCSMC.

Setor

Hematologia

Equipamento

CELL-DYN® Ruby
da Abbott
Laboratories

Técnica

MAPSS (Multi-Angle

Polarized Scatter
Separation) e
Citometria de fluxo

Testes

Contagem sanguinea
completa e Reticulocitos

OPTION® 4 Plus da
bioMérieux

Turbidimetria

TP (tempo de pro-
trombina), TTPa (tempo
parcial de tromboplastina

ativada), Fibrinogénio

BD Vacutainer®
Sedi-15™

Método Westergren

Velocidade de
Sedimentagao

Pretty Interlab® da
Biameditek

Eletroforese

Proteinograma,
Eletroforese de
Hemoglobina

ADAMS A c® HA-
8160 da ARKRAY

Cromatografia de alta
pressao (HPLC)

Hemoglobina glicada
(HbAc)

Bioquimica/
Imunologia

Arquitect® ci-8200
da Abbott
Diagnostics

Técnicas
imunoenzimaticas,
Turbidimetria,
Potenciometria,
Espectrofotometria,
Imunoensaio de
polarizagao
fluorescente (FPIA)

PSA total, PSA livre, FT3,
TT3, FT4, TT4, TSH,
Sifilis, Ag HBs, Ac anti-
HBc total, Ac anti-HBc
IgM, Ac anti-HBe, Ac
anti-TPO, Ac anti-Tg, Ag
HBe, Ac anti-HBs, Ac
anti-HCV, Ac anti-VHA,
Ac anti-HIV | e 2

miniVIDAS® da
biomérieux

ELFA (Enzyme Linked
Fluorescent Assay):
Imunoensaio nao

competitivo
(sandwich)

FSH, bHCG, CEA, Ca
19.9

Imunoensaio
competitivo

Progesterona, Cortisol,
Testosterona total

Microbiologia

URIT, Uritest-300

Espetrofotometria

Urina tipo |l

Marta Inés Mendes da Silva



Relatério de estagio — Mestrado em Analises Clinicas

1.4.3. Fase Pos-Analitica

Os resultados analiticos sao armazenados no sistema informatico e validados
tecnicamente pelo técnico responsavel de cada setor e no final serao validados pelo diretor

do servico de patologia clinica (Bishop et al., 2010).

Por fim, as andlises serao entregues ao utente ou comunicados ao clinico para a sua

interpretagao completando assim a terceira fase.

1.4.4. Controlo de qualidade

Os controlos de qualidade sao utilizados para melhorar o desempenho e a eficiéncia
dos processos analiticos e para que os resultados sejam exatos e precisos. Para isso o

laboratério utiliza controlos de qualidade internos e externos.

Cada setor possui um controlo de qualidade interno de 3 niveis: nivel | — baixo, nivel 2
— normal e nivel 3 — alto. Sao utilizados no minimo dois niveis diariamente, no periodo da

manha antes das amostras dos utentes, para poder avaliar o desempenho do ensaio.

Estes controlos internos sio de concentragao conhecida, com valores de referéncia e

tem como finalidade obter a precisao do ensaio.

O LACCSMC utiliza um programa de avaliagao externa da qualidade, RIQAS (Randox
International Quality Assessment Scheme), com amostras de concentragao desconhecida. Os
resultados tém, assim, de ser introduzidos no site da entidade, onde é obtida uma
comparagao de resultados obtidos de todos os laboratérios. Este tipo de avaliagao tem o
objetivo de verificar a exatidao dos métodos utilizados no laboratério (Klee, Westgarg,

2008).

Nos modulos de controlo de qualidade dos resultados aplicam-se as regras de

Westgard baseadas no estudo de cartas Levey-Jennings (Klee, Westgarg, 2008).
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2. HEMATOLOGIA

2.1. HEMATOPOIESE

Hematopoiese provém do latim hemo, sangue, e poiese, criagio. Assim sendo, a
hematopoiese corresponde ao processo de formagao, desenvolvimento e maturagao das
diferentes células circulantes do sangue tendo estas a origem em células estaminais
hematopoiéticas pluripotentes (hemocitoblastos). As células estaminais tém a vantagem de
serem células com capacidade de autorrenovagao e diferenciagao por forma a conceber e

reparar as diferentes células dos tecidos (Scadden, Longo, 2010).

Os hemocitoblastos reagem a sinais extrinsecos e intrinsecos de modo seguir a
linhagem linfoide ou mieloide. Assim, uma célula estaminal pluripotente é capaz de se

diferenciar e produzir todos os tecidos corporais (Scadden, Longo, 2010).
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Figura | - Esquema de maturagdo hematopoiética/hematopoiese (Adaptado de Scadden, Longo, 2010).
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2.1.1. Eritropoiese

A eritropoiese é um processo fisiologico de producao e maturagao de eritrocitos. Esse
processo desenvolve-se pelo estimulo da hormona eritropoietina (EPO) que induz, na
medula &ssea, a produgao de eritrocitos e se liga a recetores a superficie dos percursores

eritroides de forma a prosseguir com a sua maturagao (Adamson, Longo, 2010).

O rim é o principal secretor da glicoproteina EPO e, a sua produgao, é procedente de
estimulos como a baixa concentragao de oxigénio nos fibroblastos peritubulares intersticiais

(Adamson, Longo, 2010).

Quando o rim ¢ afetado pela diminuigdo do nimero de glébulos vermelhos, leva a

redugao da concentragao de hemoglobina. Isto implica um aumento dos niveis de EPO.

Na figura que se segue estao representados os seguintes precursores: pronormoblasto,
normoblasto  basofilico, normoblasto policromatéfilo, normoblasto ortocromatico,

reticuldcito (Longo et al., 2010).

Em condigoes normais um normoblasto origina dezasseis eritrocitos.

Figura 2 - Representagdo morfolégica de pronormoblasto, normoblasto basofilico, normoblasto policromatdfilo,
normoblasto ortocromadtico, reticuldcito, respetivamente (Adaptado de Medical Biochemistry, 2018).

2.1.2. Granulopoiese

A granulopoiese corresponde ao processo de maturagao de granulécitos pela seguinte
ordem: mieloblasto, promielocito, mielécito, metamielocito, granulocito em bastio e

granulocitos (neutrdfilo, eosindfilo, basofilo).

O mieloblasto, promielocito e mielocito sao células mitdticas que, a partir do estadio
metamielocito até granuldcitos maduros, sofrem um conjunto de maturagoes (Hoffbrand,

Moss, 2016a).
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Figura 3 - Processo de maturagdo dos granulécitos pela respetiva ordem: mieloblasto, promielécito,
mieldcito, metamielocito, granulécito em bastdo e granuldcitos (neutrdfilo, eosindfilo, baséfilo)
(Adaptado de Gomez-Gil et al., 2008; Hoffbrand, Moss, 2016a)

2.1.3. Monopoiese

O processo de formagao de mondcitos passa por trés fases, monoblasto, promonécito

e monocito, representadas na figura abaixo.

Monoblast  Promonogyte [ Monocyte

L J
—

Figura 4 - Processo de maturacdo de mondcitos (Adaptado de Goasguen et al., 2009).

Os monbdcitos saem da circulagdo para os tecidos por um processo denominado
diapedese e, aquando a chegada aos tecidos, os monodcitos sofrem uma diferenciagao,
denominando-se ai como macroéfagos. Estes, situam-se maioritariamente no bago, figado,
medula &ssea e ganglios linfaticos pulmonares de forma a proteger o organismo de

potenciais invasdes de microrganismos (Holland, Gallin, 2010).
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2.1.4. Linfopoiese

A linfopoiese relaciona-se com o processo pelo qual se da a formagao dos linfocitos.
Estes derivam da mesma célula precursora na medula 6ssea e fazem parte da resposta
imunolodgica. Este processo de maturagao, demonstrado na figura 5, pode ocorrer na medula
ossea, timo, ganglios linfaticos e bago. Os linfocitos B sofrem o processo de maturagao na
medula 6ssea enquanto que os linfocitos T necessitam de terminar esse processo no timo
onde se diferenciam em linfécitos T-citotoxicos, linfocitos T-auxiliares e linfécitos T-
supressores. As células NK tém também origem no linfoblasto do qual se forma o pro-
linfocito NK que matura na medula 6ssea. Os linfocitos B podem, ainda, diferenciar-se em

plasmocitos quando estes contactam com antigénios num orgao linfoide secundario.

Os estadios de maturagao de linfocitos correspondem aos linfoblastos, pro-linfocitos e

linfocitos (Longo et al., 2010).

y =

Figura 5 - Estadios de maturacdo de linfécitos (linfoblasto, pro-linfécito e linfocito)
(Adaptado de Clinical Hematology Atlas, 2015).

p-—

2.1.5. Megacariopoiese

A megacariopoiese corresponde ao processo de formacao do megacariocito maduro e
de plaquetas. Este processo apresenta diferentes estidgios de maturagao: Megacarioblasto,

Promegacariocito, Megacariécito (Hoffbrand, Moss, 2016b).

Um dos principais fatores que regulam a formagao de plaquetas é a trombopoietina
(TPO). Esta hormona estimula a produgao e maturagao de megacariocitos pela ligagao a
recetores de superficie (c-MPL) presentes nas plaquetas e megacariocitos. (Hoffbrand, Moss,

2016b).
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Na figura que se segue esta representada a formagao das plaquetas a partir da

fragmentacao citoplasmatica anucleada dos pseudopodes dos megacariécitos maduros.

Figura 6 - Megacariécito maduro com evidenciada granulagdo no citoplasma
(Adaptado de Hoffbrand, Moss, 2016Db).

2.2. HEMOGRAMA

Atualmente, o hemograma ¢ a andlise mais representada nos exames de rotina onde se

avaliam os eritrocitos, leucécitos e as plaquetas.

Na tabela seguinte estao descritos cada um dos componentes analisados das diferentes

linhagens e as unidades que devem ser apresentadas.
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Tabela 3 - Pardmetros hematoldgicos e respetivas unidades (Adaptado de Kawthalkar, 2013).

WABC - Leucocitos x10e9/L

NEU - Neutrofilos x10e3/ul

LYM - Linfécitos x10e3/ul
MONO - Mondcitos x10e3/ul

EOS - Eosindfilos x10e3/ul
BASO - Basofilos x10e3/ul

RBC - Eritrocitos x10e6/ul

HGB - Hemoglobina g/dL

HCT - Hematocrito %

MCV - Volume Corpuscular Médio Fentolitros (fL)
MCH - Hemoglobina Corpuscular Média Picogramas (pg)
MCHC - Concentragao de Hemoglobina Corpuscular Média g/dL

RDWV - Distribuicao do diametro dos eritrocitos %

PLT - Plaquetas x10e3/uL

MPV - Volume médio de plaquetas fL

2.3. QUANTIFICACAO DE RETICULOCITOS

Segundo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) os reticuldcitos sao globulos

vermelhos que ainda nao chegaram a fase de completa maturagao.

Uma das principais carateristicas dos reticulécitos € o facto de possuirem RNA
ribossomal, o que os diferencia dos eritrécitos. Desta forma, com o aparelho Cell-Dyn® Ruby
¢é possivel realizar a contagem destes reticulocitos através da coloragao. O uso do corante

azul de metileno evidencia os acidos nucleicos (RNA ribossomal) (Arkin et al., 2004).

Este tipo de andlise é crucial para determinar se a medula Ossea est3, ou nao, a
produzir a quantidade normal da série eritrocitaria e, permite também avaliar a capacidade

de resposta da mesma (Arkin et al., 2004).

24
Marta Inés Mendes da Silva



Relatério de estagio — Mestrado em Analises Clinicas

2.4. ESFREGACO DE SANGUE PERIFERICO

Quando no hemograma certos valores se encontram fora da normalidade torna-se
necessaria a realizagao de esfregago de sangue periférico por forma a confirmar as anomalias
detetadas no hemograma. A observagao do esfregago de sangue periférico permite o estudo

da morfologia de células e estruturas celulares bem como a sua contagem que auxiliam no

diagnéstico de determinadas patologias.

Tabela 4 - Critérios de redlizagdo de esfregaco de sangue periférico no LACCSMC.

HGB, &'(homem) <12.0 g/dL ou 217.0 g/dL

HGB, ?(mulher) <11.0 g/dL ou 215.0 g/dL

RDW 215.0 %CV

PLT <150x10°/uL ou >500x10°/uL sem histérico

3.0x10°/L<WBC 212.0x10°/L

MONO =15.0 %

BASO 23%

Qualquer inversio de formula com WBC 28.0x10°/L ou linfocitos 250.0%

Inversoes de formula com diferenca de 10% LYM > NEU

MCV <75fL ou >105fL

MCHC >37.0 g/dL

RDW <15 se houver anemia

2.5. CELL-DYN® RUBY DA ABBOTT DIAGNOSTICS

As andlises quantitativa e qualitativa das séries hematopoiéticas sao realizadas de forma

automatica pelo aparelho Cell-Dyn® Ruby, apresentado na figura 7, em amostras de sangue

total com K,EDTA.

iy

Figura 7 - CELL-DYN® Ruby, da Abbott Diagnostics (Fotografia: LACCSMC).
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O principio instrumental pelo qual o aparelho cria o hemograma tem por base dois
métodos. Para o eritrograma e plaquetas é usado o principio de Coulter que consiste num

método de contagem e determinagao do volume dos elementos figurados do sangue

(Beckman Coulter, 2018).

Como as células sanguineas tém baixa condutividade elétrica, usa-se uma solugao salina
com a suspensao das particulas. Utiliza-se uma corrente elétrica constante que passa numa
abertura pequena que se localiza entre dois elétrodos. Quando cada célula da suspensao

atravessa essa abertura, provoca uma mudang¢a da impedancia elétrica e esses pulsos sao

estimados (D’Orazio, Meyerhoff, 2008).

Para o leucograma ¢é utilizada a tecnologia MAPSS (Multi-Angle Polarized Scatter
Separation) e a tecnologia de citometria de fluxo para classificar os leucdcitos através da

medigao de varias propriedades celulares (D’Orazio, Meyerhoff, 2008).
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Figura 8 - Histograma da dispersdo das subpopulacoes de leucdcitos ( , linfocitos,

mondcitos, eosindfilos e basdfilos) por granularidade/lobularidade e tamanho/complexidade
CELL-DYN® Ruby, da Abbott Diagnostics (Fotografia: LACCSMC).

Este tipo de tecnologia tem a finalidade de subdividir os leucocitos em 5 diferentes
populagoes: neutrofilos, linfocitos, mondcitos, eosinofilos e baséfilos através de histogramas

que fazem a medigao da intensidade de dispersao da luz (Longanbach et al., 2012).

As células siao sujeitas a um fluxo laminar. Durante esse fluxo atravessam e
interrompem um feixe de luz que é disperso em diferentes angulos sendo detetada e

convertida de forma a ser apresentada em histograma pelo programa.
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Para determinar o volume de cada célula é medida a dispersao da luz a 0 graus e a
complexidade celular a 10 graus. Para a determinagao da granularidade e lobularidade a luz

polarizada é refratada a 90 graus (Longanbach et al., 2012).

2.6. ANEMIAS

A anemia é reconhecida como uma condi¢ao onde a concentragao de hemoglobina é
inferior aos valores de referéncia, provocando alteragoes na capacidade de transporte de

oxigénio pelos tecidos (World Health Organization, 2014).

A classificagao do tipo de anemia pode ser baseada segundo o MCV através da qual é
classificada em microcitica (MCV<80fL), macrocitica (MCV>100fL) ou normocitica (MCV 80-
00fL) e segundo o MCH em hipocromicas, na qual a quantidade de hemoglobina é menor
que o normal, e normocromicas, em que a quantidade de hemoglobina é normal

(Manchanda, 2016).

A anemia microcitica esta normalmente associada a hipocromia (MCH baixo) e

diminuigao da sintese de hemoglobina (HGB baixa).

No diagnéstico de anemia, para além dos parametros alterados que vao sendo
referidos é corroborado com outros dados como histérico do doente e sintomas

apresentados (Manchanda, 2016).

2.6.1. Anemia Microcitica

A anemia microcitica pode ter na sua base causal a deficiéncia de ferro. A insuficiéncia
de ferro implica a diminuigao da sintese do grupo heme e, consequentemente, a diminuigao
de hemoglobina, comprometendo a eritropoiese. Diferentes causas estao associadas a
insuficiéncia de ferro entre as quais, a sua ingestao insuficiente, ma absorcio ou,

simplesmente, a sua perda através de hemorragias (Tefferi, 2003).

A anemia sideroblastica representa uma deficiéncia na sintese de protoporfirina em
que a eritropoiese ¢ ineficaz. Quando esta é formada, combina-se com o ferro para formar o
grupo heme que combinada com a globina forma a hemoglobina. No entanto, na anemia
sideroblastica nao ha formagao de protoporfirina, ou seja, ira ocorrer acumulagiao de ferro

por existir a incapacidade de formar o grupo heme e, consequentemente, nao ha produgao
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de hemoglobina. As principais causas deste tipo de anemia correspondem ao alcoolismo, a

fatores genéticos, ou ao consumo de determinados farmacos (Manchanda, 2016).
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Ferro - Anemia Protoporfirina-
por deficiéncia Anemia Talassémias
de ferro sideroblastica
J

Figura 9 - Diagrama esquemadtico de anemia por deficiéncia de ferro, anemia
sideroblastica e talassémias.

No esfregaco de sangue periférico de anemia sideroblastica é mais frequente observar-
se sideroblastos em anel, pontilhado baséfilo e células alvo. Este pontilhado basofilo pode
indicar envenenamento por chumbo que afeta a ribonuclease e, por isso, os ribossomas nao

sao degradados e permanecem no eritroécito.

Laboratorialmente, no hemograma de anemia microcitica por deficiéncia de ferro o
RDW esta aumentado, MCHC diminuido e no esfregago de sangue periférico deteta-se a

presenca de anisocitose e poiquilocitose (Munoz, 201 I).

As talassémias também pertencem ao grupo das anemias microciticas e, correspondem
a um tipo de doencas hereditarias associadas a uma hemoglobinopatia pela deficiéncia na
sintese de uma ou mais cadeias de globina. Como consequéncia, sao produzidos eritrocitos

microciticos e hipocrémicos (Higgins et al,, 2008).

Particularizando, a B-talassémia minor ocorre em individuos heterozigéticos sendo um
tipo de doenga, geralmente, assintomatica. Esta é associada a auséncia de cadeias  ou a
simples diminuicao de cadeias B produzidas. Neste tipo de talassémia, devido a incapacidade
de produgao de cadeias f3, da-se a subproducio de HbA. Assim sendo, como as cadeias a
sao produzidas em excesso, ligam-se as cadeias y, conduzindo a um aumento de HbA,.
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Para além disto, podera ocorrer o aumento da quantidade de eritrocitos microciticos
devido a sobreprodugao de eritrocitos, sendo por isso, provavel, o surgimento de

pontilhado basdfilo (Tefferi, 2003).

Por forma a ser possivel diferenciar a anemia microcitica por deficiéncia de ferro da B-
talassémia ¢ utilizado o indice de Mentzer (IM). Este indice corresponde ao quociente entre
MCYV e RBC. Quando o IM apresenta um valor superior a |3 diz-se que estamos na presenca
de uma anemia por deficiéncia de ferro e, caso seja inferior a 13 na presenga de uma f-

talassémia (Higgins et al., 2008).

2.6.2. Anemia Macrocitica

A anemia macrocitica é subdivida em dois tipos de anemia, a megaloblastica e a nao

megaloblastica, sendo que a mais frequente é a anemia megaloblastica.

Em situagoes de anemia em que o MCV esta acima dos valores de referéncia, pode

sugerir que se trata de uma anemia macrocitica.

As anemias megaloblasticas estao relacionadas com alteragoes da sintese de acido
desoxirribonucleico (DNA), frequentemente, devido a deficiéncia em vitamina BI2 e

deficiéncia de vitamina B9 (acido folico) (Kalpathi, 2018).

A deficiéncia na sintese de DNA, através da qual se da uma modificagao do processo
de replicagao, implica uma alteragcao morfologica do eritrocito, formam-se células com

tamanho acima do normal.

As principais carateristicas que a anemia megaloblastica pode apresentar no esfregago
de sangue periférico e hemograma sao: diminuicao da Hb e HCT, aumento do MCV,
diminuicao da MCHC, granulocitopenia, trombocitopenia, reticulocitopenia e neutrodfilos

hipersegmentados (Kalpathi, 2018).

O comprometimento da formagao de eritrécitos maduros, leucocitos e plaquetas
levam os macroéfagos a eliminarem-nos. As principais causas deste comprometimento podem
dever-se a utilizacdo de farmacos ou ma absorc¢ao/eliminacao de vitamina B2 e acido félico,

que poderao influenciar na sintese de DNA (Ayodele, 2018).
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2.6.3. Anemia Normocitica
Nas anemias normociticas, os glébulos vermelhos sao morfologicamente normais.

Este tipo de anemias pode ser identificada através da contagem de reticulocitos. No
caso do numero de reticulocitos se encontrar aumentado podera suspeitar-se de anemia
hemolitica devido a destruicao de glébulos vermelhos, ou de anemia normocitica por perda

de sangue (Manchanda, 2016).

Na anemia hemolitica por destruicado dos eritrocitos, ocorre a libertagio de
hemoglobina e, consequentemente a haptoglobina pode ligar-se a esta, formando um
complexo que é identificado pelo macréfago. Desta forma, este complexo é fagocitado e

eliminado e, da-se a diminuicao de hemoglobina livre (Kawthalkar, 2013).

Nos adultos, normalmente existe a HbA, HbF e HbA,. A HbA esta presente em 95%
do total de Hb e é composta por duas cadeias a e duas cadeias 3. A HbF é composta por
duas cadeias a e duas cadeias y e persiste em apenas 1%. A HbA, possui duas cadeias a e

duas 6 e esta presente em quantidades 1.5-3%.

O aparecimento da HbS resulta numa mutacdo de um aminoacido da HbA. Essa
mutagao consiste na substituicio do aminodcido glutamato pela valina na posicao 6

tornando-a hidrofébica.

A anemia falciforme é uma doenga que tem como principal carateristica o aspeto de
foice dos eritrocitos. Este tipo de doenca resultou de uma sele¢ao natural de defesa contra
Plasmodium falciparum, sendo bastante comum em populagdes do sudeste asiitico e Africa

(Kawthalkar, 201 3).

A anemia falciforme é gerada quando a concentragao de HbS é >60% e no aumento da
concentragao de Hb na forma desoxigenada. Essa forma deve-se a diminuicao do volume do
eritrocito, pois quando a célula esta desidratada, a concentragao de Hb aumenta e leva a sua
desoxigenagao. A Hb desoxigenada é insoluvel comparativamente com a HbA, o que causa a

sua polimerizagao (Golijan, 2014).

Como este tipo de eritrocitos estao deformados e perderam a elasticidade nao
conseguem atravessar os capilares, sendo eliminados pelos macréfagos. No entanto, pode

ocorrer vaso-oclusao e, dessa forma, os tecidos nao sao oxigenados.
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Anemia falciforme é conhecida por apresentar homozigotia para hemoglobina S (Hb
SS) enquanto que trago falciforme apresenta heterozigotia para o gene da hemoglobina S

(Hb AS).

O trago falciforme constitui uma condi¢ao clinicamente benigna na qual os seus
portadores sao geralmente assintomaticos. Em condicoes de hipoxia, observam-se
eritrocitos em forma de foice. Neste caso a HbS estd presente em concentragoes de 35 a

40% do total de Hb.

No hemograma de anemia falciforme verifica-se baixa concentragao de Hb, baixo
HCT, MCV ligeiramente aumentado e reticulocitose. No esfregago de sangue periférico
observam-se os eritrocitos em foice, células alvo e corpusculos de Howell-Jolly (Golijan,

2014).

Figura 10 - Representagdo de anemia falciforme ao microscopio
(Disponivel em Golijan, 2014).

2.7. ELETROFORESE DE HEMOGLOBINA

A eletroforese de hemoglobina é um teste semi-qualitativo para a identificacio de
hemoglobinas normais e anormais ou variantes e para confirmar a identidade de

hemoglobinas clinicamente relevantes, como A, F, S e C (Lawrence, Broussard, 2010).

Este tipo de exame ¢é feito regularmente no LACCSMC na selegao de candidatos para

tropas especiais.

No LACCSMC utiliza-se Pretty Interlab® da Biameditek representado na figura seguinte,
que executa a eletroforese em gel de agarose, sendo utilizado tanto no método de

confirmagao para a detecao de HbS como para a quantidade presente. Este método separa
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as moléculas de Hb pelas diferengas da carga molecular. Na eletroforese a pH alcalino a HbS

situa-se entre a HbA e HbA, (Lawrence, Broussard, 2010).

Figura || - Pretty Interlab® da Biameditek (Fotografia:LACCSMC).
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Figura 12 - Eletroforese de hemoglobina em gel de agarose a pH alcalino
(Fotografia:LACCSMC).

2.8. HEMOSTASE

O sistema hemostatico tem a fungao de controlar a defesa do organismo face a
situagoes de hemorragia. Este, engloba o endotélio vascular, plaquetas circulantes e fatores

de coagulagao (Weitz, 2010).

A ocorréncia de hemorragia indica que ha rutura endotelial nos vasos sanguineos

extravasando o sangue (Jobin, 1995).

A hemostase é regulada pela resposta vascular, hemostase primaria e hemostase

secundaria (Hoffbrand, Moss, 2016b).
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Quando ha lesao de um vaso sanguineo, ocorre a resposta vascular, ou seja, as
plaquetas circulantes vao aderir a essa lesao e agregam-se libertando serotonina e
tromboxano A2 de forma haver constricao do vaso e fortalecer o agregado plaquetario

(Hoffbrand, Moss, 2016b)

A hemostase primaria, ou coagulagao, ocorre durante a resposta vascular, isto &,
formam-se tampoes plaquetdrios pela mediacao de mais plaquetas para o local (Weitz,

2010).

As plaquetas aderem ao colagénio quando libertado em caso de lesao do vaso através
do fator vonWillebrand (VWF) que medeia a ligagao dos recetores das plaquetas ao endotélio,

formando uma barreira que dificulta a perda sanguinea (Colman et al,, 2006).

A hemostase secundaria resulta na interagao e ativagao consecutiva de um conjunto de
fatores de coagulagao inativos que levam a formagao do coagulo de fibrina estavel

(Hoffbrand, Moss, 2016b).

A cascata de coagulagao engloba a via intrinseca e extrinseca, sendo que apos a

ativagao do fator X as duas vias se juntam numa via comum (Hoffbrand, Moss, 2016b).
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Figura |3 - Cascata de coagulacdo (Disponivel em Napolitano et al., 2017).
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Via intrinseca: a pré-calicreina, fator Xll e quininogénio de alto peso molecular
(HMWK) criam um complexo juntamente com o colagénio. Com isto, ocorre a ativagao do
FXII em FXlla, que por sua vez ativa o FXI em FXla. As reagoes seguem em cascata até ser

ativado o FX (Figura |3) (Hoffbrand, Moss, 2016b; Napolitano et al., 2017).

Assim, o FIXa, FVIlla, ides calcio e os fosfolipidos promovem a ativagao do fator X,

comportando-se como enzimas cataliticas.

Via extrinseca: o FVII, o calcio e fator tecidular (FT) promovem a ativagao do FVII
(FVIIa) iniciando a via extrinseca. O complexo de FVlla, cilcio e FT (libertado aquando de
uma lesao endotelial ou ativagao de processos inflamatorios) vao ativar o FX (Hoffbrand,

Moss, 2016b).
Com a ativagao do FX pela via intrinseca e via extrinseca inicia-se a via comum.

Via comum: ambas as vias, intrinseca e extrinseca, acabam na conversao da
protrombina em trombina pela protrombinase proveniente do fator FXa e FVa, cilcio e

fosfolipidos (Butenas, 2002).

A fibrina soltvel é formada através da trombina que degrada o fibrinogénio em fibrina,

formando-se, desta forma, o trombo hemostatico estavel.

Alteragoes da fungao hemostatica podem resultar de doengas hemorragicas, estados

tromboticos e modificagao da coagulagao sanguinea (Napolitano et al., 2017).

O aparelho OPTION® 4 PLUS (Figura 14) é um aparelho semiautomético que quantifica
a turbidez da amostra, isto &, determina a dispersao da luz formada pelo coagulo no meio de
reagao. Permite quantificar o tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial

ativada (TTPa) e doseamento de fibrinogénio (Butenas, 2002).
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Figura 14 - OPTION® 4 PLUS, da bioMérieux. (Fotografia: LACCSMC).
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2.8.1. Tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa)

O TTPa avalia os fatores da cascata de coagulagao da via intrinseca (FVIII, FIX, FXI,
FXII) e da via comum (FX, FV, protrombina e fibrinogénio). Esta analise determina o tempo,
em segundos, que o plasma demora a coagular apés a jungao de tromboplastinas parciais,

fosfolipidos plaquetarios, e cloreto de célcio (Napolitano et al., 2017).

2.8.2. Tempo de protrombina (TP)

O TP analisa os fatores de coagulagao da via extrinseca e comum (protrombina, FVIl e
FX, FV e fibrinogénio). O teste determina o tempo, em segundos, que o plasma demora a

coagular apos a jungao de tromboplastina completa, equivalente a tecidual (Butenas, 2002).

O TP apresenta valores variaveis dependendo de cada laboratério pois depende da
tromboplastina que € utilizada. Por isso o efeito dos anticoagulantes orais € controlado pelo

INR (Razao Normalizada Internacional) proposto pela Organizagao Mundial de Saude (OMS).

O INR baseia-se na razao entre o TP do doente e o TP de referéncia elevado ao ISI
(indice de Sensibilidade Internacional). O ISI é definido pela comparagio da tromboplastina

utilizada com a tromboplastina padronizada (Hoffbrand, Moss, 201 6c).

Ttheste ) I8t

INR =
( TF, poolnormal

Figura 15 - Férmula de cdlculo do valor de INR.

O interesse do calculo do INR deve-se a necessidade de monitorizar a terapéutica
com anticoagulantes orais sendo que os seus valores, nestes casos, devem estar

compreendidos entre 2 e 3.

2.8.3. Fibrinogénio

O doseamento de fibrinogénio faz-se pela adicao de uma concentragao elevada de
trombina numa amostra de plasma diluido e a determinagao do tempo de coagulagao.
Quanto maior o tempo de coagulagao, menor € a concentragao de fibrinogénio e vice-versa

(Napolitano et al., 2017).
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2.9. VELOCIDADE DE SEDIMENTAGAO

No equipamento BD Vacutainer® Sedi-15™, representado na figura 16, é executada a
velocidade de sedimentagio eritrocitéria que utiliza o método Westergren modificado. E um
teste que nos da informagio do estado de inflamagio do organismo. O teste de
sedimentagao eritrocitaria esta relacionado com uma vasta diversidade de doengas
inflamatorias sendo por isso considerado um exame nao especifico, frequentemente utilizado

para auxiliar no diagnostico de doengas inflamatorias (Jou et al.,, 2011).

Figura 16 - BD Vacutainer® Sedi-15™ (Fotografia: LACCSMC).

O sangue é colocado num tubo fino e alto de vidro com anticoagulante citrato de
sodio |:4. Desta forma, os eritrocitos depositam-se progressivamente no fundo do tubo. E
contabilizada a velocidade (mm/h) de sedimentagao dos glébulos vermelhos (Kratz et al.,

2017).

A velocidade de sedimentagao relaciona-se indiretamente com a alteragao da
concentragao de proteinas de fase aguda. Caso haja algum processo de inflamagao, ocorre a
deposicao mais acelerada das células devido a formagao de aglomerados de eritrocitos

(Hoffbrand, Moss, 2016d).

Valores superiores aos valores de referéncia também podem indicar variadas situagoes

de anemia devido a baixa quantidade de eritrocitos.

O valor de referéncia para homens é 0-10 mm/h e, para as mulheres 0-12 mm/h. No

entanto, este valor apresenta um aumento gradual com a idade (Kratz et al., 2017).
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3. IMUNOLOGIA

3.1. AVALIACAO SEROLOGICA

O sistema imunitdrio tem como principal objetivo a prote¢io do organismo das
doengas infeciosas a que este é exposto. E um sistema que tem a capacidade de gerar uma
resposta imunologica por forma a reconhecer e eliminar potenciais agentes patogénicos,
impedindo ou diminuindo a gravidade das infe¢Oes, sejam elas bacterianas, virais, parasitarias

ou fungicas (Turgeon, 2018a).

Em determinados casos de infegoes torna-se dificil o isolamento e a consequente
identificagdo do agente patogénico. Esta dificuldade deve-se, por vezes a localizagao deste
agente patogénico ou a sua reduzida quantidade. Assim sendo, a avaliagdo seroldgica tem
como objetivo a determinagio e detegao serologica de antigénios especificos do
microrganismo ou anticorpos desenvolvidos pelo organismo em resposta a exposicao a

agentes patogénicos (Turgeon, 2012).

Para o diagnostico das diferentes infe¢oes sao utilizadas técnicas que consistem na
detecao de anticorpos, produzidos pelos plasmocitos, ou antigénios. Através da quantificagao

dos anticorpos IgM e IgG é possivel avaliar a cronicidade da infegao.

Caso os testes seroldgicos sejam positivos, faz-se a confirmagao destes e,
confirmando-se a sua positividade, as amostras sao encaminhadas para um laboratério

parceiro onde as amostras sao analisadas com outra técnica de analise.

3.2. HEPATITES VIRAIS

A hepatite corresponde a inflamagao dos tecidos do figado. De entre varias causas, as
mais frequentes sio o abuso no consumo de alcool ou outras substincias toxicas e por
infecoes virais. Estas infe¢oes virais podem ser agudas ou croénicas e causadas por infecao de
um ou mais tipos de virus hepaticos em concomitancia. Dependendo do tipo de virus, as
hepatites mais frequentes sdo as hepatites A, B, C, D e E e, apesar de o érgao alvo ser o
figado e os sintomas das infecoes serem semelhantes, os virus apresentam estruturas e
modos de replicagao diferentes (Turgeon, 2018b).
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3.2.1. Hepatite A

O virus da hepatite A (VHA) pertence ao género Hepatovirus da familia Picornaviridae. A
sua estrutura é simples, sem envelope, de capside icosaédrica e genoma com RNA de cadeia

simples (ssRNA) (Turgeon, 2018b).

O VHA é transmitido, frequentemente, por via fecal-oral durante a fase inicial da
doenca aguda e, corresponde a altura em que é detetado em maior quantidade (Koenig et al.,

2017).

Os fatores de risco para infegdo por VHA incluem a ingestao de alimentos ou agua
contaminados, que se deve ao facto de este virus ser eliminado em grandes quantidades nas
fezes durante o seu periodo de incubagao, aproximadamente 4 semanas, contacto direto

pessoa-a-pessoa e via parenteral por exposigao ao sangue infetado (Cuthbert, 2001).

Durante o periodo de replicagao, que se da nas células do figado, os individuos

tornam-se portadores da doenga (Turgeon, 2018b).

Apesar de a sintomatologia ser variavel, é bastante comum o aparecimento de febre,

calafrios, fadiga, mal-estar e ictericia (Koenig et al., 2017).
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Figura 17 - Curso quimico e serolégico tipico de VHA. LFT: teste da fungdo hepdtica
(Disponivel em McNabb, 2015).

38
Marta Inés Mendes da Silva



Relatério de estagio — Mestrado em Analises Clinicas

O diagndstico da hepatite A € realizado através da avaliagao seroldgica do VHA que
inclui a detegao de anticorpos anti-VHA IgM e anti-VHA 1gG e, interpolagao com os

sintomas clinicos (Cuthbert, 2001).

O periodo de virémia deste tipo de hepatite é curto, o que dificulta a sua dete¢ao no
sangue. Na fase aguda da hepatite A, as alteragoes laboratoriais mais comuns sao o aumento
das transaminases e o aumento dos niveis séricos de bilirrubina, com o consequente
aparecimento de ictericia. Apos o aparecimento de ictericia a quantidade de virus nas fezes

comega a decair (McNabb, 2015).

Apos um periodo de eliminagao de virus nas fezes, os anticorpos anti-VHA do tipo IgM
sao detetaveis no soro e podem persistir até 4 meses desde o aparecimento da
sintomatologia. Normalmente, a presenga de anticorpos anti-VHA IgM na fase aguda da
hepatite A ¢é elevada e, por isso, a sua medigao torna-se essencial para o seu diagndstico.
ApOs esta fase, ocorre o aparecimento de anticorpos anti-VHA do tipo IgG. A quantidade
elevada deste tipo de anticorpos no sangue surge durante a resolugao da doenga aguda e
mantém-se detetavel ao longo da vida. Quando, na analise serologica, se deteta este tipo de
anticorpos isolados é indicativo de infecao passada ou de imunizagao (Cuthbert, 2001;

McNabb, 2015).

A infecao por VHA apresenta uma baixa taxa de mortalidade e é uma infegao
autolimitada, porém, o tempo de recuperagao pode prolongar-se durante meses (McNabb,

2015).

3.2.2. Hepatite B

O virus da hepatite B (VHB) é um virus da familia Hepadnaviridae. Estruturalmente
possui uma capside icosaédrica, é envelopado e apresenta um genoma com dupla cadeia de

DNA (dsDNA) circular parcialmente incompleto (Gerlich,2013).

Existem diferentes vias de transmissao viral, entre as quais, a via percutanea, a
transmissao sexual e a transmissao vertical. A transmissio mucocutinea também pode

ocorrer, se existirem lesoes a nivel das mucosas.

O numero de novos casos tem vindo a diminuir devido a administragao da vacina,

sendo um método preventivo essencial da hepatite B. Essa diminuicao deve-se, também, ao
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facto de se conseguir reduzir as principais fontes de contaminagao gragas a realizagao de
rastreios serologicos especificos e ao facil acesso a informagao, levando a uma populagao

mais informada e consciente (Turgeon, 2018b).

A progressao deste tipo de hepatite para a cronicidade depende de fatores como o
hospedeiro, coinfecgao viral e/ou outras circunstancias pontuais como por exemplo cirrose

hepatica.

Apesar de os individuos que desenvolvem a hepatite B poderem ser assintomaticos,

estes podem apresentar sintomas como fadiga, ictericia e nauseas.

Os antigénios HBs e HBe produzidos pelo virus promovem a produgao de anticorpos
anti-HBs e anti-HBe, respetivamente. Os anticorpos anti-HBs s6 sao detetados no soro apos
a resolugao da infecao. A detecao e monitorizagao da hepatite B engloba a pesquisa de
anticorpos anti-HBc do tipo IgM, anti-HBc total (IgM e IgG), anti-HBe, anti-HBs e antigénios
AgHBs e AgHBe e DNA viral. Com estes dados é possivel perceber o desenvolvimento da

doenga e o estado de infecciosidade do individuo (Chang, Liaw, 2014).

A presenga de AgHBs é detetada durante o periodo de incubagao do virus e antes do
surgimento da sintomatologia. A quantidade de AgHBs aumenta com o tempo e atinge o seu
maximo apods niveis elevados de ALT. No entanto, a reatividade para AgHBs pode indicar
infecao aguda ou crénica de hepatite B. Os antigénios AgHBe representam replicagao viral

ativa (Burns, Thompson, 2014).

De entre as pessoas infetadas com VHB com a detegao de AgHBs, nem toda a sua
totalidade representa infecciosidade, pois existem 2 formas virais no sangue. As infeciosas,
como as particulas completas de Dane, e as nao infeciosas de estrutura em forma esférica e

tubulares incompletas que s6 possuem AgHBs (Liang, 2009).

Caso a infegao seja resolvida, ocorre a normalizagao dos niveis das transaminases
(ALT) e, é acompanhada pela perda gradual de AgHBs. A seroconversao indica resolugao da

infecao (Burns, Thompson, 2014).

Durante a fase de resolugao, ocorre a perda gradual de AgHBe seguido de AgHBs para
niveis indetetaveis, sendo seroconvertidos em anticorpos anti-HBe e anti-HBs,

respetivamente (Liang, 2009).

40
Marta Inés Mendes da Silva



Relatério de estagio — Mestrado em Analises Clinicas

Desde que se da o desaparecimento de AgHBs até a seroconversao em anticorpos

anti-HBs, figura |8, pode demorar alguns meses.

De forma a determinar se o individuo se encontra neste periodo de tempo, pesquisa-
se a presen¢a de anticorpos anti-HBc do tipo IgM que corresponde a um marcador de
diagnostico de infegao aguda. Este anticorpo encontra-se elevado na fase aguda e diminui

progressivamente com o tempo (Turgeon, 2018b).

Os anticorpos anti-HBe sao indicativos de baixa infecciosidade. A presenca de
anticorpos anti-HBs indica imunizagao por vacinagao ou recuperagao e imunidade para VHB

(Liang, 2009).

O diagnodstico da infegao por VHB pode ser feito por métodos moleculares. Este
ensaio € decisivo na confirmagao de resultados duvidosos, como por exemplo, a presenga

isolada de anticorpos anti-HBc (Gerlich, 2013).

Infecao aguda

Na fase aguda da infegao por VHB o primeiro anticorpo a ser detetado é o anti-HBc
IgM. Quando os niveis de AgHBs ja nao sao detetaveis, o anti-HBc IgM é o marcador

indicativo de infegao aguda (Liang, 2009).

O anticorpo anti-HBc total atinge os seus niveis maximos algumas semanas apos o
inicio da infecao e pode continuar detetdvel durante varios anos ou toda a vida (Gerlich,

2013).

Na fase de resolugao da infegao aguda, os AgHBe e AgHBs tornam-se indetetaveis, os
niveis séricos de ALT normalizam e os anticorpos anti-HBs e anti-HBe tornam-se detetaveis

(Gerlich, 2013).
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Figura 18 - Curso quimico e seroldgico tipico da hepatite B aguda com resolugdo
(Disponivelem McNabb, 2015).

Infecao cronica

Na infegao crénica o AgHBs perdura por mais de 6 meses (Turgeon, 2018b).

A infegao cronica por VHB divide-se em duas fases: a fase replicativa onde existem
niveis elevados de AgHBe e, a fase nao replicativa onde existem niveis elevados de
anticorpos anti-HBe. Em ambas as fases existe reatividade para AgHBs e para os anticorpos

anti-HBc (Chang, Liaw, 2014).

A replicacao do virus pode diminuir de forma espontinea no decorrer do tempo ou
com tratamento, verificando-se diminuicao de DNA viral e seroconversao de AgHBe. No

entanto, grande parte dos individuos com infegao crénica nao possuem AgHBe,
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Figura 19 - Curso quimico e seroldgico tipico da hepatite B crénica (Disponivel em McNabb, 2015).
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A seguinte tabela apresenta a interpretagao de resultados pelos testes serologicos da

Hepatite B.

Tabela 5 - Interpretagdo de resultados pelos testes seroldgicos da Hepatite B (Adaptado de Centers for
Disease Control and Prevention (CDC)).

AgHBs Negativo
anti-HBc Positivo

Imunidade para hepatite B ap6s infecao por
contacto com virus

anti-HBs Positivo

AgHBs Positivo
anti-HBc Positivo
anti-HBc IgM Positivo
anti-HBs Negativo

Infecao Aguda

Interpretagao duvidosa; quatro possibilidades:

AgHBs Negativo I. Infecao Resolvida
anti-HBc Positivo 2. Falso-positivo de anti-HBc
anti-HBs Negativo 3. Portador de infegao cronica

4. Resolugao da infegao aguda

3.2.3. Hepatite D

Estruturalmente, o VHD, também conhecido como virus da hepatite delta, € um virus
defetivo com RNA de cadeia simples circular que, por si s6 nao consegue infetar o individuo,

necessitando da presenga de VHB para se poder replicar (McNabb, 2015).

Existem duas possibilidades de infecao por VHD, superinfecao ou co-infecao. A
superinfecao ocorre quando um individuo com hepatite B é infetado com VHD, sendo uma
infecdo com maior propensao para evolugdo para doenga hepatica severa. A co-infegao
ocorre quando um individuo saudavel ¢ infetado por VHB e VHD em simultineo. Neste

ultimo caso, ocorre uma infegao aguda mais severa (Rizzetto, 2015).
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Este virus é principalmente transmitido pela via parenteral.

Laboratorialmente, a presenga de VHD ¢é detetada pela pesquisa de anticorpos anti-

VHD (Rizzetto, 2015).
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Figura 20 - Curso quimico e serologico tipico de coinfecgdo de VHB com VHD (Disponivel em McNabb,

2015).
) ApnormalLFT
N HBsAg
E ___________
g
2 Anti-HDV
Level of detecton / Anti-HDV Ig
I I T T I T
B Months 1 2 3 4 5 5”12” 24

Figura 21 - Curso quimico e seroldgico de superinfecdo VHB-VHD (Disponivel em McNabb, 2015).
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3.2.4. Hepatite C

O virus da hepatite C (VHC) pertence a familia Flaviviridae e estruturalmente é

envelopado e apresenta um genoma ssRNA (Kim, Chang, 201 3).

A transmissao do VHC da-se pelo contacto percutineo a produtos sanguineos (por
exemplo, agulhas contaminadas), transfuses sanguineas, contacto sexual desprotegido e por

transmissao vertical (Turgeon, 2018b).

Este tipo de infecao corresponde a causa mais comum de hepatite cronica podendo
ocorrer progressao para cirrose hepatica. No entanto, existe ainda a possibilidade desta

infecao ser resolvida e ocorrer recuperagao.

Apesar da infecao por VHC ser, normalmente, assintomatica os individuos infetados
por este virus poderao apresentar sintomas como fadiga, nauseas, fraqueza e ictericia que,

embora sejam inespecificos, auxiliam no diagndstico da doenga.

A hepatite C aguda é de dificil detecao precoce. No entanto, aproximadamente 8
semanas apos ocorrer infegaio com VHC, comegam a surgir anticorpos anti-VHC que

poderao ser detetados com testes serologicos.

Como a detegao de anticorpos anti-VHC ¢é tardia, pode fazer-se pesquisa do genoma

viral, uma vez que a presen¢a de RNA de VHC é indicativo de infegao ativa (McNabb, 2015).

Caso nao ocorra a resolugao da doenga durante os primeiros 6 meses, esta pode
evoluir para a cronicidade, podendo manter-se estavel ou ocorrer progressao da doenga que

podera levar a insuficiéncia hepatica, cirrose ou carcinoma hepatocelular.

A cronicidade da hepatite C pode estar associada a mutagoes virais que impedem a sua

resolugao por parte do sistema imunitario ou devido a replicagao aumentada do VHC.

Laboratorialmente, na hepatite C cronica é detetada serologicamente a presenga de

anticorpos anti-VHC (Li, Lo, 2015).
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Figura 22 - Curso quimico e serologico de HCV. (Disponivel em McNabb, 2015).

3.3. VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA (HIV)

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) faz parte da familia Retroviridae e é um virus
envelopado responsavel pela sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) (Turgeon,
2018c). Este tipo de infecao tem como principal via de transmissao o contacto direto com
fluidos bioldgicos infetados, nomeadamente, contacto sexual desprotegido, uso de seringas

contaminadas e transmissao vertical (Chen et al., 2015).

O retrovirus possui um ssRNA de polaridade positiva e transcriptase reversa. Uma vez
que esta enzima viral é utilizada para o processo de retrotranscricao de RNA viral para
DNA viral, o que aumenta a probabilidade de ocorréncia de mutagdes das proteinas do
envelope, este virus apresenta uma facilidade de escape ao sistema imunitario do hospedeiro.
Para além deste processo, o virus apresenta a capacidade de incorporar o seu DNA no
DNA da célula hospedeira. Apds essa integragao do DNA viral, a célula inicia a produgao de
proteinas virais, dando-se a replicagao do virus e a consequente transmissao para novas
células. Outra dificuldade associada a esta integragao do genoma ¢ a capacidade de produgao
viral ser novamente ativada apés um periodo de laténcia viral nas células de memoria que
permanecem estaveis por longos periodos de tempo (Dahabieha et al., 2015; Razooky et dl.,

2015).

Este processo infecioso inicia-se quando a proteina gp120 do envelope viral se liga aos
recetores CD4 localizados na superficie das células alvo, nomeadamente, linfocitos TCD4 e,

também, macrofagos e monocitos. Os macréfagos possuem um  papel crucial na
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disseminagao do virus pelo organismo. Apds a integragao do genoma viral na célula
hospedeira, existe sempre potencial para replicagao viral. Desta forma a infecao de novas

células é continua.

Existem dois tipos de HIV que embora sejam estruturalmente semelhantes a
homologia da sequéncia nucleotidica é cerca de 50%. Apesar de o HIV-2 ser endémico na

Africa Ocidental, a disseminacio do HIV-1 é global. (Turgeon, 2018c)

B 1200 - Primary Death — 107

i e * Acute HIV syndrome -
1 1100 - * r Wide dissemination of virus <
* 1000 - B Y ____|Seeding of lymphoid organs o
- Opcﬁortunlsuc 108 £
@ seases

E 900 Clinical Latency 2
E | ©
@ 800 l 2
@ Constitutional L4085 @
S 700 symptoms 10 B
c =
S 600 s
: -
a 500 - — 104 >
= | 7]
S 400 2
‘é 300 |- ;
—10

3 200

= 100}

<«

8 0 h T 102

Years

Figura 23 - Evolucdo da infegdo por HIV (Disponivel em Prokopia et al., 2016).

Durante o periodo de incubagao, a sintomatologia nem sempre é percetivel, no
entanto € um dos periodos em que probabilidade de contagio é mais relevante. Nesta fase, a
carga viral no individuo encontra-se elevada levando a uma diminuicdo do numero de
linfocitos T CD4. Inicia-se uma resposta imunoldgica que leva a diminuigao da carga viral e
aumento de linfocitos T CD4. Em média, apos 3 a 6 semanas, ocorre seroconversao, € os

anticorpos estao detetaveis apos 6 a |2 semanas (Sebastian et al., 2015; Blanche, 2016).

E na fase assintomatica que se da o periodo de laténcia clinica onde o individuo

infetado nao apresenta manifestagoes clinicas.
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Aquando da ativagao imunoldgica das células CD4 infetadas, o HIV passa do estado
latente a produgao de particulas virais, provocando destruicao celular. Com isto, ha
diminuicao gradual dessas células que provoca a debilitagao do sistema imunologico. Quando
a contagem de linfocitos T CD4<200 células/pL ou linfécitos TCD4<14% ou existéncia de
doenga oportunista, associados a presenga de anticorpos anti-HIV, estamos na presenga de

SIDA (Sebastian et al., 2015).

Teste de 4* Geracao

Dado o aumento de antigénio p24, apos a infegao inicial, no LACCSMS é realizada a

sua detegao, no soro, e a detegao de anticorpos anti-HIV-I e anti-HIV-2.

Este teste nao consegue fazer a diferenciagao entre antigénio p24, anticorpos anti-HIV-

| ou anticorpos anti-HIV-2 (Salmona et al., 2014).

Na realizagao do teste serologico de rastreio de 4° geragao, o teste pode ser reativo
ou nao reativo. No caso deste ser nao reativo, reporta-se como HIV negativo, caso
contrario deve realizar-se o teste em duplicado. Neste ultimo caso, se pelo menos um dos
dois testes realizados for reativo, procede-se a realizagdo de um teste rapido serologico de
descriminagao de HIV-1/HIV-2. Se os dois forem nao reativos reporta-se como HIV negativo

(Diregao-Geral da Saude, 2014).

No teste rapido serologico de descriminagao HIV-1/HIV-2 podem suceder-se quatro

situagoes:

e HIV-I reativo e HIV-2 nao reativo: HIV-| positivo.
e HIV-I nao reativo e HIV-2 reativo: HIV-2 positivo.
o HIV-1 e HIV-2 reativos: HIV positivo (envia-se a amostra para um laboratorio
de referéncia).
e HIV-1 e HIV-2 nao reativos ou inconclusivo: deve realizar-se o teste de acido
nucleico.
No teste de acido nucleico pesquisa-se RNA de HIV-1 e, no caso deste ser detetado,
reporta-se como HIV-| positivo, caso contrario, reporta-se como HIV-I nao detetado.
Neste Ultimo caso é também enviada a amostra para um laboratério de referéncia (Diregao-

Geral da Saude, 2014).
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3.4. INFECOES BACTERIANAS

3.4.1. Sifilis

A sifilis é originada pela bactéria espiroqueta, Treponema pallidum, que é considerada
um patogénio do ser humano. Estruturalmente, os treponemas sao organismos finos e em
espiral com 6 a |5 pm de comprimento e possuem uma membrana de estrutura trilaminar,
parecida com a membrana das bactérias Gram negativas, de possivel visualizagdio no

microscopio de fundo escuro (Pastuszczak, Wojas-Pelc, 2013).

A sifilis € uma doenga de possivel transmigdo por contacto sexual e vertical e

manifesta-se, principalmente, sob a forma de erupgoes cutaneas (Morshed, 2014).

Esta infecao bacteriana, se nao for tratada, apresenta quatro estadios de

desenvolvimento: sifilis primaria, secundaria, a mais contagiosa, latente e tardia.

O T. pdllidum normalmente infiltra-se por lesoes na pele ou nas mucosas. Desta forma,
atinge o sistema circulatério e invade diversos orgaos do organismo. Apds o periodo de
incubagao da-se a formagao de lesoes, Ulceras que se expandem progressivamente, que sao
indolores. Esses tipos de lesoes localizam-se normalmente na zona genital, mas também é
frequente o seu aparecimento ao redor da boca, maos e garganta. A adenopatia da regiao
também se resolve sem tratamento. Este estadio corresponde a sifilis primaria (Mattei et al,

2012).

Até 6 meses apos a formagao da lesao, comegam a aparecer os sintomas, como dor de
cabeca, dor de garganta, febre e erupgao cutanea. Esta fase, sifilis secundaria, é a mais
contagiosa embora, normalmente, se resolva apos algumas semanas. Individuos infetados sem

tratamento podem ainda sofrer recidivas que estarao em fase infeciosa e transmissivel.

Apos esta fase, o hospedeiro entra em estado de laténcia nao infeciosa, em que sé é

detetado por métodos seroldgicos, sffilis latente (Mattei et al., 2012).

O doente pode desenvolver cronicidade com periodos intermitentes de
sintomatologia aguda e de periodos assintomaticos. Neste estadio, sifilis tardia, podem
aparecer granulomas que produzem lesoes semelhantes a segmentos circulares que

geralmente cicatrizam (Turgeon, 2018d).
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Manifestacoes imunoldgicas

Face a infecao por T. pdllidum, o organismo desenvolve dois tipos de anticorpos:
anticorpos especificos dirigidos contra antigénios T. pallidum, anticorpos treponémicos e
anticorpos inespecificos contra componentes das proprias células, nao treponémicos. Os
anticorpos nao treponémicos nao especificos de sifilis, chamados de reaginas, estao também
associados a outras doengas infeciosas, como artrite reumatoide, gravidez e malaria sendo

responsaveis por falsos positivos (Turgeon, 2012).

Os anticorpos anti-T. pallidum na fase latente, precoce ou nao tratada, sao

predominantemente IgM (Turgeon, 2018d).

Na resposta imunologica a infe¢ao primaria desenvolvem-se anticorpos do tipo IgG,

sendo que na sifilis secundaria é onde se observa maiores concentragoes de IgG.

A microscopia de campo escuro é o teste de escolha para doentes sintomaticos com
sifilis primaria. No entanto, o teste serologico para sifilis € o método mais comum de

diagnostico.

Ha duas formas de diagnosticar serologicamente a sifilis: testes nao treponémicos e

testes treponémicos (Lehman, 2015).

Testes nao-treponémicos

Testes nao treponémicos detetam a presenga de reaginas, um anticorpo formado
contra uma molécula de cardiolipina, produzido por pessoas infetadas com T. pallidum, mas
que também podem ser produzidos em casos de outras doengas infeciosas como

tuberculose, malaria, sarampo, hepatite e doengas autoimunes (Lehman, 2015).

Os testes nao treponémicos sao testes de rastreio qualitativo e quantitativo de sifilis

tecnicamente mais faceis e rapidos de execugao que atuam por reag¢oes de aglutinagao.

Os testes usuais nao treponémicos sao o RPR (Rapid Plasma Reagin) e VDRL (Venereal

Disease Research Laboratory) (Pastuszczak, VWojas-Pelc, 2013).

Em ambos os testes utilizam-se particulas revestidas com um antigénio que se ligam ao
anticorpo que lhe é especifico de forma a criar aglutinados visiveis macroscopicamente ou

microscopicamente.
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A VDRL pesquisa um anticorpo semelhante a um anticorpo reagina, que se liga ao
antigénio do teste, particulas de colesterol revestidas de lecitina e cardiolipina, provocando a

aglutinagao (Turgeon, 2018d).

O RPR utiliza o mesmo antigénio que a VDRL mas ligado a particulas de carvao que

permitem a aglutinagao visivel macroscopicamente (Lee et al., 2014; Lehman, 2015).

Na presenca de anticorpos reagina por infegao de T. pallidum permite a ligagao das
particulas lipidicas do antigénio, promovendo a aglutinagao. As particulas de carvao
coalescem com os anticorpos e € visivel no cartao branco de plastico aglomerados negros.

No caso de nao haver anticorpos, a solugao permanece uniforme sem aglutinados (Lee et al.,

2014).

OOOOO

RPR-CARBON

Figura 24 - Teste RPR (Rapid Plasma Reagin) (Disponivel em Laboratory Info).

Testes treponémicos

Os testes treponémicos sao utilizados para confirmar os testes com reatividade para a
sifilis. Baseiam-se na identificagdo e quantificagdo de anticorpos anti- T. pallidum, sendo os

mais sensiveis e especificos (Turgeon, 2018d).

No protocolo para o rastreio de sifilis € usado o teste nao treponémico seguido de um
teste treponémico no caso de confirmacgao de amostra positiva. O teste treponémico € ideal
para os casos de detegao da sifilis em estadios avancados. No entanto, na detegao de sifilis
primaria, quando existe uma quantidade abaixo do limite de detecao para este teste, s é

detetavel com o uso dos testes nao treponémicos.
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No LACCSMC ¢ utilizado o método Syphilis TP que faz uma detegao qualitativa de

anticorpos T. pallidum no soro humano.

Utiliza-se uma amostra de microparticulas revestidas com antigénios recombinantes de
T. pallidum, aos quais se ligam os anticorpos anti-T. pallidum presentes no soro do individuo

infetado.

ApOs a adigao de anticorpos anti-IgG e anti-IgM marcados com éster de acridina, estes
ligam-se aos anticorpos anti- T. pallidum do soro do individuo, resultando numa reagao

quimioluminescente (Turgeon, 2012).

3.5. ARQUITECT® CI 8200 DA ABBOTT
DIAGNOSTICS

Na figura esta representado um aparelho
autoanalisador dividido em dois médulos, a bioquimica e

a imunologia.

E neste o aparelho que se faz a serologia viral e
bacteriana com o principio instrumental de imunoensaio
de microparticulas quimioluminescentes (CMIA) (Abbott,

2016).

Figura 25 - ARQUITECT® ci 8200
Da Abbott Diagnostics (Fotografia:
LACCSMQ).
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4. MICROBIOLOGIA

Este setor engloba a pesquisa de microrganismos, permitindo o diagnostico e

identificagao microbiologica.

O setor de microbiologia é o que possui menos automatizagao o que tornara possivel
a realizagdo de exames diretos e inoculagao de varias amostras biologicas em meios de

cultura apropriados.

A analise sumaria de urina e sedimento urinario, bem como a urocultura, representam
as analises mais solicitadas no LACCSMC. No caso de urocultura ser positiva, procede-se a

sua quantificagao, identificagao e antibiograma.

Relativamente a amostras de fezes, realiza-se coprocultura para a pesquisa de Shigella,
Salmonella e Campylobacter em meios adequados, bem como, exame parasitoldgico de fezes e

pesquisa de sangue oculto por testes imunocromatograficos.
A cultura de exsudato nasal realiza-se para pesquisa de Staphylococcus aureus.

Outras analises, mas menos frequentes, passam pela pesquisa de fungos em raspados

de unha e pele.
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5. BIOQUIMICA

Este representa o setor com maior nimero de analises de rotina, determinando
pardmetros bioquimicos, para o possivel diagnodstico ou monitorizagao de determinadas

patologias.

Estes parametros bioquimicos permitem avaliar indiretamente as diferentes fungoes do

organismo, nomeadamente, a fungao renal, hepatica, pancreatica e cardiaca.

Os marcadores de diagndstico possibilitam a compreensao do tipo de alteragoes
estruturais, bioquimicas ou funcionais que afetaram o organismo, desencadeando

determinada sintomatologia.

A amostra normalmente utilizada nestas determinagdes é o soro e os parametros
analiticos, sao analisados num dos mddulos do aparelho ARQUITECT® ci 8200 da Abbott

Diagnostics, a excegao da hemoglobina glicada (HbA I c).
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CONCLUSAO

O estagio curricular representa uma mais valia do Mestrado em Andlises Clinicas,

possibilitando a aplicagao de conhecimentos adquiridos em contexto tedrico.

Deste modo, torna-se viavel a resolugao de casos clinicos pela associagao dos variados

parametros analisados nos diferentes setores e quadro clinico do utente.

O sentido de responsabilidade no laboratorio é essencial para o controlo de qualidade,
visando a obtengao de confianga nos resultados, tendo sido essencial a aprendizagem das

suas regras gerais de funcionamento.

Como a drea de analises clinicas se encontra em constante mudanga, com o aumento
da tecnologia e automatizagao, € fundamental a capacidade critica e por parte do especialista

sugerindo ao clinico determinadas analises.

A interpretagao dos resultados obtidos é uma rede complexa entre o historial do

utente e a sua terapéutica, de forma a uma melhor interpretagao dos mesmos.

Uma das limitagoes identificadas no estagio, prende-se com o facto de algumas analises

se realizarem esporadicamente, devido a condicionante economica do laboratorio.

Com a realizagao do estagio, desenvolvi um vasto leque de competéncias profissionais
e pessoais, entre as quais, competéncias técnico-cientificas, iniciativa, trabalho de equipa,
coordenagao e autonomia laboratorial que me proporciona um melhor desempenho

enquanto profissional de saude.
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