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RESUMO

O presente relatério tem como objetivo a descricao das principais atividades
desenvolvidas durante o estagio curricular no ambito do Mestrado em Anadlises Clinicas da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra. O estagio decorreu em dois laboratérios
distintos, Laboratorio de Analises Clinicas de Vila Nova de Gaia e no Laboratoério de Andlises
Clinicas da Universidade de Coimbra (setor COVID-19). Este relatorio inclui uma abordagem
geral de cada local de estagio, bem como dos procedimentos pré-analiticos, analiticos e pds-

analiticos.

As principais valéncias desenvolvidas neste relatério sao a Hematologia e a Virologia,
sendo esta dedicada ao estudo e diagnostico do Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus

2 (SARS-CoV-2).

Palavras-chave: Anilises Clinicas; Diagnostico; Hematologia; Virologia; SARS-CoV-2.

ABSTRACT

This report aims to describe the main activities developed during the curricular
internship in the master’s degree in Clinical Analysis from Pharmacy’s Faculty of Universidade
de Coimbra. The internship took place in two separate laboratories, Laboratério de Analises
Clinicas de Vila Nova de Gaia (LAC-Gaia) and in the Laboratério de Analises Clinicas da
Universidade de Coimbra (COVID-19 sector). This report includes a general approach to each

laboratory, as well as pre-analytical, analytical, and post-analytical procedures.

The main valences developed in this report are hematology and virology, which are
dedicated to the study and diagnosis of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2

(SARS-CoV-2).

Keywords: Clinical Analysis; Diagnostic; Hematology; Virology; SARS-CoV-2.
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INTRODUCAO

As Anadlises Clinicas adquiriram ao longo do tempo um papel preponderante e essencial
para a prevengao, controlo, diagnostico, monitorizagao e tratamento de patologias diversas.
O estudo dos diferentes produtos biolodgicos processados num laboratério de Analises
Clinicas integra especialidades como a Hematologia, a Microbiologia, a Bioquimica e a
Imunologia. Apesar de valéncias distintas, a valorizagao dos diferentes analitos numa
abordagem transversal e integrada, contribui para uma melhor compreensao da patofisiologia

humana.

A atual situagao pandémica, além de novos desafios, impactos socioeconomicos e
autodisciplina, enfatizou ainda mais o papel fulcral do laboratorio na toma de decisoes clinicas.
O mundo comegou a notar a importancia de um laboratério de diagnostico e neste
pressuposto, a busca pela obtengao de resultados cada vez mais exatos, precisos e rapidos
continuam a ser o principal motor para a continua melhoria do laboratério, tanto do seu

equipamento como da formagao dos seus profissionais.

A automatizagao é cada vez mais expressiva, mas nao tornou menos necessaria a
existéncia de pessoal extremamente competente e qualificado para processar amostras,
controlar técnicas, equipamentos e interpretar e validar resultados. A existéncia de programas

de controlo de qualidade internos e externos asseguram a qualidade dos resultados emitidos.

Ser munido de um forte sentido critico e procurar fazer sempre mais e melhor sao
carateristicas fulcrais para enfrentar os desafios que este tipo de laboratorio nos pode

apresentar.

A realizagao deste tipo de estagio curricular no 2°ano do Mestrado em Analises
Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC) pretende, nao so6 a
consolidagao dos conhecimentos teoricos abordados no |°ano, bem como o ganho de pratica
laboratorial. O estagio foi realizado em dois laboratérios distintos, tendo iniciado pelo
Laboratorio de Andlises Clinicas de Vila Nova de Gaia (LAC-Gaia) de dezembro de 2019 a
margo de 2020 e terminado no Laboratorio de Analises Clinicas da Universidade de Coimbra

(setor COVID-19) de julho de 2020 a agosto de 2020.

No presente relatério irei abordar a caraterizagcao dos laboratérios, o controlo de
qualidade e as quatro valéncias principais das Analises Clinicas. A Bioquimica e Imunologia
serao descritas sucintamente, enquanto que a Hematologia e a Microbiologia, nomeadamente

a Virologia serao apresentadas com maior pormenor. Os conteldos apresentados nas areas



de Hematologia, Bioquimica, Imunologia e Microbiologia estao relacionados ao estagio
realizado no LAC-Gaia. A Virologia contempla a parte final do estagio que foi exclusivamente
dedicada ao estudo e diagnodstico do novo coronavirus, cientificamente designado como Severe

Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2).



I. Laboratorio de Analises Clinicas de Vila Nova de Gaia

I.I - CARACTERIZAGCAO DO LABORATORIO

i.  Consideracées gerais

O Laboratorio de Analises Clinicas de Vila Nova de Gaia (LAC-Gaia) é um laboratorio
de comunidade certificado pela norma ISO 9001, com sede e laboratorio central no centro
de Vila Nova de Gaia. Dispoe de treze postos de colheita: Airaes, Arcozelo, Avintes | e 2,
Felgueiras, Foz do Sousa, Laboratorio central, Gaia 2, Moure, Oliveira do Douro - Associagao
Oliveirense, Oliveira do Douro - Centro médico MgMadureira, Torrados e Vilar de
Andorinho. Além da operagao nestas instalagoes, realiza colheitas ao domicilio e em lares e

presta apoio a empresas no ambito da medicina do trabalho.

O laboratorio central esta aberto de segunda a sexta feira das 7h30 as 18h30 e sabado

das 8h30 as |2h.

A direcao do laboratério pertence a Dra. Albina Filomena Marques (Diretora Técnica)

e ao Eng.° Albino Marques (Diretor Administrativo).

Como laboratério de comunidade, é movido por uma missao de proximidade,
assumindo um compromisso de eficacia, qualidade e satisfagao dos utentes, sendo estes os

principios que regem o trabalho de todos os funcionarios no seu dia a dia.

ii. Organizacdo laboratorial

O laboratério é dividido em recegao, sala de colheita, gabinete de diregao, espago de
triagem, setor da bioquimica e imunologia, setor de microbiologia, setor de hematologia, zona

de lavagens, sala de reunides e sala polivalente.

A automatizagao do laboratorio é evidente, sendo a maioria dos parametros analiticos
realizados em equipamentos devidamente certificados, calibrados e controlados por controlos
internos devidamente certificados pelos fabricantes e através da participagio em programas
de Avaliagao Externa da Qualidade Laboratorial nacionais e internacionais. A existéncia de um
manual de qualidade, segurancga, pré-analise, andlise e pds-analise permite a consulta facilitada

de métodos de trabalho, organizagao e da gestao laboratorial.

A média de amostras diarias recebidas no laboratorio situa-se entre 70 e 80.



iii.  Gestdo laboratorial

No fim de cada dia de trabalho, as amostras sao guardadas para eventual necessidade
de repetigao de andlises ou seu acréscimo de pedido. Os soros sao criopreservados por nove
meses, Os sangues totais por uma semana e os plasmas sao descartados no proprio dia. No
caso das urinas, fezes e outros produtos bioldgicos sao conservados até a emissao de

resultado.

Quanto a gestao dos lixos, estes sao recolhidos e separados diariamente. O lixo de
Grupo IV (Residuos especificos) é armazenado em contentores amarelos com o simbolo de
risco biologico. O lixo de Grupo Il (Residuos de risco bioldgico) é armazenado em
contentores pretos. Estes dois grupos sao acondicionados numa zona especifica e recolhidos
semanalmente por uma empresa especializada em transporte de residuos perigosos. O Grupo
Il (Residuos nao perigosos) e Grupo | (Residuos equiparados a urbanos) sao colocados em
caixotes do lixo normais e tratados como tal. O material de vidro é lavavel e reutilizavel e o

material de plastico é de uso Unico.

1.2 - FASE PRE-ANALITICA

Todo o processo inicia-se quando o utente apresenta a requisicao de anadlises na
rececio do laboratério. E obrigacdo do laboratério dar informagao sobre as analises
requeridas e formas especificas de colheita, quando estas sao realizadas pelo utente, assim
como dar conhecimento da eventual necessidade de jejum, quando os analitos a analisar assim
o exigem. Apos verificagao do cumprimento desses requisitos prévios, o utente e as amostras
recebem um numero de identificagao Unico. Apds insergao informatica dos dados da pessoa e
analises solicitadas, é emitido um talao de levantamento dos resultados com a data a partir da
qual o utente podera levantar as suas analises. A pungao venosa é efetuada por uma pessoa
qualificada (especialista em analises clinicas, técnico de analises clinicas ou enfermeiro) e com
formagao especifica no sistema de colheitas usado no laboratério. Os tubos/contentores com
as amostras colhidas no laboratorio e as amostras colhidas pela propria pessoa seguem para
triagem e sao divididos pelas valéncias a que pertencem (Tabela |), com posterior
processamento, dependente do tipo de amostra em causa. No caso dos postos de colheita, o
transporte das amostras para o laboratorio central deve ser o mais rapido possivel, sem
exposicao a luz e de modo refrigerado, para nao comprometer a estabilidade das amostras

bioldgicas.



Tabela | - Amostras recebidas no laboratdrio e seu respetivo recipiente de colheita.

Amostras Contentor Analise

Tubo com ativador de coagulo e

gel separador

Soro Bioquimica/lmunologia

Tubo com EDTA

Sangue total Hematologia, HbAlc e PTH

Tubo com citrato de sédio |:9

Plasma e Provas de coagulagao

Tubo com citrato sédio |1:4

Sangue total Velocidade de sedimentagao
e =

Contentor para urina
Urtiog 5 Bloqwmlca/M|crob|olo~g|a/AIbum|na
de baixa concentragio na urina

Contentor para urina
Urina 24h = Albumina de baixa concentragao

ﬂ na urina

Contentor para fezes

Fezes ﬁ 1 Imunologia/Microbiologia
=
Outros produtos Contentor proprio/Meio
biolégicos adequado/Zaragatoa Microbiologia
(expetoracgao,

exsudados vaginais)

Durante a triagem das amostras, é de salientar a importancia da observagao destas,
para se concluir a sua aceitagao ou rejeigao. Critérios de rejeicao de amostras sao hemolise,
amostra coagulada, volume incorreto, tubo incorreto para a analise solicitada e amostra sem
identificacao. A atencao e cuidado na parte pré-analitica sao de extrema importancia, pois a

maior percentagem de erros laboratoriais acontece nesta fase (46-68%)(1).

As anilises requisitadas que nao se realizem neste laboratério sao enviadas para um

laboratorio externo: AMBAR (Andlisis Médiques Barcelona).



1.3 - CONTROLO DA QUALIDADE

i. Controlos

Nos laboratorios de Andlises Clinicas o controlo da qualidade assume extrema
importancia, pois a obtengao de resultados fiaveis, fidedignos e rigorosos é a principal busca
de todos os laboratorios. Para isso é necessario haver normas implementadas para controlar
a qualidade. A participagdo em programas de controlo da qualidade interno e externo sao

fundamentais para este processo.

A. Controlo de Qualidade Interno (CQI)

O Controlo de Qualidade Interno ¢é feito diariamente no laboratorio, com o objetivo
de assegurar a precisao dos resultados. Recorre ao uso de uma amostra de controlo com uma
composigao definida qualitativa e quantitativamente adaptada aos métodos usados. Consoante
a valéncia e aparelho utilizado, o tipo e frequéncia de controlo varia. Genericamente, no caso
da valéncia de Bioquimica e Hematologia sao feitos controlos diariamente, alternando entre
controlo normal e controlo patoldgico; na Imunologia é feito com menos frequéncia, mas de
acordo com as instrugoes do fabricante, recorrendo a controlo positivo e controlo negativo.
Estes controlos vém juntamente com os kits comerciais ou sao comprados separadamente a
outras empresas comerciais. No caso da Microbiologia, a esterilidade da solugao salina (NaCl)
usada na preparagao da suspensao bacteriana é controlada quinzenalmente inoculando uma

gota dessa solugao numa placa com gelose de sangue, com posterior leitura apos 24 e 48h.

B. Avaliacio Externa da Qualidade (AEQ)

A avaliagao externa da qualidade permite fazer uma andlise retrospetiva do trabalho,
possibilitando a evolugao e melhoria dos resultados dados pelo laboratério. Tem por objetivo
avaliar a exatidao dos resultados, sendo os controlos enviados por uma entidade externa ao

laboratoério.

Os controlos sao enviados pela entidade externa AEFA (Asociacion Espafiola del
Laboratorio Clinico), SEQC (Sociedad Espafola de Medicina de Laboratorio) e INSA (Instituto
Nacional de Saide Doutor Ricardo Jorge) e sao processados e analisados como uma amostra
comum. A frequéncia deste tipo de controlo varia entre as valéncias. Apés a saida do resultado,
sao enviados para a respetiva entidade. Os valores esperados dos controlos sao

posteriormente disponibilizados ao laboratério. A analises dos valores, o desvio entre o valor
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dado e o valor esperado é averiguado pela diretora técnica e falado em conjunto com os
técnicos responsaveis por essa analise. Sempre que necessario, procede-se a medidas

corretivas, em busca sempre da obtengao de resultados cada vez mais exatos.

. Auditorias

A realizagao de auditorias tem por base a observagao, andlise do grau de cumprimento
de um conjunto de requisitos permitindo obter um retrato do desempenho do Laboratorio
face a um referencial normativo. Sao realizadas uma auditoria interna geral e externa uma vez
por ano. A auditoria interna é feita por um especialista em analises clinicas contratado pelo
laboratério que sugere melhorias de natureza diversa, como técnica e organizacional, com
vista a otimizagao dos diferentes processos, analiticos e de suporte, do Laboratério. A

auditoria externa é realizada por uma empresa externa certificadora.

1.4 - FASE ANALITICA E POS ANALITICA

Na fase analitica as amostras sao sujeitas ao processamento e posterior procedimento
das andlises, seja este manual ou automatico. Apos a saida de resultados, é feita uma validagao
analitica pelo técnico. A validagao analitica consiste numa avaliagao geral e de coeréncia de
todos os valores obtidos em determinada analise, no correto controlo de qualidade interno e

no bom funcionamento dos aparelhos.

Na fase pods-analitica, os resultados validados analiticamente seguem para validagao
biopatoldgica. O especialista em Analises Clinicas olha para os resultados como um todo,
interpreta e relaciona, se possivel, com o estado clinico e conclui sobre a concordancia dos
valores obtidos. Apds esta validagao é emitido o boletim de andlises para o utente, seja em

formato papel ou digital.

BIOQUIMICA

A bioquimica é a ciéncia que se dedica ao estudo das vias metabdlicas e sua fisiologia,

sendo crucial a sua avaliagao para percegao da homeostase corporal.

No LAC-GAIA esta valéncia é assegurada pelo aparelho Cobas Integra 400 plus para

determinagoes sanguineas e pelo Urysis 2400 para determinagoes urinarias.



O controlo de qualidade nesta area assume extrema importancia devido a forte

automatizagao existente neste setor, sendo essencial para a fiabilidade dos resultados dados.

i. Cobas Integra 400 plus

A avaliagao de parametros bioquimicos € das analises mais requisitadas, sendo por isso
a area que recebe mais amostras por dia. Consoante o analito, as amostras usadas sao na sua
maioria o soro (obtido por centrifugagao do tubo com gel separador de coagulo), sangue total
e urina. Na Tabela 2 estao apresentados os analitos avaliados neste laboratério com a sua

respetiva fungao e tipo de amostra utilizada.

Tabela 2 - Andlitos bioquimicos avaliados no aparelho Cobas Integra 400 plus.

Funcao/Metabolismo Analitos Amostra

Hepatico AST, ALT, ALP, GGT, bilirrubina direta e
P . Soro

bilirrubina total
Acido Urico, ureia e creatinina Soro

. . ~ . Urina ocasional ou
Renal Albumina de baixa concentragao na urina

urina 24h
Clearance da creatinina Urina 24h
creatinina Urina
Pancreatico Alfa-amilase e lipase Soro
Lipidica HDL, LDL, colesterol e triglicerideos Soro
glicose Soro
Glicémico HbAIc Sangue total
PTGO Soro
Muscular CK, LDH e lactato Soro
Ossea e Mineral Ferro, calcio, magnésio e fosfato Soro
Imunolégico IgA, 1gG e IgM Soro
Proteina C reativa, albumina e
Proteico transferrina Soro
Proteinas totais Soro
Equilibrio L , . . .
Sddio, potassio e cloreto (ionograma) Soro e urina

Hidroeletrolitico



Os métodos de determinagao usados por este aparelho baseiam-se na colorimetria e
imunoturbidimetria, com posterior leitura por espetrofotometria. O ionograma recorre a

potenciometria com uso de elétrodos seletivos de ioes.

O controlo de qualidade é feito diariamente, alternando-se entre controlo normal e
controlo patologico. A calibragao é feita diariamente para o ionograma. Para os outros
analitos, é feita apos mudanga de lote de reagente ou quando o controlo de qualidade interno

esta fora dos valores aceitaveis (de acordo com as regras de Westgard implementadas).

ii.  Urysis 2400

A andlise sumaria de urina, ou tipo ll, é feita pelo aparelho Urysis 2400. Sao avaliados
diferentes constituintes da urina com vista a avaliagao de possiveis alteragoes renais, urinarias,
hepaticas e metabdlicas. O aparelho recorre a tiras-teste para determinagao semiquantitativa
de pH, leucécitos, nitritos, proteinas, glicose, corpos cetonicos, urobilinogénio, bilirrubina e
eritrocitos, com posterior leitura da tira teste por refletincia. A densidade é medida por

refratometria.

Apods determinacao dos parametros bioquimicos, as urinas sao centrifugadas para

posterior observagao do sedimento urinario e confirmagao dos resultados obtidos.

O controlo de qualidade ¢é feito em dias alternados, variando entre controlo normal e

patoldgico e as calibragoes sao realizadas mensalmente ou aquando a mudanga de lote de tiras.

IMUNOLOGIA

A Imunologia € a ciéncia que estuda o sistema imunoldgico e as suas interagoes com
agentes externos ou do préprio organismo. Tem papel fundamental na defesa contra
microrganismos patogénicos ou oportunistas e células tumorais. O estudo de processos
complexos e desequilibrados provocados pelo proprio sistema imune, como autoimunidade,
hipersensibilidade, imunodeficiéncia e rejeicao de transplantes, também sao estudados nesta

valéncia. E uma area extremamente ampla, complexa e em constante evolugao.

A vertente da imunologia no LAC-Gaia é associada a serologia infeciosa e ao estudo
das hipersensibilidades. Contudo, o estudo endocrinolégico e a pesquisa de marcadores
tumorais sao incluidos nesta area do laboratorio, visto que o seu método de detegao se baseia

na formagao de um complexo antigénio-anticorpo.



Os aparelhos existentes no laboratoério pertencentes a esta valéncia sao Cobas e4/ |,
VIDAS e Phadia 100. O controlo desta valéncia é feito recorrendo a controlos positivos e

negativos, variando o seu uso consoante o analito avaliado e aparelho utilizado.

MICROBIOLOGIA

A Microbiologia é a ciéncia que se dedica ao estudo das bactérias, fungos, parasitas e
virus e € a valéncia em que a intervencao humana é mais evidente, pois apresenta um nivel

menor de automatizagao.

No LAC-Gaia sao realizadas analises bacterioldgicas, micologicas e parasitologicas. As
amostras recebidas incluem urina, fezes, exsudado vaginal, expetoragao e unhas. Cada amostra
biolégica chega em contentores estéreis e adequados ao produto. O primeiro passo é sempre
a execugao do método cultural, seguida, quando aplicavel, por um método direto. O método
cultural, realizado numa camara de fluxo laminar, baseia-se na inoculagcido de amostra num
meio de cultura apropriado com posterior observagao de crescimento bacteriano. O método
direto consiste na observagao de laminas, a fresco ou com coloragao, ao microscopio ético.
Esta visualizagao, precedida de conhecimentos sobre a microbiota tipica de cada local, permite

concluir sobre a propor¢ao dos tipos bacterianos existentes e qual a sua predominancia.

Os aparelhos usados nesta valéncia sao o Vitek 2 Compact e o microscépio otico. O
Vitek 2 Compact tem como fungao a identificagao automatizada de microrganismos e respetivos
testes de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA). O microscopio otico é usado para

observacao do sedimento urinario e outros exames a fresco ou com coloragao.
Urina

O exame bacterioldgico de urina € a analise microbioldgica mais pedida e baseia-se
num método cultural e num exame direto. O exame direto é a observacao do sedimento
urinario ao microscopio otico para procura de eritrocitos, leucocitos, células epiteliais,
cilindros, cristais, leveduras e bactérias. A urocultura traduz-se na inoculagao da urina em meio
CPS ou CLED (meios diferenciais) que permitem a identificagao presuntiva das coldnias, além
da sua quantificagao. Apos 24h de incubagao, as placas sao analisadas quanto ao crescimento
bacteriano. Sao consideradas positivas as culturas com um ou dois microrganismos e com um
crescimento igual ou superior a 10° UFC/mL. A presenca de trés ou mais microrganismos
numa urocultura nao tem significado, sendo interpretado como contaminagao pela microbiota

da uretra. A etapa seguinte é a identificagao bacteriana. De acordo com as caracteristicas
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morfologicas das colonias procede-se, se necessario, as provas que orientam para a
identificacdo presuntiva ou realiza-se identificagdo automatica usando o sistema Vitek 2
Compact. O TSA é realizado no Vitek 2 Compact e da-nos a informagao das resisténcias e

sensibilidades das bactérias aos antibidticos.
Fezes

A coprocultura é realizada para pesquisa de Salmonella e Shigella e a inoculagao é feita
em meio SS, Saboraud e caldo selenito (meio de enriquecimento). Para o exame parasitologico
é feito um tratamento prévio das fezes, recorrendo a um método concentragao por
sedimentagao, com posterior observagao a fresco ao microscopio otico de parasitas e

estruturas associadas.

Outros produtos biologicos

Os exsudados vaginais sao inoculados em gelose de sangue, gelose de chocolate,
McConkey, Saboraud e ChromID Strep. O exame direto consiste em esfregagos em lamina com
coloragao de Gram. A pesquisa de Trichomonas vaginalis deve ser realizada quando a amostra
chega ao laboratério, para facilitagao da sua identificacao, dada a sua mobilidade carateristica.
No caso de gravidas perto do parto, a pesquisa do Streptococcus beta-haemolyticus do grupo B
é requerida, sendo a amostra inoculada em gelose de sangue e ChromID Strep (meio seletivo e

diferencial).

A expetoragao € inoculada em gelose de sangue, gelose de chocolate, McConkey e
Saboraud, seguida de realizagao de laminas com posterior coloragao de Gram para observagao

ao microscopio otico.

No caso de a amostra ser unha, a analise micoldgica é feita em meio Saboraud e é
necessario esperar pelo menos 20 dias para conclusao de presenga ou auséncia de fungo. Se
houver crescimento, o aspeto da coldnia é valorizado e, em conjunto com a visualizagao ao

microscopio otico das estruturas flngicas, € feita a identificagao do fungo.

HEMATOLOGIA

A Hematologia é a ciéncia que se dedica ao estudo dos elementos do sangue

(eritrécitos, leucécitos, plaquetas e plasma), dos seus percursores e das patologias associadas.

Os eritrocitos sao as células mais abundantes do sangue, sendo necessarias para o

suprimento de oxigénio aos tecidos. O eritrocito transporta a hemoglobina, cuja fungao é o



transporte do oxigénio e do didoxido de carbono. Os leucocitos sao as células fundamentais
para a protecao do organismo contra infegoes, processos cancerigenos e qualquer outro
evento estranho ao organismo. As plaquetas participam ativamente na coagulagao, impedindo
hemorragias. O plasma, além de ser o meio de transporte destas células sanguineas, tem func¢ao
de transporte de inUmeros nutrientes e proteinas para os tecidos alvo, e a recolha de produtos

toxicos resultantes do metabolismo celular para posterior eliminagao.

O processo de formagao das células sanguineas designa-se hematopoiese. No adulto,
a hematopoiese ocorre principalmente na medula 6ssea, mas em situagoes de maior
necessidade hematologica ou mediante a presenca de determinadas patologias, outros érgaos
podem desempenhar esta fungao com grande relevancia clinica, como o figado e o bago, sendo

designado este processo por hematopoiese extramedular (2).

Na medula ossea, existem populagoes de células estaminais com capacidade para
autorrenovarem, proliferarem e diferenciarem em qualquer uma das linhagens celulares
sanguineas e imunitarias. Estas células estao envolvidas num microambiente importante para
a sua sobrevivéncia e diferenciagao, sendo constituido por células estromais (células estaminais
mesenquimais, adipocitos, fibroblastos, osteoblastos, células endoteliais e macrofagos), matriz

extracelular, fatores de transcrigao e de crescimento (2,3).

Consoante os fatores de crescimento a que as células estaminais hematopoiéticas estao
sujeitas, a sua diferenciacao segue linhagens diferentes. A Figura | é um esquema

representativo de toda a diferenciagio hematopoiética.
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Figura | - Hierarquia de diferenciagdo hematopoiética. A presenca de determinados estimulos especificos nas
células progenitoras condicionam a sua maturagdo em cada linhagem celular sanguinea e imunitdria.

(Retirado de: Kasper, D. L., Fauci, A. S., Hauser, S. L., Longo, D. L. |., Jameson, J. L., & Loscalzo, J. (2018) Harrison’s
Principles of Internal Medicine. 20th Editions. McGraw-Hill education).

As células estaminais podem seguir duas linhagens: a mieldide e a linféide. A linhagem
mieldide por sua vez da origem a linhagem eritroide, megacariocitica, granulocitica e

monocitica. A linhagem linfoide origina os linfocitos.

A eritropoiese é regulada pela eritropoetina e tem como objetivo a formagao de
eritrocitos. A megacariopoiese tem como objetivo a formagao de plaquetas e é regulada pela
trombopoietina. A linhagem granulocitica origina os diferentes granulocitos: neutrdfilos,
eosindfilos e basofilos. A linhagem monocitica é responsavel pela sintese de monocitos. A
linfopoiese origina os linfocitos B e T que sao maturados na medula 6ssea e no timo,
respetivamente. Todas estas linhagens apresentam um conjunto de estadios celulares bem
definidos que permite o estudo de todo o desenvolvimento celular. A visualizagio de um
esfregaco de medula ossea permite a observagao da sequéncia de desenvolvimentos destas
células, enquanto que o esfregaco de sangue periférico apresenta as células maduras. A
observagao de células imaturas no sangue periférico tem relevancia laboratorial, pois pode

indicar alguma condigao patologica sanguinea.



O tempo de vida das células sanguineas é limitado, sendo de 120 dias para os
eritrocitos, |10 dias para as plaquetas, algumas horas para os neutroéfilos e monocitos, alguns

dias para os eosindfilos e basofilos e algumas semanas a anos para os linfocitos (3).

A nivel laboratorial, a andlise mais realizada no LAC-Gaia é o hemograma,
complementado ou nao por observagao de um esfregaco sanguineo, seguido dos estudos de
coagulagao, velocidade de sedimentagao e tipagem sanguinea. A contagem de reticulocitos é
uma andlise pedida esporadicamente. A observagao de esfregacos da medula 6ssea nao é uma

analise realizada neste laboratorio.

a) Hemograma

O hemograma permite uma avaliagao qualitativa e quantitativa dos constituintes do
sangue. Além de ser fundamental nos exames de rotina, é o ponto de partida para a detegao
de inUmeras doengas do sistema hematopoiético, bem como do sistema imunoldgico e para a

monitorizagao destas situagoes clinicas.

O tubo de colheita usado para esta andlise é o tubo com anticoagulante EDTA que,
além de impedir a coagulagio por ser um quelante de Ca*, ajuda na preservacio das células

sanguineas (4).

Os parametros avaliados no hemograma sao a contagem das células sanguineas
(eritrocitos, leucocitos e plaquetas), hemoglobina, hematocrito, indices eritrocitarios e
leucograma. A explicacao de cada parametro avaliado encontra-se de seguida e o intervalo de

referéncia de cada parametro usado no LAC-Gaia encontra-se no Anexo |.

i. Eritrograma

Anadlise quantitativa e qualitativa da série vermelha do sangue. Tem particular interesse

para diagnéstico de anemias.

> Eritrocitos (RBC)

Corresponde ao nimero total de eritrécitos por unidade de volume de sangue total,
sendo expressa em nimero de células por litro ou microlitro de sangue (células/L ou

células/pL).

> Hemoglobina (Hb)

Corresponde a quantidade de hemoglobina por unidade de volume de sangue e é
expressa, normalmente, em gramas por decilitro (g/dl). Valores de hemoglobina inferiores ao

intervalo de referéncia indicam presenga de anemia.
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> Hematocrito (Ht)

O hematocrito corresponde a proporgao do volume da amostra de sangue que é

ocupado pelos globulos vermelhos e é expresso em percentagem (%).

> Volume Corpuscular Médio (VCM)

O volume corpuscular médio é uma medida do tamanho médio dos globulos
vermelhos, sendo expresso em fentolitros (fl). E um parametro importante para distinguir

anemias microciticas, hormociticas e macrociticas (5).

» Hemoglobina Corpuscular Média (HCM)

A hemoglobina corpuscular média representa o conteudo médio de hemoglobina
existente em cada eritrécito e é expressa em picogramas (pg). E também util na classificagao

de anemias, indicando presenca de hipocromia, normalmente associada a microcitose.

» CHCM (Concentracao de Hemoglobina Corpuscular Média)

Corresponde a concentragao média de hemoglobina por eritrocito e é expressa em

grama por decilitro (g/dl).

> RDW (Distribuicio do diametro dos eritrocitos)

E um indice de anisocitose eritrocitaria, fornecendo indicacao acerca da variacio de
tamanho dos glébulos vermelhos e é expresso em percentagem (%). E particularmente atil no

diagnostico diferencial entre anemias (5).

ii. Leucograma

» Leucocitos (WBQ)

Corresponde ao numero total de leucocitos por unidade de volume de sangue total,
sendo expressa em numero de células por litro ou microlitro de sangue (células/L ou
células/pL). A diminuicao ou aumento dos leucocitos pode ter varios significados, como

infe¢coes ou leucemias, respetivamente.

> Populacées de leucocitos

Contagem absoluta (células/L ou células/pL) e relativa (%) dos leucocitos totais, bem
como das diferentes células existentes na série branca: Neutrdfilos, Linfocitos, Monocitos,

Eosindfilos e Basofilos.



iii. Plaquetas

Corresponde ao numero total de plaquetas por unidade de volume de sangue total,
sendo expressa em numero de células por litro ou microlitro de sangue (células/L ou

células/pL).

O aparelho usado para a realizagao do hemograma no LAC-Gaia é o Sysmex XT-1800i.
Este analisador automatico hematolégico recorre a trés métodos de detecao diferentes:

citometria de fluxo, focagem hidrodinamica e SLS-Hemoglobina.

O método de detegao por citometria de fluxo é usado para a contagem e diferenciagao
dos leucocitos. Cada célula passa individualmente por um laser e a interagao das células com
a luz gera um sinal capturado por detetores. E esta dispersio da luz provocada pela presenca
da célula que se converte em impulsos elétricos e permite a conclusao a que tipo celular
pertence. A luz dispersada frontalmente (Forward Scatter) indica o nimero e tamanho celular
e a luz dispersada lateralmente (Side Scatter) da informagao sobre o contelddo celular. Ao
juntar estas duas informagoes, o aparelho consegue deduzir de que tipo de célula se trata. O
resultado é apresentado sobre a forma de um histograma em que os eixos dizem respeito ao
tamanho e complexidade celular e a distribuicao das células ocorre de acordo com estas

carateristicas.

O método de detegao por focagem hidrodinamica permite contar e determinar o
tamanho dos eritrocitos e plaquetas. As células sanguineas passam, uma apds a outra, pela
abertura de impedancia em foco hidrodinamico e geram pulsos elétricos que refletem o

volume celular.

O método de detecao da Hemoglobina é pelo Lauril Sulfato de Soédio (SLS-
Hemoglobina). Os eritrécitos sao sujeitos a lise celular para haver a libertagao da hemoglobina
que é alterada pelo grupo hidrofilico alquilo do Lauril Sulfato de Sédio, presente num reagente
da reagio. Esta interagdo induz a conversio do ferro ferroso (Fe’*) a ferro férrico (Fe’),
passando a molécula de hemoglobina a metahemoglobina. A metahemoglobina liga-se ao Lauril
Sulfato de Sédio transformando-se em SLS-Hb (molécula colorida) que é posteriormente

medida por espetrofotometria.

O controlo de qualidade interno é realizado todos os dias, variando entre os 3

controlos existentes: controlo normal, controlo patolégico baixo e controlo patolégico alto.



b) Esfregaco sanguineo

O esfregago sanguineo é um meio complementar

' de observacao de alteragoes hematoldgicas. E realizado
quando os valores do hemograma nao estao concordantes
= com os de referéncia ou quando solicitado pelo clinico.

Tem como objetivo a contagem e a identificagao de

anormalidades das células sanguineas.

O procedimento para a sua preparagao consiste na

extensao de uma gota de sangue obtida do tubo de
Figura 4 - Procedimento para preparagéo

de um esfregaco sanguineo. colheita com EDTA devidamente homogeneizado, de
(Retirado de: https://kasvi.com.br/esfregaco-de-
sangue-hematologial) forma a que uma fina camada de sangue se estenda sobre

a lamina que apos respetiva coloragao é analisada ao microscopio 6tico. Na Figura 2 esta

ilustrada a técnica para realizagao do esfregago sanguineo.

A coloracao realizada para observagao do esfregaco sanguineo é a Coloragao de
Wright. O corante Wright é uma mistura de corante acidico (eosina) e corante alcalino (azul
de metileno) que coram os componentes nucleares e citoplasmaticos das células, facilitando

assim a diferenciacao dos tipos celulares.

Apos secagem da coloragao, o esfregaco pode ser observado ao microscopio ético. A
observagao inicia-se na ampliagao 40x para avaliagao da qualidade do esfregaco, escolha de um
campo adequado a visualizagao, presenga ou auséncia de agregacao plaquetaria e eritrocitos
em rouleaux. O campo escolhido para observagao deve conter uma densidade celular média,
com os eritrocitos ligeiramente afastados e com auséncia da sua sobreposicao. Num esfregaco
bem preparado, a zona de visualizagao corresponde a zona intermédia (representada com o

numero 2 na Figura 3).

3 2 1
Figura 5 - Esfregaco sanguineo dividido em trés diferentes zonas com diferentes

densidades celulares. A zona 2 é a zona ideal para avaliagdo do esfregago.
(Retirado de: https://kasvi.com.brlesfregaco-de-sangue-hematologia/)

Com a ampliagao de 100x é realizada a contagem diferencial de leucocitos, contagem
de plaquetas e a observagao da morfologia das células sanguineas. A contagem diferencial é

feita contando 100 leucocitos e registando a que classe pertencem, convertendo seguidamente
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em percentagem. A observagao da morfologia permite interpretar diferentes alteragoes das
células que devem ser posteriormente reportadas. Na Figura 4 estio representadas diferentes

observagoes de esfregagos sanguineos realizadas no LAC-Gaia.

Figura 7 - Observagées redlizadas ao microscépio otico (100x) em esfregacos sanguineos no LAC-Gaia.
A- Eritrécitos normais; B- Fendmeno rouleaux (aglutinacdo dos eritrécitos em “pilha de moedas™; indica elevada
presenca de proteinas no plasma (5)); C- Hipocromia; D- Microcitose; E- Macrocitose; F- Anisocitose; G-Poiquilocitose;
H- Células em alvo (tipicas de défice de ferro, hepatopatia e hemoglobinopatia (3)); I- Equindcitos (tipicos de hepatopatia,
alcoolismo crénico, défice de piruvato cinase (8)); J- Célula em forma de lapis (tipicas de anemia ferropénica (5)); K-
Neutrdfilo; L- Neutréfilo em banda (fase de desenvolvimento celular anterior ao neutréfilo maduro; acompanha estados
de neutrofilia (75)); M- Neutrdfilo hipersegmentado (tipico de anemia megaloblastica, alcoolismo ou hepatopatia (5));
N- Linfécito; O- Linfécito atipico (tipico de infegoes virais (8)); P- Mondcito; Q- Eosinéfilo; R- Basofilo; S- Plaquetas.
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c) Contagem de reticulécitos

A contagem de reticulécitos € uma analise realizada quando requisitada pelo clinico e
consiste na observagao e contagem de reticulocitos que sao os percursores imediatos dos
eritrocitos maduros. Os valores normais de circulagao destas células no sangue periférico em
situagao fisiologica normal encontram-se entre 0,5-1,5%, representando este valor a
percentagem de reticuldcitos entre o total de eritrocitos no sangue periférico (6). Os
reticulocitos sao células anucleadas, de maior tamanho que os eritrocitos e apresentam no
seu citoplasma fragmentos de RNA ribossomal (3). O esfregaco para observacao de
reticulocitos é realizado com a mesma técnica que o esfregaco de sangue periférico
anteriormente explicado. A coloragao recorre ao uso do corante Azul Brilhante de Cresil, em

que os fragmentos de RNA adquirem a cor azul e permite assim a sua identificagao (Figura 5).

Figura 8 - Esfregaco para observagdo de
reticuldcitos (100x). A seta indica um reticuldcito.
(Foto registada no LAC-Gaia).

A contagem ¢é realizada ao microscopio otico e traduz-se pela contagem de 1000
eritrocitos e quantos deles sao reticulocitos. A percentagem de reticulocitos é obtida pela
razao do numero de reticulocitos encontrados sobre o nimero de eritrécitos contados a

multiplicar por 100.

O estudo dos reticulocitos fornece informagao sobre a eficiéncia da eritropoiese (5).
Constitui um importante fator no diagnostico, classificagio e monitorizagao das anemias. A
presenca de reticulocitos no sangue periférico é um sinal inequivoco de producao de
eritrocitos, sendo assim possivel através da sua avaliagido perceber se uma anemia é
hiperregenerativa ou hiporregenerativa. Em casos de anemia em que a contagem de
reticulécitos é >1,5%, significa que a eritropoiese esta a funcionar eficazmente e estamos
perante uma anemia hiperregenerativa, como sao exemplos a anemia hemolitica e
hemorragias. Em situagoes anémicas, sem resposta da medula 6ssea, a anemia é classificada

como hiporregenerativa e temos o caso das anemias ferropénicas e megaloblasticas.



Anemias

A anemia significa uma diminuigao da concentragao de Hb no sangue, em que o valor
se encontra abaixo do intervalo de referéncia. A Hb é uma molécula constituida por quatro
cadeias de globina, cada uma ligada covalentemente a um grupo heme. O grupo heme é

e . A . 2+ ’ A e .
composto por uma molécula inorganica (Fe™) e uma molécula organica (protoporfirina IX)
(3). Qualquer alteragao num destes constituintes vai comprometer a sintese de hemoglobina

e originar eritrocitos microciticos e hipocromicos.

A anemia pode ter causas etioldgicas diferentes, podendo ser originada por um défice
na eritropoiese, hemolise ou hemorragia (7). Na Tabela 3 é apresentada a classificacao

morfoldgica das anemias.

Tabela 3 - Classificagdo morfoldgica dos diferentes tipos de anemia (3).

Anemia

Microcitica
(VCM < 80fl)

Normocitica
(VCM = 80-97 fl)

Macrocitica
(VCM > 971l)

= Anemia ferropénica

= Anemia sideroblastica

= Talassémias

= Anemia da doenga cronica
®  Intoxicagao por chumbo

= Anemia da doenca croénica
= Anemia hemolitca
® Hemorragias

= Anemia megaloblastica:
- anemia por défice de
vitamina B12
- anemia por défice de
folato
- anemia perniciosa
= Anemia nao megaloblastica:

- hepatopatia
- alcoolismo

O estudo de um doente com anemia passa pela historia clinica, realizagio do
hemograma, esfregaco sanguineo e contagem de reticulécitos. Estas avaliagoes permitem a
realizacao de diagnosticos diferenciais entre anemias por defeito na sintese de Hb (anemias
microciticas) ou por defeito na maturagao nuclear (anemias macrociticas) e entre anemias por
defeito na produciao (anemia hiporregenerativa) ou por elevada destruicao/perda (anemia
hiperregenerativa). A execugao de estudos complementares, como determinagoes serologicas
ajudam na classificacao da anemia. Na Tabela 4 estd representado um esquema geral e
simplificado de cada tipo de anemia e os seus respetivos parametros de diagnostico. De notar
que as conclusdes apresentadas refletem condi¢oes laboratoriais perfeitas de cada tipo de
anemia. Na pratica, a historia clinica e a existéncia de diversas patologias associadas fazem com
que nem todos os requisitos sejam cumpridos na integra para a classificagdo de uma anemia

num dado grupo.
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Tabela 4 - Diagnéstico laboratorial dos diferentes tipos de anemia (3,8,9).

Anemia

Anemia
ferropénica

(Tipo de anemia
microcitica mais
prevalente; défice de
ferro).

Anemia
sideroblastica

(Defeito na sintese das
protoporfirinas que
constituem o grupo

heme).

Anemia da
doenca crénica

(Grau da anemia
associado a gravidade da
doenca subjacente).

Talassemias
(Diminuigao da sintese
das cadeias de globina).

Anemia

megaloblastica
(Por défice de vitamina
B12, folato ou por défice
do fator intrinseco que
tem como fungio
transportar a vitamina
B12 até ao intestino).

Exame

Hemograma

Esfregaco SP

Reticulocitos

Bioquimica

Hemograma

Esfregaco SP
Reticuldcitos
Esfregaco MO
Bioquimica

Hemograma

Esfregaco SP

Reticuldcitos

Bioquimica

Hemograma

Esfregaco SP
Reticuldcitos
Bioquimica

Eletroforese

Hemograma

Esfregaco SP

Reticulocitos

Bioquimica

Parametros

VCM, HCM e CHCM - 4

RDW - 4

Hipocromia, microcitose, anisocitose, poiquilocitose, células

em alvo e células

em forma de lapis

Hiporregenerativa

Ferro sérico, ferritina, saturacao de transferrina - 4,

TIBC - ¢

VCM, HCM e CHCM - 4

RDW - 4

Hipocromia, microcitose e anisocitose

Hiporregenerativa

Sideroblastos em

anel (>15%)

Ferro sérico e ferritina - P

Hb raramente <9 g/dL
VCM, HCM e CHCM -Nou |

Normocromia/
microcitose

ligeira hipocromia,

Hiporregenerativa
CRP, ferritina e hepcidina - P
Ferro sérico e TIBC - ¢,

RBC - N ou ligeiramente 4
VCM, HCM ECHCM - J

RDW - 4

normocitose/ligeira

Hipocromia, microcitose, células em alvo

Hiperregenerativa

Ferro sérico, ferritina e TIBC - N

Eletroforese da Hb (Hb H — alfa talasemia; Hb F — beta
talassemia major; >3,5% Hb A, — beta talassemia minor)

VCM - 4

Macrocitose,

anisocitose,

hipersegmentados

Hiporregenerativa

LDH e bilirrubina nao conjugada -

Vitamina B12 ou folato - 4,

Transaminases N

neutrofilos

macrociticos e
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Hemograma VCM - 4
Anemia

fLe ~ Esfregaco SP Macrocitose, anisocitose, neutrofilos macrociticos e
macrocitica nao .
. . hipersegmentados
megaloblastica

. . Reticuldcitos Hiporregenerativa
(Alcoolismo croénico,

doenga hepatica, entre  Bioquimica LDH e bilirrubina nao conjugada - P
outras causas). — - — :
Histéria clinica  Alcoolismo crénico ou Hepatopatia

. Esfregaco SP i ;
Anem'a f £ac¢ Normocromla, normocitose

hemolitica Em certas anemias hemoliticas: esferocitos, eliptocitos,

(Resultam de uma drepandcitos, fragmentos celulares, bite cells, autoaglutinagdo

destruicdo acentuada de  Reticuldcitos Hiperregenerativa
eritrocitos; exemplos:
ST A TG Bioquimica LDH, bilirrubina nao conjugada, urubilinogénio e
anemia por anomalias de estercobilinogénio -

membrana ou alteragoes

Haptoglobina - 4,

enzimaticas, entre

outras). Imunologia Teste de coombs positivo (se anemia autoimune)

Esfregaco SP — esfregago de sangue periférico; Esfregago MO — esfregaco de medula 6ssea; TIBC — capacidade
total de ligagao de ferro a transferrina; N — valor normal; - valor aumentado; ,— valor diminuido.

d) Provas de Coagulacdo

A hemostase é um processo biolégico complexo que regula o equilibrio das forgas pro-
coagulantes e anticoagulantes, de modo a preservar a fluidez do sangue quando os vasos
sanguineos estao intactos, ou a desencadear a formagao de um coagulo quando ha o seu

ferimento e assim evitar perda excessiva de sangue (10).

Este processo fisiologico apresenta trés etapas apés uma lesao vascular. Primeiramente
ha a hemostase primaria, em que ha formagao de um trombo plaquetar por meio da interagao
das plaquetas com o colagénio das células endoteliais do vaso sanguineo. Seguidamente da-se
a coagulagao com o envolvimento dos fatores de coagulagao e a formagao de um coagulo de
fibrina solivel. Por fim acontece a lise do coagulo, o qual se da o nome de fibrindlise (I1).
Existem trés componentes essenciais ao seu bom funcionamento, sao eles as plaquetas, as
células endoteliais e as proteinas plasmaticas (fatores de coagulagao, inibidores de coagulagao

e o sistema fibrinolitico) (3).

Quando o sistema hemostatico nao se encontra em equilibrio, pode acontecer um

fenomeno hemorragico ou trombético.

Hemostase primaria

A hemostase primaria é desencadeada pela lesao vascular e resulta de uma interagao

entre as células endoteliais, as plaquetas e as proteinas de adesao com o objetivo de formagao

22



de um trombo plaquetar. A lesao vascular liberta varios sinalizadores celulares, tais como o

tromboxano A2 e ADP, que além de serem vasoconstritores, estimulam a ativagao plaquetaria
3)-

O endotélio vascular tem um papel crucial na manutengao da hemostase, pois segrega
substancias pro-coagulantes e substancias anticoagulantes, apresentadas seguidamente na

Tabela 5, sendo facil concluir que a sua fungao é essencialmente anticoagulante (12).

Tabela 5 - Moléculas segregadas pelo endotélio vascular com importéncia na hemostase (12).

Moléculas segregadas pelo endotélio vascular com importancia na hemostase

Pro-coagulantes Anticoagulantes
o Fator tecidular (FT) o Prostaciclina
o Fator de von Willebrand (FYWV) o Oxido nitrico

o Antitrombina
o ProteinaC, S
o Ativador tecidual do plaminogénio (t-PA)

o inibidor da via do fator tecidual (TFPI)

As plaquetas sao estruturas exclusivamente pro-coagulantes e as glicoproteinas que
revestem a sua superficie sio de extrema importancia para a sua adesio e agregagao,
permitindo a formagao do tampao plaquetario. A glicoproteina Ib liga-se ao FvW que vai
permitir a ligagao da plaqueta ao colagénio e assim permitir a adesao das plaquetas ao endotélio
(13). As glicoproteinas IlIb e llla servem como recetores para a ligagao do fibrinogénio que vai
funcionar como uma ponte entre as plaquetas, para se dar a sua agregagao. Para além disto,
as plaqueta ativas ainda segregam mais tromboxano A2 e ADP, continuando assim a ativagao
plaquetaria e a vasoconstricao (13). Apds adesao e agregacao plaquetaria, os fosfolipidos
plaquetares ficam expostos e funcionam como ativadores da cascata de coagulagao pela via
intrinseca e estimulam a libertagao de prostaglandinas que atuam nos vasos continuando a
promover a sua vasoconstricao (3). Quanto ao fator de von Willebrand, além deste ser
produzido nas células endoteliais, também é segregado pelos megacariocitos e permite a
adesao das plaquetas ao colagénio do endotélio vascular. Este fator também transporta e

estabiliza o FXIIl na cascata de coagulagao (14).
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Coagulacao

A coagulagao é um mecanismo fisiolégico pelo qual diversos fatores de coagulagao sao
ativados em série com o objetivo final de formagao de um codgulo estavel de fibrina (4). A
maioria destes fatores de coagulagiao sao sintetizados no figado e alguns deles precisam da

vitamina K para serem ativados (protrombina, FVII, FIX e FX)(I5).

A literatura divide a cascata de coagulagao em duas vias, sendo elas a via intrinseca e a
via extrinseca, que culminam numa via comum final. A representagao esquematica da cascata

de coagulagao segue na Figura 6.

Contact Activator
Factor XlI Factor Xlla
Intrinsic /\ Ti F
APPT Factor XI Factor Xla issue Factor
Extrinsic
Factor IX Factor IXa Factor Vlla Factor VII PT
Factor Vllia, Ca?t
| Phospholipid, Ca?*
™ Factor X Factor Xa Factor X
Factor Va,
Phosphelipid, Ca%*
Common )
PT & APPT Prothrombin Thrombin
/\ TCT
Mﬁfﬁﬁg}_ iy B Fibrinogen Fibrin

Figura 9 - Cascata da Coagulagdo
(Retirado de: https://learnhaem.com/courses/coagulation/lessons/normal-haemostasis/topic/the-revised-coagulation-cascade/)

As duas vias acontecem simultaneamente, mas sao ativadas por diferentes elementos.
A via extrinseca ativa através do fator tecidual que € libertado apos a lesao vascular, e que se
liga posteriormente ao FVII. A via intrinseca pelos fosfolipidos plaquetares expostos durante
a ativacao plaquetar que ativam o FXI|. A cascata inicia-se pela via extrinseca, mas € a via
intrinseca que gera maior quantidade de trombina (3). A ag3o conjunta dos fatores de
coagulagao culmina na formagao de trombina e esta por sua vez converte o fibrinogénio em
fibrina. Esta fibrina infiltra-se no trombo plaquetar, transformando-o num tampao hemostatico
firme. Depois da formacgao da rede de fibrina, esta ainda sofre agao do FXIII que a estabiliza,

resultando assim no coagulo de fibrina (3).

A existéncia de substancias anticoagulantes é de elevada importancia, pois estas
permitem restringir a agao trombodtica ao local de lesao vascular, tais como a antitrombina,
proteina C e S e o TFPI (12). O fluxo sanguineo também funciona como um mecanismo

antitrombotico.
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Fibrindlise

A fibrindlise consiste na remogao do excesso de fibrina, de modo a nao comprometer
o fluxo sanguineo normal. O t-PA ativa o plasminogénio que se converte em plasmina e é esta
protease que digere as fibras de fibrina transformando-a em fragmentos soluveis (13). A

formacao da plasmina nos locais afetados também restringe a extensao do coagulo (3).

Alteracoes na Hemostase

Diversas patologias podem estar relacionadas com alteragdes no mecanismo de
hemostase, originando processos hemorragicos ou eventos tromboticos. Na Tabela 6 estao

enumeradas algumas das causas possiveis destas alteragoes hemostaticas.

Tabela 6 - Algumas causas possiveis que causam hemorragia e trombose (2,3).

Hemorragia Trombose

Anomalias vasculares
) , Trombose venosa
Trombocitopenia )
e . Tromboembolismo
Défice na fungao plaquetar ) L
i Anticoagulante Lupico

Coagulopatias

Hepatopatias
Défice de vitamina K

Hiperhomocisteinémia
Défice sistema fibrinolitico
. Défice anticoagulantes naturais
Coagulagao Vascular Disseminada g

) Sindrome antifosfolipidico
Anticoagulantes

Componente Laboratorial

A avaliagao laboratorial da hemostase no LAC-Gaia consiste no estudo das plaquetas

e nas provas de coagulagao.

A avaliagao plaquetar quantitativa é feita através do hemograma e a qualitativa aquando
a observagao do esfregaco de sangue periférico. Se o hemograma demonstrar
trombocitopenia, procede-se a uma observagao do esfregagco de sangue periférico para
confirmagao da morfologia plaquetar. Falsas trombocitopenias acontecem e sao causadas por
agregados plaquetares e satelitismo. Quando isto acontece, deve ser feita a colheita de sangue
em tubo com anticoagulante citrato, pois o anticoagulante EDTA favorece a agregacao

plaquetar (16,17).

Relativamente as provas de coagulagao, sao realizadas duas analises sendo elas o tempo
de protrombina (TP) e o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa). A anadlises destes

tempos tem particular interesse para medir a eficacia das vias de coagulagao e para monitorizar
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a terapéutica com anticoagulantes. A requisicao deste tipo de testes deve sempre ser
acompanhado de uma avaliagao clinica prévia e ter a no¢ao que alguns processos hemorragicos
e tromboticos poderao nao ter tradugao nestas provas. Uma série de andlises bioquimicas

também podem ser pedidas juntamente com estes testes, como o estudo da fungao hepatica.

A amostra biologica usada nas provas de coagulagao é o plasma, colhido num tubo com
citrato de sodio (1:9) e posteriormente centrifugado a 3200 rpm durante |5 minutos. O
citrato € um quelante de cdlcio reversivel que inativa a coagulagao. Aquando a realizagdo dos
testes de coagulagao é administrado calcio que permite o desenrolar da coagulagao e assim a

medicao do TP e TTPa.

O aparelho usado no LAC-Gaia para avaliagao da coagulagao é o STA-Satellite. Este
equipamento tem tecnologia de detegao mecanica, em que o movimento de uma bola de ago
na solugao é monitorizado por um sensor magnético. Durante a formagao do coagulo, os
filamentos de fibrina formados alteram o movimento da bola que é detetado pelo sensor. Uma
vantagem deste tipo de detegao € que a turvagao do plasma tem menor probabilidade de afetar
o resultado (18). O controlo deste equipamento é feito diariamente, recorrendo a um

controlo normal e outro patolégico.

» Tempo de Protrombina (TP)

O TP mede a atividade dos fatores VII, X, V, protrombina e fibrinogénio, avaliando
assim a eficacia da ativagao da cascata pela via extrinseca. O intervalo de referéncia usado no
laboratério é 13,5s +/- 1,8s e se estes forem ultrapassados consegue-se concluir que existe
uma deficiéncia congénita ou adquirida nestes fatores. As causas que mais originam aumento
deste tempo sao doencas hepaticas, défice nutricional ou problemas na absorgao de vitamina

K e tratamento com antagonistas da vitamina K (anticoagulantes orais usualmente prescritos)
3)-

A nivel pratico, no inicio da avaliagio do TP é adicionada ao plasma tromboplastina
tecidual liofilizada, que vai funcionar como fator tecidular e assim ativar o FVIlI e um solvente

com calcio que vai desencadear a ativagao da coagulagao sanguinea.

O resultado além de ser apresentado em segundos, é dado como uma Razao
Normalizada Internacional (INR). O INR é um sistema estabelecido pela Organizagao Mundial
de Saude para padronizar o resultado do TP em todo o mundo e é usado para controlo da
terapéutica com anticoagulantes orais (15). Os resultados do TP sao normalizados recorrendo

a um Indice Internacional de Sensibilidade (ISI). O ISI é determinado comparando cada lote de
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reagente com a tromboplastina padrao (19). Isto permite uniformizar os resultados do TP a
nivel global e assim possibilitar que os doentes possam realizar o controlo da terapéutica em
diferentes laboratorios, independentemente do reagente usado, nao ficando assim o ajuste

terapéutico comprometido. O INR é calculado pela férmula seguinte:

TP da amostra ) ISI

INR = ( (15)

TP de controlo

O valor de referéncia para individuos sem exposigao a terapéutica anticoagulante situa-
se entre 0,9-1,1, mas a principal razao para a realizagao desta prova é o controlo e
monitorizagao de doentes sujeitos a tratamento com anticoagulantes orais derivados
cumarinicos, sendo o mais utilizado a varfarina (20). Esta farmaco é um antagonista da vitamina
K e inibe os fatores vitamina K-dependentes, sendo prescrito para controlo da formagao de
coagulos sanguineos (20). Pacientes com fibrilagao auricular e sujeitos a esta terapéutica tém
de apresentar valores de INR entre 2-3 (21). Valores inferiores a 2 significam que o sangue
esta mais espesso e assim existe possibilidade de formagao de coagulos; valores superiores a
3 indica fluidez do sangue e pode acarretar hemorragias espontaneas. O valor de INR permite
o ajuste terapéutico da dose de varfarina a tomar e é ajustado a nivel individual. Este controlo
nao € simples, pois existem varios fatores que comprometem a dose necessaria de
anticoagulante, como fatores clinicos, dieta, medicagao concomitante e genética (4). Os ajustes
na dosagem sao efetuados progressivamente, sendo aumentada em casos de INR<2 e
diminuida quando o INR>3. Consoante o valor apresentado de INR, a frequéncia de anilise
pode variar, sendo mais curta em casos que se situem fora dos valores de referéncia e mais

longos em pessoas com resultado dentro dos valores de referéncia.

» Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa)

O TTPa mede a atividade dos fatores XlI, Xl, X, VIII, X, V, protrombina e fibrinogénio,
avaliando assim a eficacia da via intrinseca. O intervalo de referéncia utilizado no LAC-Gaia ¢
29,2s +/- 2,85 e se estes forem ultrapassados consegue-se concluir que existe uma deficiéncia

congénita ou adquirida nestes fatores.

A nivel pritico, no inicio da avaliagio da TTPa sao adicionados um substituto de

fosfolipidos plaquetares, a cefalina, um ativador do FXII e célcio.

Esta avaliagao € comumente usada para detegao da hemofilia A (défice FVIIl) e B (défice
FIX), monitorizagao da terapéutica com heparina e para pesquisa de anticorpo lupico (22). A
heparina é um anticoagulante que aumenta a atividade da antitrombina e o anticorpo lupico

tem como alvos antigénicos anticoagulantes naturais (2).
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e) Velocidade de Sedimentacdo

A velocidade de sedimentagao é uma analise nao especifica e pouco sensivel e pesquisa
um processo inflamatorio, associado a uma ou mais causas, como infegoes, doengas

autoimunes ou tumores (23).

Os eritrocitos exibem entre si forgas de repulsao, devido as suas cargas negativas e
por isso tém uma agregacao e deposigao lenta. Em contrapartida, em estados inflamatorios, a
sua agregacao e deposi¢cao acontece mais rapidamente, sendo este fendbmeno explicado pelo
aumento das proteinas positivas de fase aguda, como a CRP e a ferritina. Estas proteinas como
aumentam a carga positiva entre os glébulos vermelhos, alteram a constante elétrica, levando
a uma neutralizagao da carga negativa tipica da superficie dos eritrocitos (24). Um conjunto
de outros fatores também alteram a VS dos globulos vermelhos. No caso de anemia, gravidez
e com o aumento da idade, a VS tem tendéncia a aumentar e em situagoes de policitemia vera,
drepanocitose e esferocitose, a VS diminui (25). Problemas hepaticos também podem diminuir
a sedimentagao dos eritrocitos, devido ao comprometimento na sintese de proteinas de fase

aguda (25).

Atualmente, este teste tem sido cada vez menos requisitado, pois o doseamento da
CRP tem a mesma finalidade e embora inespecifico também, é muito mais sensivel (26). A VS
¢ atil para monitorizagao de condi¢oes inflamatorias croénicas, sendo principalmente utilizada
para o diagnostico e seguimento de doencas reumatologicas (24). Por outro lado, a CRP
carateriza melhor estados inflamatérios agudos (27). Assim, o uso destes dois marcadores de
inflamagao, juntamento com uma boa historia clinica podem ser usados para diagnéstico e

monitorizagao de processos inflamatorios.

No LAC-Gaia o aparelho que realiza esta analise é o Ves matic 30, que recorre ao
método de Westergren modificado. O aparelho tem um sensor digital que faz a leitura do nivel
de sedimentagao globular. A amostra utilizada é o sangue total colhido num tubo com
anticoagulante citrato de sodio (proporg¢ao 1:4). O controlo é realizado manualmente pelo
método de Westergren, num tubo de Hematocrito, que tem didmetro e altura definida, e
consiste na leitura do plasma livre de eritrécitos em mm apos |h da colocagao do sangue no
tubo. A diferenca entre o valor emitido pelo aparelho e o lido manualmente nao pode ter uma

diferenga maior que 20mm, para se poder validar a analise.
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f) Tipagem Sanguinea

A tipagem sanguinea consiste na determinagao do sistema ABO e Rh. Estes sistemas
sao baseados na caracterizagao antigénica da superficie dos gldbulos vermelhos e o seu estudo

tem elevado interesse para aplicagao nas transfusoes, transplantes e gravidez.

O sistema ABO baseia-se na presenca ou auséncia dos antigénios A e B, de forma isolada
ou simultanea, nos globulos vermelhos. A presenca ou auséncia de anticorpos anti-A e anti-B,
tem uma relagdo de reciprocidade inversa face aos antigénios. Este sistema tem 4 grupos

sanguineos possiveis, os quais estao representados na Figura 7.

Group A Group B Group AB Group O
Red blood
cell type
7 AP QPPN
bodi Az~ Nz BN
Antibodies S 7 S S
: N—- /AN /A /N\N—
in plasma //\/ I f;/ o A /\/ |
Anti-B Anti-A None Anti-A and Anti-B
Antigens in
red blood ?' ? ot
cell A antigen B antigen Aand B None
antigens

Figura 10 - Grupos sanguineos do sistema ABO.
i(Retirado de: https://commons.wikimedia.org/wlindex.php?curid=1088507)

Blood being tested
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Type AB (contains
agglutinogens
A and B)

RBCs

Type B (contains
agglutinogen B)

Type A (contains
agglutinogen A)
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Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.

Type O (contains
no agglutinogens)

Figura Il - Avdliagdo laboratorial do grupo sanguineo
(Retirado de:
https://www.apsubiology.org/lanatomy/2020/2020_Exa
m_Reviews/Exam_1/CH17_Blood_Typing.htm)

A determinagao do grupo sanguineo ¢ feita
manualmente numa lamina de vidro e a sua detegio
é feita por reagoes de aglutinagao. O teste consiste
na exposicao do sangue da amostra a reagentes com
o anticorpo anti-A e o anticorpo anti-B. Em caso de
aglutinagao com o anticorpo anti-A, significa que a
amostra testada é do grupo A, pois apresenta na
superficie dos gldbulos vermelhos o antigénio A.
No caso de aglutinagdo com o anticorpo anti-B, o
individuo tem grupo sanguineo B. Se nao houver
aglutinagdo com ambos os anticorpos, € uma
amostra do grupo 0 e no caso de aglutinar com os
dois anticorpos estamos perante um tipo de sangue
AB. Na Figura 8 estao apresentados os diferentes
resultados laboratoriais.

29



O sistema Rhesus (Rh) é definido pela presenga ou auséncia do antigénio D a superficie
dos eritrocitos. Os anticorpos anti-D nao existem naturalmente no sangue de uma pessoa,
sendo produzidos apenas por individuos Rh-, quando em contacto com sangue Rh+ (3). Esta
sensibilizagao prévia pode derivar de uma incorreta transfusao sanguinea ou de uma gravidez
de um feto Rh+. A doenca hemolitica do recém-nascido é uma situagao clinica responsavel
por uma mortalidade e morbilidade perinatal significativa e acontece pela sensibilizagao prévia
da gestante ao antigénio D (28). Isto pode acontecer em gravidas Rh-, em que tiveram uma
gravidez anterior de um feto Rh+ ou sujeitas a uma transfusao sanguinea com sangue Rh+, e
assim, desenvolveram anticorpos-anti D (detetado pelo teste de coombs indireto). Numa
segunda gravidez, se o feto for Rh+, os anticorpos anti-D irao atravessar a placenta e reagir
com os antigénios do feto, resultando numa anemia hemolitica severa (29). Por isso, durante
a gestagao, as mulheres tém de realizar os teste de tipagem sanguinea e o teste de coombs
indireto (30). Na Figura 9 esta representado esquematicamente o desenvolvimento da doenga

hemolitica do recém-nascido.

Atualmente, a profilaxia de gravidas Rh- passa pela administragao de Ig anti-D as 28
semanas de gravidez. Apos o parto, até as 72h, se o bebé for Rh+, administra-se novamente
uma certa quantidade de Ig anti-D (28). Esta terapéutica vai destruir os eritrocitos com o
antigénio D que passaram do bebé para a mae, evitando a resposta imune com

desenvolvimento de memoria imunolégica e assim problemas em gestac¢oes futuras (28).

How Rh hemolytic disease develops

Rh-positive during pregnancy at delivery months later later pregnancy
father
Bh- i Rh-negative Rh-positive baby's  invading Rh-positive|  Rh antibodies the Rh antibodies
regalve mother with blood cells blood cells cause remain in attack the baby's
motnes Rh-positive baby | enter mother's the production of maother's blood cells,
blaadstream Rh antibodies blaodstream causing Rh disease

i:igura 12 - Desenvolvimento da Doenga Hemolitica do Recém-Nascido.
(Retirado de: https:/lwww.apsubiology.org/anatomy/2020/2020_Exam_Reviews/Exam_1/CH|7_Blood_Typing.htm)

Quanto a analise laboratorial do fator Rh, esta consiste num teste de aglutinagao que
recorre a um reagente com o anticorpo anti-D. A interpretacao ¢é feita de igual modo que o
sistema ABO: nas situagdes em que ha aglutinagao, significa que na membrana do eritrocito
esta presente o antigénio D, logo é do tipo sanguineo Rh+ e quando nao ha aglutinagao, nao

tem o antigénio D, correspondendo assim ao tipo Rh-.
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II. Laboratoério de Analises Clinicas da Universidade de Coimbra

(setor COVID-19)

Il.1 - VIROLOGIA

A Virologia é a ciéncia que se dedica ao estudo dos virus, das suas interagoes com os

organismos vivos e das patologias associadas.

Os virus sao estruturas infeciosas de tamanho muito pequeno (entre 18 a 600 nm),
sendo parasitas intracelulares obrigatérios pois necessitam da maquinaria celular para a sua

replicagao, reproduzindo-se apenas a partir do seu material genético (31).

Os virus sao constituidos pelo acido nucleico (DNA ou RNA) e por uma capside
proteica que envolve o genoma. Ao conjunto do genoma com a capside designa-se
nucleocapside. Alguns virus ainda apresentam outra estrutura exterior a capside, o
envelope/invélucro, designando-se estas particulas por virus envelopados. Esta estrutura é
formada a partir de uma membrana celular da célula hospedeira, modificada pela introdugao
de proteinas codificadas pelo virus e remogao das proteinas tipicas dessa membrana (32). Os
virus envelopados sao mais sensiveis as condigdes ambientais do que os virus nus/nao
envelopados, pois a fragao lipidica e as glicoproteinas sao mais suscetiveis a pH acido, elevada
temperatura, detergentes, alcool e desidratagao (31). Os virus nus sao mais resistentes aos
agentes fisicos e quimicos, uma vez que a capside é uma estrutura mais resistente do que o
envelope viral (33). Quanto ao tipo de disseminagao ele difere entre os dois tipos de virus.
Os virus nus conseguem permanecer no ambiente longos periodos e a sua disseminagao

acontece mais facilmente, podendo ser transmitidos pela agua, pelos alimentos e por fomites
31).

Tanto as proteinas da capside como as do envelope, no caso dos virus nus e
envelopados, respetivamente, sao as responsaveis pela interagao do virus com os recetores
das células hospedeiras. Estas moléculas funcionam como VAP (proteinas de adsorgao viral) e

tém carater antigénico importante (31).

O meu estagio no Laboratorio de Andlises Clinicas da Universidade de Coimbra (setor
COVID-19) foi dedicado exclusivamente ao diagndstico do SARS-CoV-2, incidindo assim o

meu relatério no estudo deste virus.
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SARS-CoV-2

O surgimento e globalizagdo do SARS-CoV-2 trouxe uma necessidade urgente do seu
estudo, diagnostico e tratamento. Cientistas de todo o mundo juntaram-se com o objetivo de
conseguir perceber que virus ¢ este; qual a sua origem; qual o seu modo de transmissao; qual
o seu mecanismo de patogenicidade; qual o melhor método de detegao; qual o tratamento;
qual a profilaxia; como o evitar. A rapida distribuicao deste virus pelo globo, tornou a ciéncia
o foco de pressao mundial e foram pedidas respostas e certezas num muito curto espago de

tempo.

Segundo a OMS, a gestao da pandemia passa pela prevengao da infecao, detecao,

isolamento e monitorizagao de pessoas infetadas e tratamento de sintomas associados (34).

i. Introducio

O Severe Acute Syndrome Respiratory Coronavirus 2 € um virus que pertence a familia
Coronaviridae. A familia Coronaviridae divide-se em quatro géneros: alfa-coronavirus, beta-
coronavirus, gama-coronavirus e delta-coronavirus, pertencendo o SARS-CoV-2 ao género

beta-coronavirus (35).

Os coronavirus sao virus envelopados, esféricos, com nucleocdpside helicoidal, com
RNA de cadeia simples polaridade positiva ((+)ssRNA) e tém um didmetro de
aproximadamente 120nm (31,33). Cada particula viral contém quatro tipos de proteinas
estruturais principais: proteina transmembranar (M), proteina do envelope (E), espicula (S) e
proteina da nucleocapside (N) (36). O aspeto coroado apresentado pelo virus quando
visualizado por microscopia eletrénica é devido a presenga das glicoproteinas S (espiculas)

(Figura 10).

A proteina N é a proteina que forma a nucleocapside e tem como fungao ligar-se ao
genoma viral e participar na replicagio do RNA (37). A proteina M é que define a estrutura
do envelope viral e a proteina E participa na montagem das novas particulas virais e na sua
posterior libertagao (38). A proteina S é a proteina viral responsavel pela ligacao aos recetores
celulares, definindo assim o tropismo viral (33). Também permite a fusao e entrada do virus
na célula hospedeira e funciona como alvo antigénico do sistema imune (37). A representagao

esquematica da constituigao de um coronavirus esta presente na Figura | I.
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Figura 10 - Imagem de microscopia eletrénica
de coronavirus (33).
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Figura 11 - Esquema da constituicdo de um coronavirus (36).

Previamente ao surgimento do coronavirus SARS-CoV-2, esta familia tinha seis virus
capazes de causar doenga respiratoria em humanos (39). Quatro deles (HCoV-229E, HCoV-
OC43, HCoV-NL63 e HKUI) com baixa viruléncia capazes de causar infegao no trato
respiratério superior com raros casos de infecoes severas ocorridas em bebés, criangas e
pessoas idosas, e dois deles (SARS-CoV e MERS-CoV) capazes de infetar o trato respiratorio
inferior e causar doenga respiratoria severa (sindrome respiratoria aguda severa)
principalmente em pessoas imunocomprometidas (35,37). A origem dos coronavirus €
essencialmente animal, mas os surtos acontecem porque os virus adquirem a capacidade de

ultrapassar a barreira de espécie e infetam humanos.

O SARS-CoV (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus) emergiu na China em 2003
e foram reportados 8422 casos, dos quais 916 fatais (taxa de letalidade: 10,8%) em 29 paises
dos seis continentes (37). Os morcegos sao o reservatorio deste virus e a transmissao para
os humanos ocorreu num mercado de animais vivos (33,37). Acredita-se que o SARS-CoV
presente nos morcegos sofreu mutagoes no gene que codifica a proteina que reconhece e se
liga a célula hospedeira (Enzima conversora da angiotensina Il — ACE2), dando-lhe assim a

capacidade de infetar células humanas (33).

O surto do MERS-CoV (Middle East Respiratoty Syndrome Coronavirus) surgiu no Médio
Oriente em 2012 e foi responsavel por 2506 casos, com 862 mortes, possuindo uma taxa de
letalidade de 35%, tornando-o num dos mais devastadores virus humanos conhecidos (35,37).
A literatura evidencia o aparecimento do MERS-CoV na espécie humana através da
transmissao por dromedarios (40). Uma vantagem para o eficaz controlo sanitario deste surto
foi devido a fraca transmissao humano-humano (40). Foi a partir do surgimento destes dois

virus que a familia Coronaviridae foi considerada relevante clinicamente (33).
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ii. Epidemiologia do SARS-CoV-2

O aparecimento de pessoas infetadas com o novo coronavirus surgiu, pela primeira
vez, em Wuhan, na China, em dezembro de 2019 e a doenga despoletada pelo SARS-CoV-2
foi denominada Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) e é caraterizada por um sindrome

respiratorio agudo severo (41).

A origem do surto ainda nao esta esclarecida, mas parece estar relacionada com um
mercado de animais vivos em Wuhan, pois os primeiros casos de pneumonia aconteceram em
pessoas que frequentaram esse mercado (42). Através da sequenciagdo do genoma viral,
conclui-se que o reservatorio do virus sao os morcegos, mas acredita-se que a transmissao
para os humanos foi através de um hospedeiro intermediario, ainda nao totalmente definido

(43).

Rapidamente o virus se alastrou a todo o mundo, tendo sido decretada pandemia a | |
de margo de 2020 (41). Este novo coronavirus apesar de ter uma viruléncia e taxa de
mortalidade menor que o SARS-CoV, tornou-se numa pandemia muito mais severa, devido ao

elevado nivel de contagio (36).

As complicagdes clinicas provocadas por este virus sao, por norma, mais severas em
pessoas com mais de 65 anos e pessoas com outras patologias associadas, como hipertensao,

diabetes, doenca pulmonar obstrutiva cronica e doenga cardiovascular (44).

A 27 de outubro de 2020 pelas |15h1 1, a nivel mundial, o numero de casos reportados
encontrava-se nos 43 34| 451, casos fatais de | 157 509, tendo uma taxa de letalidade de
2,67%. Portugal apresentava 121 133 casos, dos quais 2 343 6bitos, sendo a taxa de letalidade

de 1,93% (45,46).

iii. Mecanismo de infecao do SARS-CoV-2

O genoma do SARS-CoV-2 partilha 79,5% de similaridade com o SARS-CoV, estando
a principal diferenga associada a glicoproteina S e explicando assim as diferengas
epidemiologicas e clinicas entre as doengas que provocam (36). O recetor celular deste virus
€ a enzima conversora da angiotensina Il (ACE2) (47). A localizagao da ACE2 explica o
tropismo viral, estando esta molécula mais presente no aparelho respiratério, mas também
em outros locais do organismo, como no intestino, rins, sistema nervoso central e coragao
(48,49). Além da existéncia deste recetor nas células, o virus também precisa de uma protease

celular para a sua clivagem e posterior entrada na célula (47).
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A eficiéncia de infegao do SARS-CoV-2 pode ser explicada pela maior afinidade para a
ACE2, pela menor exposi¢ao da proteina S a superficie do virus (e assim melhor capacidade
de escape ao sistema imune) e por fim, pela presenca de um local de clivagem furina que
diminui a necessidade de uma protease celular para a clivagem do virus e sua entrada na célula
(47). A furina é uma protease presente no organismo humano que realiza a clivagem necessaria
ao virus para conseguir entrar na célula hospedeira, mesmo antes da sua ligagao, levando a

que o processo ocorra mais facilmente (50).

Durante a replicagao deste virus é formada uma poliproteina diretamente da cadeia
(+)ssRNA onde estao presentes proteinas precoces e essenciais para a replicagao viral, como
a RNA polimerase RNA dependente (RdRp) (38). Os passos seguintes consistem na replicagao
do genoma e na produgao de proteinas estruturais para constituicao de novas particulas virais

(38).

iv. Manifestacoes clinicas do SARS-CoV-2

As principais manifestagoes clinicas da COVID-19 sao febre, tosse seca, dispneia, fadiga,
dores musculares e sintomas menos comuns incluem dor de garganta, rinorreia, expetoragao
e diarreia (43). Em estados graves da doenca, o desenvolvimento de pneumonia com
agravamento da capacidade respiratoria e disfuncao de multiplos 6rgaos pode mesmo culminar
num desfecho fatal (43). Os sintomas nao sendo muito especificos, principalmente no inicio
da doenca, fazem com que a transmissao pessoa-a-pessoa acontega rapidamente (35). Apesar
de toda esta possibilidade de sintomas, existem infe¢coes assintomaticas que, juntamente com
a falta de sintomas durante o periodo de incubagao da doencga, sao os principais fatores
responsaveis pelo descontrolo e velocidade da propagagao deste virus (43,51). O periodo de
incubagao do virus varia entre | a 14 dias, sendo a média de 3 a 7 dias (52). O periodo que

uma pessoa infetada, sendo sintomatica ou assintomatica, excreta o virus € em média de 20

dias (52).

A nivel laboratorial, uma série de marcadores inflamatorios estao aumentados, como
a CRP, ferritina, velocidade de sedimentagao e citocinas pro-inflamatorias e em casos mais
graves da doenga, pode observar-se linfopenia devido a compartimentagao dos linfocitos nos

locais afetados (51,53).
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v. Transmissao do SARS-CoV-2

O conhecimento da forma de transmissao deste virus foi desde cedo a principal

preocupagao, devido a urgente necessidade do controlo da disseminagao.

O virus além de detetado em produtos biologicos do trato respiratorio, também ja foi
detetado nas fezes, sangue e urina, mas formas de transmissao, como fecal-oral, vertical ou

sexual ainda estao em estudo (49).

A forma de transmissao do virus é maioritariamente por contacto direto pessoa-a-
pessoa, através de goticulas respiratorias e saliva, mas também ocorre por contacto com
superficies infetadas e por formagao de aerossois (51). Como ja referido anteriormente, a
excregao do virus por pessoas assintomaticas € um fator preponderante na rapida e
“silenciosa” disseminacao deste virus (52). Além disto, fatores que contribuem para a maior
transmissao deste virus sao a doenga prolongada e niveis baixos de anticorpos (47). A
transmissao em ambiente hospitalar tem sido, ainda, associada a formagao de aerossois
aquando a execugao de procedimentos médicos respiratorios, sendo este um importante

momento de contagio (49).

Dado o conhecimento atual, a melhor forma de evitar a transmissao, além de
permanecer em casa o maior tempo possivel, € respeitar as regras de seguracao definidas pelas
autoridades de saude, tais como: manter distancia de seguranga, nao reunir com pessoas fora
do nucleo familiar, uso de mascara, desinfecao de maos regularmente e evitar levar as maos
ao nariz e boca. Quanto as pessoas infetadas, o seu isolamento é obrigatério, sendo

sintomaticas ou assintomaticas.

vi. Métodos de diagndstico laboratorial

O método de detegao de referéncia do genoma viral é o qQRT-PCR (Real-Time Reverse
Transcription — Polymerase Chain Reaction), em que ha pesquisa de pelo menos dois genes
especificos do SARS-CoV-2 (54), sendo um método sensivel, especifico e rapido (53). Os genes
alvo que podem ser utilizados para a detec¢ao do virus sao o gene N (codifica a nucleoproteina),
o gene E (codifica a proteina E do involucro), o gene S (codifica a espicula) ou o gene RdRp

(codifica a RNA dependente RNA polimerase) (54).

Um caso de COVID-19 considera-se laboratorialmente confirmado, quando o
resultado do qRT-PCR ¢ positivo para pelo menos dois alvos distintos do genoma, dos quais

pelo menos um é especifico do novo coronavirus (54).
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A recuperagao da infegao é dada pela existéncia de um teste negativo, realizado apos

|4 dias de vigilancia sem qualquer sintoma (55).

Os testes indiretos, utilizados na pesquisa de anticorpos IgM e IgG anti-SARS-CoV-2
ndo estao recomendados para o diagndstico da COVID-19 e devem ser utilizados com
precaugao, uma vez que ainda nao é conhecida o tipo e duragao dos anticorpos formados
durante a infegao e nao é possivel inferir sobre a sua capacidade neutralizante e/ou capacidade
de induzir imunidade (54). A realizagao destes testes serve para estudos epidemiologicos

populacionais, de investigacao e para monitorizar a imunidade da populagao (56).

1.2 - CARACTERIZAGAO DO LABORATORIO

i. Consideracoes Gerais

O Laboratorio de Andlises Clinicas da Universidade de Coimbra (setor COVID-19)
resultou de uma adaptacdo do Laboratério de Analises Clinicas da FFUC face a situagao
pandémica na qual todos nos encontramos. O laboratorio preparou-se e equipou-se de forma
a dar resposta as exigéncias impostas pela circulagio do novo coronavirus. Em abril de 2020
o laboratorio comegou a prestar servico a comunidade, através da solidariedade de
voluntarios experientes na area, e assim assegurar a testagem da zona centro de Portugal.
Atualmente o laboratorio funciona por turnos de equipas de pessoas contratadas, os sete dias

da semana.

A direcao técnica do laboratoério é assegurada pela Professora Doutora Ana Miguel
Matos e pela Dra. Patricia Madaleno, que tém como principal fungao a chefia do laboratério e
a validacdo biopatolégica dos resultados. A nivel da pratica laboratorial, a
multidisciplinariedade dos colaboradores é evidente, tendo bidlogos e bioquimicos
investigadores, bem como técnicos superiores em Analises Clinicas. A parte burocratica do
laboratério e a disponibilizagao dos materiais laboratoriais sao asseguradas pelas assistentes

administrativas.

O horario de funcionamento laboratorial é de segunda a sabado das 8h as 00h e
domingo das |3h as 22h. As colheitas realizam-se durante as manhas ou tardes, sendo feitas

por enfermeiras ou técnicas de Analises Clinicas.
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ii. Organizacéo Laboratorial

O laboratério é dividido em zona de recegao, secretaria, antecamara para colocagao
de equipamento de protecao individual, antecamara da sala de inativagao, sala de inativagao,
area de extragao, sala de amplificagao, zona de validagao de resultados, sala com frigorificos

para armazenamento de amostras, espago administrativo, vestidrios e armazém de materiais.

As amostras que chegam todos os dias ao laboratoério tém proveniéncia de diversos
locais da zona Centro de Portugal, sendo eles o CHUC (Centro Hospital da Universidade de
Coimbra), IPO (Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra), Rovisco Pais (Centro de
Medicina de Reabilitacao da Regido Centro), Dao-Lafoes (Agrupamento de centros de saude
do Dao-Lafées), ARSC (Administragao de Saude Regional da Zona Centro) e Medicina Legal.
Outro tipo de amostragem com carater menos urgente € designado como “Genérico” que
abrange pessoas que sao testadas com finalidade de viagem para a Madeira ou Acores,
associagoes desportivas, federagoes portuguesas e pessoas a titulo particular. A média de

amostras diarias recebidas no laboratoério esta entre 400 a 500.

Os principais aparelhos usados neste laboratorio sao os extratores automaticos Abbott
m2000sp que efetuam a extragao de RNA e preparam a mistura para a realizagao do qRT-
PCR e os termocicladores Abbott m2000rt responsaveis pela amplificacao e detegao do RNA

viral.

As andlises seroldgicas sao realizadas no Laboratorio de Analises Clinicas da FFUC e o
aparelho utilizado é o imunoanalisador VIDAS (Vitek Immuno Diagnostic Assay System), da

Biomérieux.

iii. Gestdo Laboratorial

Os cuidados com a prevengao e controlo de infegao por SARS-CoV-2 neste tipo de
laboratério sao redobrados e extremamente necessarios. O lema pelo qual todos os
trabalhadores se regem, como deve ser qualquer lema num laboratoério de microbiologia, é:
nao ser contaminado e nao contaminar. Este laboratorio é um laboratorio de nivel de
biossegurancga 3 (BSL-3), o que permite trabalhar com microrganismos altamente patogénicos,
ou seja, que causam doenga grave ao ser humano e sao facilmente transmitidos de pessoa para
pessoa (57). As amostras com o virus ativo sao trabalhadas numa camara de fluxo laminar
classe Il, que permite o trabalho com amostras bioldgicas potencialmente perigosas,

assegurando a protegao necessaria do operador, do produto e do ambiente (58). O uso
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adequado de desinfetantes € um ponto importantissimo neste tipo de laboratério sendo o

etanol e a lixivia os produtos de eleigao (59).

Relativamente a secgdo da inativagio do virus, realizada numa sala com pressao
negativa, o uso de EPI (Equipamento de Protecao Individual) é essencial, consistindo num fato
de protecao integral, duas prote¢oes de calgado em cada pé, mascara FFP2, 6culos de
protecao, bata impermeavel e descartavel, touca e 2 pares de luvas. Este tipo de equipamento
tem uma sequéncia de colocagao especifica e € essencial para assegurar a protegao e seguranga

individual.

A gestao dos lixos é feita diariamente e o laboratoério tem residuos solidos dos 4 grupos
de residuos. Os lixos do Grupo | e |l sao residuos equiparados a urbanos (60) e por isso sao
descartados para os contentores normais. O lixo de Grupo |l sao residuos de risco biologico,
devido a sua potencial contaminagao (60) e por isso sao acondicionados em contentores
pretos com tampa amarela ou vermelha. O lixo de Grupo IV sao residuos especificos, como
os materiais cortantes (60), e por isso sao colocados em pequenos contentores amarelos com
tampa vermelha e com o simbolo de risco biologico bem evidente. Os residuos de Grupo ||
e IV sao recolhidos e transportados por uma empresa propria e seguem para incineragao (60).
No que diz respeito aos residuos liquidos perigosos, estes sao colocados em recipientes
proprios com a respetiva identificagao do produto quimico e do laboratoério e também sao
recolhidos e transportados por uma empresa especializada. O local de armazenamento dos

lixos situa-se numa area especifica e diferenciada do laboratoério.

1.3 - FASE PRE-ANALITICA

Em casos particulares e agendados previamente, as colheitas podem ser feitas no

laboratorio.

Para a dete¢ao do genoma viral, a colheita consiste na recolha do exsudado
nasofaringeo por zaragatoa nasal. A correta colheita, correto manuseamento e
acondicionamento sao varidveis muito importantes para a obtengao de uma amostra com
qualidade para um correto diagnodstico. O fluxo de trabalho apds chegada das amostras ao
laboratério é igual, independentemente do local de colheita (excetuando apenas amostras
vindas do CHUC, pois estas ja se encontram inativadas e seguem logo para extragao). As
amostras chegam agrupadas em potes, cada amostra vem num tubo devidamente identificado

e fechado, e os potes sao imediatamente desinfetados por etanol a 70%. Cada tubo contém o
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liquido onde a zaragatoa é colocada apds colheita que consiste em |,2ml de tiocianato de
guanidina num tampao Tris. O tiocianato de guanidina é um detergente caotropico utilizado
para isolamento de RNA, pois é desnaturante proteico e inibidor de RNAses (61). A vantagem
deste tipo de meio € um comego da inativagao viral aquando a colocagao do virus no meio de
transporte. O kit de colheita para a realizagao da colheita nasofaringea usado encontra-se na

Figura 12.

Specimen Collection Swab

Figura 13 - Kit de colheita (Zaragatoa + tubo
com meio de transporte).
(Foto registada no laboratério).

As amostras sao registadas no programa informatico Apollo e é-lhes atribuido um
numero de tubo pelo qual a amostra é identificada ao longo do seu percurso pelo laboratério.
Os tubos seguem para a antecamara da sala de inativagao, onde a pessoa responsavel por esta
zona tem como fungao a preparagao de tubos com o liquido de inativagao (750ul), enviando-
os para a camara de inativagao, juntamente com as amostras. Além disto, o técnico responsavel
pela antecamara da sala de inativacao tem fungao essencial de suporte aos técnicos que se

encontram na sala de inativagao, fazendo-lhes chegar qualquer material em falta.

Para a detegao dos anticorpos IgM e IgG anti-SARS-CoV-2 a amostra necessaria é o
soro, sendo por isso colhida uma amostra de sangue por pun¢ao venosa para um tubo sem

anticoagulante. As amostras sofrem centrifugacao e o soro segue para posterior analise.

1.4 - CONTROLO DA QUALIDADE

A necessidade de controlos neste tipo de laboratorio também é fundamental. Os
controlos permitem emitir resultados com confianga e neste tipo de diagndstico a sua
importancia ainda é acrescida. Um falso positivo pode condicionar a vida de uma pessoa e das
que lhe sao proximas. Um falso negativo pode comprometer a saide do doente e de todas as

pessoas do seu circulo de convivéncia. Para isso a realizagao de CQI e AEQ sao cruciais.
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A. Controlo de Qualidade Interno (CQI)

O controlo interno é fornecido pela empresa detentora dos equipamentos usados no
laboratorio para a realizagao do diagnodstico do genoma viral, a Abbott. O controlo interno é
uma sequéncia de um gene da abobora (Cucurbita pepo) em plasma humano negativo. Este gene
em nada esta relacionado com as sequéncias detetadas do SARS-CoV-2 e é adicionado aos
reagentes durante a sua preparagao para realizagao da extragao do RNA viral. Durante o qRT-
PCR, este gene é amplificado simultaneamente com os genes especificos do virus e assim
permite demonstrar que a anadlise ocorreu corretamente em cada amostra. Se nao houver
uma correta amplificagao deste gene, o resultado nao pode ser aceite e é necessario repetir a

analise dessa amostra.

Para os testes de detecao de IgM e IgG os controlos sao realizados de 28 em 28 dias,

recorrendo a um controlo positivo e negativo.

B. Avaliacio Externa da Qualidade (AEQ)

O programa de AEQ permite fazer uma avaliagao da exatidao dos resultados emitidos
pelo laboratorio. Os controlos sao enviados pela entidade externa LabQuality e tratados como
uma amostra comum, desde a sua inativagao até a interpretagao do resultado do RT-PCR em
tempo real. Apos isto, o resultado obtido é enviado ao LabQuality e passado algum tempo o
laboratério é notificado sobre o resultado esperado da amostra enviada. Com isto, o
laboratério pode conferir se o resultado que obteve é concordante e perceber se esta a emitir

resultados corretos.

Esta AEQ permite também comparar laboratérios diferentes que usam metodologias
diferentes e perceber qual sera a melhor técnica de diagndstico a usar para a pesquisa do
SARS-CoV-2. Atualmente esta averiguagao ainda esta sob estudo, explicada pela necessidade

recente de se diagnosticar este virus.

IL5 - FASE ANALITICA

a) Detecao do genoma viral

O sistema usado para o diagnostico do SARS-CoV-2 no Laboratério de Analises
Clinicas da Universidade de Coimbra (setor COVID-19) é o Abbott m2000 System que recorre

ao método de biologia molecular qRT-PCR para detegao qualitativa do acido nucleico do
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SARS-CoV-2 em amostras colhidas por zaragatoa nasofaringea. As amostras sao, inicialmente,
sujeitas a inativagao, seguida de extragao do genoma viral com posterior amplificagao por RT-
PCR em tempo real. Esta reagao de amplificagao e dete¢ao do acido nucleico é essencial para
o diagnoéstico do novo coronavirus, porque o RNA presente na amostra direta pode nao ser
suficiente para a sua detegcao. Apos saida de resultado, é feita uma validagao analitica pelo
técnico. Esta validagao entra em conta com o correto desempenho da técnica, avaliando as

curvas de amplificagao, eventuais falhas de controlo interno ou possiveis contaminagoes.
i. Inativacdo do virus

O processo de inativagao do virus é crucial para o seguimento da analise laboratorial,
pois permite a perda da infecciosidade viral e com isso garantir a seguranga no manuseamento

das amostras.

A inativagao viral ocorre numa sala com pressao negativa, para garantir que nada do
que esta dentro da sala consegue sair, sendo a camara de fluxo laminar o Unico local onde os
tubos com os exsudados nasofaringeos podem ser abertos. Os técnicos que realizam este
procedimento tém de estar equipados com o equipamento de protegao individual que foi
especificado na sec¢ao “Caraterizacao do Laboratorio — Gestao Laboratorial”. Apos entrada
dos técnicos na camara de inativagao, todas as superficies sao desinfetadas com alcool a 70%.
A camara de fluxo laminar também é desinfetada com alcool a 70%, assim como todo o

material necessario ao procedimento de inativagao.

A inativagao do virus baseia-se na passagem de 750 pl da amostra em meio de
transporte para os tubos com o liquido de inativagao, seguidos de uma correta
homogeneizagao no vortex e um periodo de incubagao de 10 minutos. O liquido de inativagao
tem composi¢ao semelhante ao meio de transporte, mas apresenta maior concentragao do
composto tiocianato de guanidina, para uma efetiva inativagao viral. A sua composi¢ao esta

referida no Anexo Il.

Durante todo este processo € essencial a presenga de uma gaze embebida em alcool a
70% para sucessivas passagens de alcool nas maos e superficies de tubos. Tudo o que sai da
camara tem de estar bem desinfetado. Apos este procedimento, as amostras inativadas podem

sair da sala de inativagao e seguem para extragao de RNA.

Apos inativagao de todas as amostras, a camara de fluxo laminar é desinfetada com
alcool a 70%, bem como o material presente no seu interior e as lampadas UV sao ligadas. As

superficies da sala sao novamente desinfetadas, juntamente com o chao. A parte exterior do
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EPI, nomeadamente touca, bata, segundo par de luvas e segundo par de protecao de calgado

sao descartados para o lixo de Grupo lll ainda dentro da sala de inativagao.
ii. Extracao do RNA viral

A extragao do genoma viral é feita pelo extrator automatico Abbott m2000sp. O uso
deste extrator tem como vantagem a eficiéncia, rapidez e facilidade de utilizagao. A extragao
incide sobre um conjunto de passos sequenciais com o objetivo final de extragao e

concentragao do RNA viral e remogao de potenciais inibidores da amplificagao das amostras.

O aparelho efetua andlise por conjuntos de amostras e antes de cada corrida é
necessario proceder a preparacao do extrator, montando e repondo todo o material
necessario. Os reagentes usados na extragao sao preparados antes de cada corrida, sendo eles

o Lysis, Wash |, Wash 2, Microparticulas e Elution buffer (Anexo ).

A existéncia de controlos é de elevada importancia, pois sao eles que permitem a
validagao da corrida. O controlo interno € adicionado aquando a preparagao da solugao de
lise e, como ja referido anteriormente, corresponde a um gene de abobora que vai estar
presente em cada amostra e assim permitir validar o seu resultado. O controlo negativo nao
contém os genes detetados do SARS-CoV-2 e é usado para controlo de contaminagao. O
controlo positivo contém os genes detetados do virus e serve para certificar que a presenga
do SARS-CoV-2 esta de facto a ser detetada. Além dos controlos, em cada corrida também
se coloca uma agua isenta de RNAses para aumentar o controlo de contaminagao. Todos
estes controlos sao processados exatamente da mesma forma que uma amostra, para fornecer
sustento a interpretagao e validagao da corrida. A composi¢ao dos controlos encontra-se no

Anexo |l.

O método de extragao consiste na lise do virus pelo tiocianato de guanidina que é um
constituinte do reagente Lysis. Apos a desintegracao viral o RNA fica exposto e liga-se as
microparticulas que sujeitas a um campo magnético capturam o RNA para o fundo do tubo
de extracao. Os inibidores e compostos nao especificos sao removidos pelas solu¢oes Wash.
Por fim, o RNA ¢ eluido das microparticulas pelo Elution buffer e transferido para uma placa

de 96 pocos.
iii. Preparacao para o qRT-PCR

A preparagao para a reagao de amplificagao consiste na mistura do RNA extraido com
os elementos essenciais a realizagao do qRT-PCR. O kit de reagentes de amplificacao (Anexo

Il) contém uma rTth polimerase, dNTPs, reagente de ativagao contendo manganeés, seis primers
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(quatro primers relativos aos genes alvos do virus e dois complementares ao gene do controlo
interno), trés sondas (duas sondas respetivas aos dois genes detetados do virus e uma sonda

para o gene do controlo interno) e uma molécula fluorescente (ROX).

A rTth polimerase é uma enzima termoestavel, derivada do Thermus thermofilus (62).
Apresenta atividade polimerase 5’ para 3’, além de funcionar como transcriptase reversa e
exonuclease 5’ para 3’, necessitando para isso do cofator manganés (62,63). Assim, esta enzima
permite o RT-PCR numa unica etapa, incluindo a transcrigao reversa e as etapas de extensao

do PCR.
iv. qRT-PCR

A amplificagao é realizada no termociclador Abbott m2000rt. Este método baseia-se na
detecao qualitativa de dois genes especificos e altamente conservados do SARS-CoV-2: o gene

RdRp e o gene N.

O gRT-PCR inicia-se pela agao de transcriptase reversa da rTth polimerase, em que
sintetiza uma cadeia complementar ao ssSRNA viral, o cDNA. Este cDNA através da atividade
polimerase 5 para 3’ da rTth polimerase passa a dsDNA e as etapas comuns do PCR
prosseguem. Os ciclos de amplificacao consistem em trés etapas, sendo elas a desnaturagao
das cadeias complementares, o emparelhamento dos primers com as sequéncias alvo e a
extensdao das cadeias complementares pela agao da atividade polimerase 5 para 3’ da rTth
polimerase. No fim de 37 ciclos, obtém-se uma amplificagio exponencial, resultando em

milhares de milhoes de cépias do DNA inicial.

O método de detegao dos genes recorre ao uso de sondas fluorescentes (sondas
TagMan) em que ha a emissao de fluorescéncia dependente da sua hidrolise e quando excitadas
por um comprimento de onda especifico. Estas sondas sao oligonucledtidos sintéticos
complementares a uma fragao interna do gene alvo e apresentam, ligados covalentemente, na
extremidade 5’ um fluoroforo e na extremidade 3’ um quencher. No caso da auséncia do gene
alvo, a sonda permanece intacta e a fluorescéncia emitida pelo fluoréforo é absorvida pelo
quencher. Quando os genes alvos estao presentes, a sonda hibridiza com a sequéncia
complementar. Na etapa de extensao do PCR, a rTth polimerase com atividade exonuclease
5’ para 3’ procede a hidrolise da sonda e com isso o fluoréforo e o quencher ficam separados
fisicamente. Este afastamento permite a emissao de fluorescéncia pelo fluoréforo e a sua

detecao por um espetrofluorémetro (33,64).
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As duas sondas complementares as sequéncias pesquisadas do novo coronavirus tém
o mesmo fluoréforo e a sonda que hibridiza com a sequéncia do controlo interno apresenta
um fluoroforo diferente. Isto permite uma detecao simultanea dos genes do virus e do gene

do controlo interno.
v. Validacao técnica

A validagao técnica é feita apos o término do qRT-PCR e baseia-se na interpretacao

das curvas da referéncia, dos controlos e das amostras.

As curvas obtidas dizem respeito a fluorescéncia detetada pelo termociclador. Como
sao usados trés fluoroforos diferentes, obtemos trés fluorescéncias distintas: (a) fluorescéncia
relativa as duas sondas complementares a genes do SARS-CoV-2; (b) fluorescéncia emitida
pela sonda relativa ao gene da abobora; (c) fluorescéncia intrinseca, sendo assegurada pela

molécula fluorescente usada como referéncia.

Antes de se proceder a interpretagao das curvas de amplificagao resultantes do qRT-
PCR é importante definir certos conceitos. Na Figura |3 estao evidenciados os dois
parametros fundamentais para interpretagio dos graficos resultantes do processo de
amplificagao: Threshold line (Th) e Cycle threshold (Ct). A Th que é uma linha que indica o nivel
basal a partir do qual se considera detegao de fluorescéncia e o Ct que corresponde ao niUmero
de ciclos necessarios para que o sinal de fluorescéncia cruze a Th e haja assim detecao de
fluorescéncia. Este valor pode indicar uma menor ou maior carga viral inicial. Quanto menor
o Ct, significa que foram necessirios menos ciclos de amplificagdo para a detegao de
fluorescéncia, logo, a carga viral inicial era maior. Alguns estudos apontam para que um Ct
menor possa estar associado a casos mais graves da COVID-19 (53). Esta conclusao pode nem
sempre corresponder a verdade, pois a colheita, a presenca de agentes inibitorios e a

efetividade da extragao podem influenciar este resultado.

Threshold

Fluorescence

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle number

Figura 14 - Par@metros de um grdfico simplificado de PCR em tempo real.
(Retirado de: https://toptipbio.com/ct-value-gpcri)
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Interpretacdo das curvas obtidas no fim do qRT-PCR:
» Referéncia

A curva de referéncia diz respeito a fluorescéncia intrinseca emitida pela molécula de
referéncia ROX. Esta molécula nao apresenta qualquer tipo de ligacao aos componentes da
reagao. A sua analise permite verificar se o aparelho esta calibrado e se a fluorescéncia esta a
ser detetada corretamente e de igual forma em todos os pogos. Esta curva nao ¢ influenciada
pela amostra, mas sim pelo correto funcionamento do aparelho e pela correta ou incorreta

adicao dos reagentes de amplificagao.

» Controlo interno

A curva do controlo interno é analisada em simultaineo com a curva das amostras, e
indica se houve ou nao uma correta amplificagao. A analise desta curva tem como fungao
assegurar a qualidade do produto biologico (presenga ou auséncia de inibidores) e de todo o
procedimento de diagndstico molecular (processo de extragao, adicao dos reagentes de
amplificagao e detegao de fluorescéncia). Se a curva do controlo interno estiver dentro do
esperado e nao houver falha do controlo interno, a curva da amostra deve se validada. Se
houver alguma falha no controlo interno (Imagem 15 e 16 — Anexo lll), a curva de amplificagao
da amostra nao pode ser validada, sendo necessario proceder a sua repeticao. A presenca de
inibidores na amostra pode ser detetada pela falha do controlo interno, dando assim a
seguranca do resultado obtido (62). Inibidores do PCR representam todos os compostos que
possam interferir com o método e, principalmente neste caso, sio exemplos o etanol e o
grupo heme da hemoglobina. O etanol precipita os acidos nucleicos e o grupo heme altera o
equilibrio ionico, interferindo assim com a atividade da polimerase e com a correta

hibridizagao dos primers e sondas (65).

» Controlo positivo e negativo

A curva do controlo positivo e negativo servem para a validagao da corrida. Se as
curvas obtidas destes controlos nao forem as esperadas, a corrida nao pode ser validada e é
necessario encontrar a fonte de erro. A curva do controlo positivo deve ter crescimento
exponencial, comprovando assim a detegao dos genes virais (Imagem 17 e 18 — Anexo lll). A
curva do controlo negativo nao deve apresentar qualquer tipo de crescimento, apresentando
a curva sempre abaixo da linha Th (Imagem 19 e 20 — Anexo lll). Através do estudo desta
curva de controlo é permitido desconfiar de resultados falsos positivos que podem acontecer

por uma amplificagao inespecifica ou por contaminagao. Devido a elevada sensibilidade deste
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método de biologia molecular, este procedimento € mais vulneravel a existéncia de
contaminagao (66). A contaminagao dos controlos e das amostras pode ocorrer a qualquer
momento da fase analitica, sendo para isso crucial cumprir todas as regras de desinfecao dos
locais de trabalho e equipamentos, e efetuar troca de luvas sempre que existir contacto com

as amostras.

Além destas curvas que servem como controlo, também se analisa a curva de
amplificagdo da dgua, que deve ter a mesma interpretagao da curva do controlo negativo

(Imagem 21 e 22 — Anexo llI).
» Amostras

A curva de amplificacdo da amostra é analisada juntamente com a curva do controlo
interno. Um resultado negativo apresenta o grafico sempre abaixo da Th (Imagem 23 e 24 —
Anexo lll). Um resultado é considerado positivo quando ha detegao de fluorescéncia na
amostra, representado por um crescimento da curva que ultrapassa a Th (Imagem 25 e 26 —
Anexo lll). Quando o Ct é maior que 31,5, nao é considerado um resultado positivo, mas a
sua interpretagao deve ser analisada, pois pode existir efetivamente carga viral. Se o
crescimento da curva for acentuado, podemos estar perante um caso de infecao recente ou
de infecdo quase recuperada. A decisao passa pela repeticio da analise da amostra. Se a
segunda andlise tiver o mesmo resultado, sugere-se nova colheita, pois se for um caso de
infecao recente, quando for colher novamente ja passaram alguns dias e a infegao ja estara
instalada. Se o caso for de infegao quase curada, a passagem de alguns dias pode fazer com que
a infecao cure verdadeiramente e o virus ja nao seja de todo detetado. Um resultado é dado
como inconclusivo quando existe uma amplificagao tardia (Ct > 31,5), falha do controlo interno
ou curva com padrao atipico. Este tipo de curva atipica (Imagem 27 e 28 — Anexo lll) pode
acontecer por presen¢a de inibidores, existéncia de contaminagao ou ligagao a algo

inespecifico.

A sensibilidade do qRT-PCR é um fator muito importante e, apesar do limite de
sensibilidade ser baixo, existem efetivamente valores de carga viral que podem nao ser
detetados. Neste caso estamos perante um falso negativo e isto pode acontecer em infe¢oes
iniciais ou em infegcoes quase recuperadas. Exemplos de outros fatores que podem originar
falsos negativos sao presenca de agentes inibitorios, ma qualidade da amostra e ineficacia da
extragao e do qRT-PCR. Relativamente aos falsos positivos, estes podem ser derivados de

situagoes de contaminagao ou de amplificagao inespecifica.
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b) Detecao serolégica

O estudo da presenca de anticorpos IgM e IgG para o SARS-CoV-2, em pessoas
infetadas ou com infegao passada provocada pelo novo coronavirus, tem sido uma area de
grande interesse e estudo porque o conhecimento do desenvolvimento de imunidade humoral

ou celular ainda é pouco conhecido.

Os testes seroldgicos, apesar de automatizados e rapidos, nao podem ser usados como
método de diagndstico, pois a resposta imunologica sé é detetada a partir da segunda semana
de infecao (56). Para além disto, nao existem evidéncias que permitam concluir sobre a
natureza e duragao dos anticorpos formados e se estes conferem imunidade de longa duragao

(56).

A amostra para a realizacdo deste teste é o soro e o equipamento utilizado no
laboratério para a pesquisa destes anticorpos é o imunoanalisador VIDAS que se baseia num
método imunoenzimatico tipo sandwich com detegao final por fluorescéncia (ELFA — Enzyme-
Linked Fluorescent Assay). No ensaio tipo sandwich, os anticorpos procurados ligam-se aos
antigénios imobilizados na matriz solida. A existéncia de um anticorpo secundario marcado
com um substrato enzimatico liga-se ao complexo antigénio-anticorpo anteriormente
formado. A adicao da enzima permite a alteragao do substrato enzimatico com emissao de
fluorescéncia detetada pelo aparelho. A intensidade da fluorescéncia é diretamente

proporcional a quantidade de anticorpo na amostra (64).

A Figura |4 mostra os diferentes resultados possiveis obtidos por diferentes métodos

de detegao de infegao pelo SARS-CoV-2 ao longo da evolugao da doenga.

Testes Resultados

?Rh;ép\éi;;a;u rRT-PCR) + + + * =

Antigénio - x} + + + i - 3}

Anticorpos IgM - - + b) +b) -

AnticorposIgG - - - +b) + Bl
Pré-sintomas Infegéo instala;da Infegdo passada

Evolugdo da COVID-19 (tempo decorrido)

\ 4

a) A sensibilidade diagndstica do teste € muito importante para evitar resultados falsos negativos
b) A especificidade diagnéstica do teste € muito importante para evitar resultados falsos positivos

Figura 15 - Métodos de detegcdo do SARS-CoV-2 ao longo da evolugdo da infegdo.
Tabela adaptada de (56).
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A detegao por biologia molecular é a que permite o diagnostico de infegao ativa e os
testes serologicos permitem a detegao de anticorpos que aparecem ja mais tarde durante a
infecao e podem perdurar apds a sua resolugao. A associagao da presenca de RNA viral com
IgM ou IgG pode indicar-nos se a infecao ativa € mais recente ou prolongada, respetivamente.
Os anticorpos nao servem para identificar uma fase recente de infecao porque a resposta
imunoldgica ainda se esta a formar, mas com o passar do tempo, titulos de IgM sao detetados

e mais tarde IgG.

Muitos estudos estio a ser feitos de modo a esclarecer a interagio do SARS-CoV-2
com o sistema imune, apesar de ainda incidirem num pequeno niimero de doentes. Tem sido
documentado que cada paciente pode apresentar uma cinética diferente de anticorpos (67),
existindo mesmo pessoas sem desenvolvimento de resposta humoral (68). A formagao de
anticorpos varia de acordo com os sintomas e severidade da doenga, sendo os casos de maior
gravidade clinica que apresentam maior titulo de anticorpos, mas esta existéncia de maior
quantidade de anticorpos nem sempre se correlacionam com melhoria clinica (68,69).
Comparando pacientes sintomaticos com IgM e sem IgM, os que desenvolvem anticorpos tém
um menor tempo de positividade do genoma viral no qRT-PCR, menor tempo de excrecao
do virus e apresentam um menor agravamento clinico (69). Quanto a resposta imunologica
celular, existem evidéncias que suportam o papel dos linfocitos T na meméria imunologica

apos recuperacao da COVID-19 (70).

Relativamente a eficacia da imunidade e a possibilidade de reinfegao, foi feito um estudo
animal que sugere que a recuperagao da COVID-19 pode conferir imunidade contra reinfegao,
pelo menos temporariamente (68). Ja foram documentados casos de pessoas que estiveram
infetadas, recuperaram e passado algum tempo voltaram a testar positivo para o RNA do
SARS-CoV-2 (71). A existéncia de uma reinfecdo parece pouco provavel, levando em
consideragao o que se sabe sobre a duragao de neutralizagao viral de outras doengas
respiratorias (72). Quem testa novamente positivo sao geralmente jovens com doenga ligeira,
nao apresentam progressao da doenga e nao sao infeciosos (72,73). Segundo alguns autores,
esta situagao pode dever-se a situagoes de reinfecao, da presenca latente do virus no corpo,
da presenca residual de RNA viral de virus ja fragmentados ou por um resultado falso negativo

aquando o resultado do teste que permitiu declarar a pessoa como recuperada (71,73,74).

Apesar disto, acredita-se que o estudo serologico sera importante no futuro, pois vai
permitir identificar pessoas que ja estiveram expostas ao virus, perceber se desenvolveram

resposta imunologica humoral e se esta perdura.
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1.6 - FASE POS-ANALITICA

A fase pos-analitica consiste na validagao biopatologica dos resultados por um
especialista em Andlises Clinicas. O especialista valida e assina o boletim de resultados que sai
para o utente, médico ou autoridades de salde, de acordo com a prescrigao inicial do teste.
Todos os resultados obtidos sao de notificagao obrigatéria ao Sistema Nacional de Vigilancia

Epidemioldgica (SINAVE).
vi. Validacdo biopatolégica

A validacao biopatolégica dos resultados obtidos por qRT-PCR ¢ realizada no Apollo e
consiste na validagao dos resultados com integragao de historial laboratorial e se possivel,
clinico. Os resultados possiveis sao “detetado” (ou positivo), “nao detetado” (ou negativo) ou
“inconclusivo”. Em casos positivos, o especialista tenta perceber se é um caso novo ou um
caso ja conhecido. Este estudo é importante pois permite a nogao do crescimento de novos
casos ou do tempo que uma pessoa permanece infetada. Um resultado positivo nao invalida
uma infegao bacteriana ou coinfecgao com outros virus. No caso de resultados negativos, nao
significa que o virus nao esteja presente, simplesmente pode nao ter sido detetado. Por isso,
estes resultados devem sempre ser interpretados juntamente com observagdes clinicas,
historia clinica e informagao epidemiologica. Nos casos de inconclusivo, o resultado é emitido

como inconclusivo e é sugerida nova colheita.

Relativamente a validagao dos testes serologicos, esta é feita como uma analise normal
num laboratorio de Andlises Clinicas, podendo ser interpretada com alguma informagao clinica

disponivel e/ou com algum resultado de outra analise requerida.
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CONCLUSAO

A realizagao deste estagio curricular no fim do ciclo de estudos do Mestrado em
Analises Clinicas, além de proporcionar competéncias praticas, permitiu conhecer a realidade
da gestao de um laboratério de Analises Clinicas e cimentar toda a importancia da componente

tedrica apreendida ao longo do |°ano. O saber fazer nao chega, o saber porqué é essencial.

Esta experiéncia laboratorial trouxe-me melhorias significativas, tanto a nivel
profissional, pessoal, bem como intelectual. O meu sentido de organizagao, responsabilidade

e trabalho em equipa foram extremamente fomentados.

A principal vantagem que vivenciei neste meu percurso de estagio foi o reforco da
nogao da interdisciplinaridade das Andlises Clinicas, juntamente com a importancia de um forte

espirito critico.

O principal problema que senti é a falta de comunicagao entre médico e laboratorio.
A auséncia de historia clinica e a dificuldade de didlogo com os clinicos, torna, algumas vezes,
a interpretagao dos resultados dubia e nao esclarecedora. Esta comunicagao sé seria benéfica

para ambos os lados, saindo o utente a ganhar.

A fase em que este estagio se realizou foi, com alguma certeza, o periodo mais atipico
que viverei. O surgimento do SARS-CoV-2 na China, como qualquer noticia longinqua, nao
nos traz a nogao da verdadeira gravidade. Comegou longe, mas rapidamente se emancipou
para perto e trouxe o medo, incerteza e principalmente, a responsabilidade social a vida de
cada um de n6s. Como que apanhados de surpresa por uma guerra invisivel, fomos trancados
em casa para o bem de todos. A pasta de saude publica foi entregue a cada um de nos. Foi-
nos dito que cada um podia ajudar nesta batalha. Ficando simplesmente em casa. Afastando-

se de quem ama, privando-se do toque, beijo e abrago. Tempo estranho este.

Com o confinamento social ao qual fomos impostos, o meu estagio foi interrompido e
cancelado. Passados quatro meses de confinamento e sem expetativas para o meu futuro
académico, surgiu a oportunidade de estagiar no Laboratério de Analises Clinicas da
Universidade de Coimbra (setor COVID-19). Como que uma grande janela se abrisse, aceitei
o desafio de poder estar na linha da frente em plena situacio de pandemia. Dotado de
aprendizagens, espirito de equipa e pessoas surpreendentes, o amor, orgulho e

reconhecimento pela minha futura profissao renasceu.

A licao que levo desta fase da minha vida é, nio muito diferente do que em que um

lema de vida se deve basear, que os contratempos surgem, que os desafios assustam, que as

51



incertezas corroem, mas que as oportunidades chegam. Dar e fazer o melhor de mim, ter
vontade de ir mais além e ter nogao de evolucao continua foram, sem duvida, os meus alicerces

para concluir este ciclo da minha vida.
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ANEXOS






ANEXO |

Tabela com os diferentes parimetros avaliados no hemograma e seus respetivos

intervalos de referéncia, para pessoas adultas, usados no LAC-Gaia.

M 4,31 - 6,40
F 3,85-5,20
M 13,6 - 18,0
F 11,5-16,0
M 39,8 - 52,0
F 34,7 - 46,0

M/F 80,0 - 97,0
M/F 26,0 - 34,0
M/F 32,0 - 36,0

M/F 11,5-15,0
- 140 - 440
M/F 4,0-10,0
ME 375 e0p
| e
ME 130
| e
ME 00 30
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ANEXO II
Composicao do liquido de inativacio:

v' 4,7 M de tiocianato de guanidina
v" | M Tris base
v' 10% Tween20 (detergente)

Composicao dos reagentes para extracao:

v Lysis - 100mM de solugdo Tris contendo tiocianato de guanidina e detergente (70mL)
+ etanol absoluto (35ml) + controlo interno (I,2ml)

v' Washl - 100mM de solugio Tris contendo tiocianato de guanidina e detergente
(46ml) + etanol absoluto (23ml)

v' Microparticulas - 8% de microparticulas em hidrocloreto de guanidina (13ml)

v Wash2 - dgua isenta de nucleases (25ml) + etanol absoluto (70ml)

v' Elution Buffer - 4gua isenta de nucleases (25 ml)

Composicao dos controlos:

v' Controlo interno — 0,01% de RNA encapsulado com o gene da abobora (Cucurbita
pepo) em plasma humano negativo (1,2ml)

v’ Controlo negativo - solu¢io tampio com 1,0% de sulfato de aménia e 7,9% de

detergente (1,3ml)

v' Controlo positivo - solugdo tampio com os genes especificos do SARS-CoV-2

inseridos num virus Sindbis recombinante e nao infecioso; 1,0% de sulfato de aménia e

7,9% de detergente (1,3ml)

Composicdo do kit de amplificagdo:

v' rTth polimerase — 2,9 a 3,5 unidades/uL em solugdo tampao (0,14ImL)

v' Oligonucleotideos sintéticos (6 primers e 3 sondas) + dNTPs + molécula

fluorescente numa solugao tampao (I,0mL)
v' Cloreto de manganés — 30mM (0,400mL)
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ANEXO 1l

Fotografias tiradas no Laboratério de Analises Clinicas da Universidade de Coimbra

(setor COVID-19):

Algumas consideragoes: linha azul — curva do controlo interno; curva vermelha — curva

da amostra.

Figura 16 - Falha do controlo interno (curva de amplificagdo fora da distribuigdo normal).
Procede-se a repeticdo da andlise da amostra.
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Figura l7 Falha do controlo interno - grdfico com escala logaritmica.
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Figura 18 - Controlo positivo.

Figura 19 - Controlo positivo - grdfico com escala logaritmica.



Figura 20 - Controlo negativo.

Figura 21 - Controlo negativo - grdfico com escala logaritmica.
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Figura 22 - Curva esperada da dgua.

Figura 23 - Curva esperada da dgua - grdfico com escala logaritmica.



Figura 24 - Resultado negativo.

Figura 25 - Resultado negativo - grdfico com escala logaritmica.
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Figura 26 - Resultado positivo com Ct=12,76.

Figura 27 - Resultado positivo com Ct=12,76 - grdfico com escala logaritmica.



Figura 28 - Resultado inconclusivo devido a curva com padrdo atipico.

Figura 29 - Resultado inconclusivo devido a curva com padrdo atipico - grdfico com escala
logaritmica.
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