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RESUMO

O presente relatorio de estagio descreve o trabalho realizado ao longo de 6 meses no
Laboratério de Andlises Clinicas do Centro de Saude Militar de Coimbra, no dambito do
Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra.

O principal objetivo do relatério prende-se com a descricao das atividades
desenvolvidas nos diferentes setores do laboratorio: Hematologia, Imunologia, Bioquimica e
Microbiologia. Para além disso, é também descrita toda a dinamica e processo laboratorial,
desde a fase pré-analitica, até a fase pos-analitica.

No presente relatorio, destacam-se as areas da Hematologia e da Imunologia, abordada
também no ponto de vista da Endocrinologia, as quais se encontram descritas de uma forma
mais detalhada e aprofundada. Os setores da Microbiologia e da Bioquimica sao também

abordados, embora de uma forma mais superficial e genérica.

ABSTRACT

The present report describes the work carried out over 6 months at the Laboratério
de Analises Clinicas do Centro de Saude Militar de Coimbra, in the ambit of the Master Degree
of Clinical Analysis in Faculty of Pharmacy in the University of Coimbra.

The main objective of this report is to describe the activities developed in the different
sectors of the laboratory: Hematology, Immunology, Biochemistry and Microbiology. In
addition, it is also described the entire laboratory dynamics and process, from the pre-
analytical phase to the post-analytical phase.

In this report, the areas of Hematology and Immunology (also addressed from the point
of view of Endocrinology) are highlighted, being described in a more detailed and depth way.
The Microbiology and Biochemistry sectors are described, however in a more superficial and

generic way.






1. INTRODUCAO

No ambito do Mestrado em Anadlises Clinicas, realiza-se um estagio com uma duragao
de 6 meses. O estagio permite a consolidagio de conhecimentos tedricos e praticos
laboratoriais adquiridos no decorrer do mestrado, mas também a aquisicio de novos
conhecimentos relativamente ao funcionamento de um laboratério de anilises clinicas. O
presente relatorio de estagio tem como objetivo descrever o trabalho realizado no
Laboratério de Analises Clinicas do Centro de Saude Militar de Coimbra, sob orientacao do
Dr. Maério Joao Roque, durante um periodo compreendido entre Dezembro de 2019 e Julho
de 2020, com uma interrupgao entre os meses de Margo e Maio.

O estagio revela-se extremamente importante, uma vez que permite um primeiro
contacto com a rotina laboratorial, para além de se demonstrar fundamental na aquisicao de
autonomia para a realizagdo do trabalho didrio no laboratério. Permite, também, uma
aprendizagem no que diz respeito ao manuseamento dos equipamentos € a sua manutengao,
mas também a todo o processo de calibragao, controlo de qualidade (tanto interno como
externo) e a validagao de resultados e interpretagao dos mesmos, o que fomenta o espirito
critico no decorrer estagio.

O relatoério descreve as atividades executadas no decorrer do estagio, de uma forma
clara e pormenorizada. E descrito todo o processo, desde a fase pré-analitica até a validagio
biopatoldgica dos resultados (fase pos-analitica), passando pelo controlo de qualidade (interno
e externo), funcionamento e metodologia dos equipamentos e pela fase analitica propriamente
dita. Na fase analitica, inserem-se as quatro valéncias fundamentais num laboratorio de analises
clinicas: Bioquimica, Hematologia, Imunologia e Microbiologia. Contudo, o presente relatorio
apresenta maior énfase nas areas da Hematologia e da Imunologia, sendo a Microbiologia e

Bioquimica abordadas de uma forma mais geral e sucinta.



2. CARACTERIZACAO DO LABORATORIO

2.1. Recursos Humanos

O Estagio foi realizado no Laboratério de Analises Clinicas do Centro de Saude Militar
de Coimbra, dirigido pelo Dr. Mario Joao Roque, Diretor Técnico e Farmacéutico especialista
em Andlises Clinicas pela Ordem dos Farmacéuticos, contando ainda com 5 Técnicos de

Analises Clinicas e Saude Publica e 2 Administrativas.

2.2. Espago Fisico

O laboratério, localizado na Rua Vandelli, ¢ composto por varios espagos funcionais:
recegao, sala de espera, sala de lavagens, area administrativa, gabinete destinado ao diretor
técnico, sala de colheitas e os setores de Imunologia/Bioquimica, Hematologia e Microbiologia.
Os Técnicos de Analises Clinicas trabalham com um sistema de rotatividade, alternando entre

as diferentes valéncias, ao longo do tempo.

2.3. Fluxo da Amostras

Diariamente, sao processadas cerca de 20 a 30 amostras, exceto nos dias em que ha
Aprontamentos, Tropas Especiais e amostras vindas do exterior, em que o nimero de

amostras aumenta significativamente, para cerca de 60 a 70.

2.4. Sistema Informatico

O programa informatico utilizado para todo o processo analitico, desde a passagem
dos dados do utente, registo das analises a realizar até a validagdo das mesmas, é o

SISLAB/GLINTT.

3. CONTROLO DE QUALIDADE

O controlo de qualidade é um processo que permite a monitorizagao da
reprodutibilidade e da exatidao dos resultados obtidos, recorrendo a amostras de controlo.
Os resultados obtidos apresentam um papel decisivo na segurancga e saude do doente, uma

vez que influencia as decisoes médicas (diagnodstico clinico, administragao de uma terapéutica),
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mas também na saude publica. Um controlo de qualidade adequado é fundamental para o bom
funcionamento do laboratério e para a obtengio de resultados fidedignos. '

Um controlo é uma amostra que apresenta uma composicao semelhante ao sangue e
que contém uma concentragao conhecida do analito de interesse. Os controlos podem ser
obtidos na forma liquida ou liofilizada. Dada a extrema importancia dos controlos, o
laboratério utiliza um controlo de qualidade interno e participa também em programas de
qualidade externo. '?

O controlo interno permite uma avaliagio da precisao dos resultados.
Laboratorialmente, existem trés niveis de controlo (niveis patoldgicos baixo, normal e
patoldgico alto), devendo ser usados pelo menos dois para cada um dos analitos. A frequéncia
com que se usa os controlos internos depende de equipamento para equipamento, podendo
ser diarios ou semanais. Os resultados do controlo interno de qualidade sao transpostos para
o grafico de Levey Jennings, permitindo uma representacao grafica de todos os valores do
controlo para um dado parametro. A interpretagao do grafico é baseada nas regras de
Westgard. Caso seja violada alguma das regras, o problema deve ser resolvido antes de se
processar alguma amostra. >

Por outro lado, o controlo externo de qualidade permite a avaliagao da exatidao dos
resultados obtidos. O controlo externo usado no laboratério € o RIQAS (Randox International
Quality Assessment), sendo realizado num intervalo de tempo estipulado pelo programa em
questao. Os resultados sao depois introduzidos no site indicado, permitindo uma comparagao

posterior dos resultados obtidos nos diferentes laboratorios.

4. FASE PRE-ANALITICA

A fase pré-analitica corresponde, habitualmente ao processo compreendido entre a
chegada do doente ao laboratério até ao processamento da respetiva amostra. E a fase em
que ocorrem mais erros laboratoriais, como erros na identificagao do doente, ma preparagao
do doente, escolha inapropriada do tubo, falha da inser¢ao do pedido no sistema informatico,
armazenamento incorreto da amostra, entre muitos outros.

Inicialmente, o utente dirige-se a recegao com a prescri¢cao médica das analises a serem
realizadas. O pessoal administrativo é responsavel pelo registo dos dados do utente e pela
passagem das respetivas analises para o programa informatico SISLAB. A cada utente é
atribuido um niimero de identificagao Unico que é impresso numa etiqueta contendo ainda um

codigo de barras, o nome do utente e a data da colheita. O codigo de barras € depois lido por

cada um dos equipamentos dos diferentes setores do laboratério. Posteriormente, na sala de
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colheitas, os Técnicos de Analises Clinicas sao os responsaveis pelas colheitas dos produtos
bioldgicos adequados, mas também pela rececao de amostras que sao colhidas pelo utente e
provenientes do exterior. Os técnicos dispoem de uma folha de colheitas, garantindo que o
sangue é colhido para o tubo adequado e de acordo com as andlises pedidas pelo médico
(Tabela I). Deve ser sempre tida em conta a ordem correta dos tubos a serem utilizados. Para
uma identificagdo mais facil, os tubos, apresentam tampas com cores diferentes de acordo
com o anticoagulante nele presente, o que permite saber de imediato para qual das valéncias

serao reencaminhados.

Tabela |-Caracteristicas dos tubos de colheita usados no laboratério.

Cor da tampa Anticoagulante Amostra Determinagoes

Amarelo

Sem anticoagulante )
Bioquimica e

- .
€\ /;\\\-" (possui um gel Soro
% Imunologia
Sq. separador)
Azul
) Provas de
Citrato de sodio Plasma y
coagulagao

Hemograma e

EDTA tripotassico Sangue total Hemoglobina
AC
¥ Velocidade de
Citrato de sodio Sangue total

sedimentagao

Os tubos e contentores sao etiquetados com as etiquetas previamente impressas na
recegao e sao enviados para a respetiva valéncia para serem processadas. Contudo, nem todas
as andlises sao realizadas no laboratério, sendo as amostras colhidas e enviadas

posteriormente para outro laboratorio, seguindo as regras disponibilizadas pelo mesmo.



5. FASE ANALITICA

A fase analitica corresponde ao processamento da amostra, desde a sua chegada ao
respetivo setor até a obtengao de um resultado. Nesta fase, a ocorréncia de erros é bastante
inferior, podendo dever-se sobretudo a resultados incorretos devido a interferentes ou erros
causados pelo analisador. A maioria dos setores apresentam um elevado grau de
automatizagao, o que reduz o volume de amostra necessario e a ocorréncia de erros, aumenta
a exatidio e a precisio e permite uma obtengao rapida dos resultados analiticos.'?

Em cada um dos setores existem diferentes equipamentos e autoanalisadores para a

realizagao das analises clinicas (Tabela 2).

Tabela 2- Equipamentos existentes no laboratoério, respetivas técnicas e testes realizados.
Setor da Microbiologia

Equipamento Técnica Teste
Uritest® 300 Espetofotometria Urina tipo I
Setor da Imunologia
Equipamento Técnica Teste
Marcadores virais
Hepatite A (Ac anti-HAV IgM, Ac
anti-HAV IgG)
Hepatite B (Ac anti-HBc total, Ac
anti-HBs, HBsAg)
Hepatite C (Ac anti-HCV total)
HIV (HIV Ag/Ac)

Quimioluminescéncia .
Architect®ci 8200 Marcadores bacterianos

com microparticulas
Sifilis (Ac anti-Treponema
pallidum)
Marcadores tumorais
Prostata (PSA total e PSA livre)
Marcadores tiroideus
TSH, Tilivre, Tstotal, Talivre,

Tstotal



Equipamento

CELL-DYN Ruby®

BD Vacutainer® Sedi 15™

Yumizen® g400

Equipamento

Architect®ci 8200

ADAMS A, C®HA-8160

Setor da Hematologia
Técnica Teste
. Hemograma completo e
MAPSS e impedancia
contagem de reticuldcitos
Westergren _
Velocidade de sedimentagao
modificado
Provas de coagulagao (PT, APTT,
Turbidimetria ]
fibrinogénio)
Setor da Bioquimica
Técnica Teste
Funcao renal (ureia, creatinina,
acido urico, microalbuminuria)
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6. HEMATOLOGIA

A hematologia € um ramo da medicina que se dedica ao estudo do sangue e dos seus
elementos formadores, incluindo, eritrocitos, leucocitos, plaquetas. E também, responsavel
pelo estudo do desenvolvimento de doengas relacionadas com o sangue, assim como pelas

suas possiveis causas, progndstico, tratamento e prevengio. '?

6.1. Equipamentos e Metodologia

6.1.1. CELL-DYN Ruby®

O CELL-DYN Ruby® é um autoanalisador de hematologia destinado a laboratérios
médios, com a capacidade de analisar aproximadamente 76 amostras por hora (sangue total
com KGEDTA). #°

Analisa 22 parametros diferentes, incluindo a contagem diferencial de 5 populagoes
diferentes de leucocitos: neutrdfilos, linfocitos, mondcitos, eosindfilos e basofilos. O
equipamento usa duas metodologias diferentes para a contagem dos elementos figurados do
sangue: a impedancia e a tecnologia MAPSS (multiple-angle polarized scatter separation). **

Os eritrocitos, leucocitos e plaquetas sao contados pela técnica da impedancia. As
células sanguineas sao fracos condutores elétricos. Na impedancia, as células passam através
de uma abertura, que contém dois elétrodos: um interno e outro externo. Na ranhura, é
aplicada e ocorre a passagem de corrente elétrica. O fluxo das células pela ranhura, tem a
capacidade de causar alteragdes na resisténcia elétrica, que sao medidas como pulsos de
tensao. A passagem das células faz com que haja um aumento da impedancia, sendo este
aumento proporcional ao volume de material condutor deslocado, ao volume da célula
sanguinea. Procede-se a contabilizagao dos pulsos para que se faga uma contagem e medigao
dos diferentes tipos de células. "

A contagem diferencial de leucécitos € feita com base na técnica MAPSS, recorrendo
a combinagao da medigao 4 angulos diferentes. Os diferentes angulos sao capazes de fornecer
diferentes informagoes: 0°-3° representa o tamanho da célula; 10° representa a complexidade
interna; 90° luz polarizada fornece informacao sobre a lobularidade; 90° despolarizada usada

para identificagio dos eosindfilos (Figura ). **



Figura |- Represenracio dos diferentes angulos usados para a contagem diferencial de leucocitos.
(Adaptado de https://www.corelaboratory.abbott/int/pt/offerings/brands/cell-dyn/cell-dyn-ruby)

6.1.2. BD Vacutainer® Sedi-15TM

O BD Vacutainer® Sedi-15™ é um equipamento automatizado para a determinagio da
velocidade de sedimentagao, a qual é obtida pelo método de Westergren modificado, em 27
minutos. Procede-se a colheita de sangue num tubo estreito e alongado contendo citrato de
sodio, o qual é posteriormente colocado no equipamento para que ocorra a deposicao dos

eritrocitos no fundo do mesmo.

6.1.3. Yumizen® g400

O Yumizen g400 é um equipamento semiautomatico de hemostase, faz a medi¢ao dos
tempos de coagulagdo a uma temperatura estavel, de aproximadamente 37°C. O
funcionamento do equipamento tem como principio de funcionamento a turbidimetria.

A turbidimetria € uma técnica analitica que mede a turbidez da amostra, isto é, faz a
medicio do decréscimo da intensidade da luz transmitida. E uma técnica usada para determinar
a luz dispersa, neste caso em concreto, mede a dispersao da luz a um comprimento de onda
640nm, causada pela formacio do codgulo. A medida que a coagulacio se processa, a dispersio
da luz ocorre gradualmente até que ocorre a coagulagao completa, culminando na formagao

do codgulo. '

6.2. Hematopoiese

A hematopoiese é o processo continuo de producao, diferenciacdo e maturagao de
células sanguineas. Nas primeiras semanas de gestacao do feto, a hematopoiese ocorre no
saco vitelino. Contudo, verifica-se que a partir das 6 semanas de gestagao do feto até aos 6 a
7 meses, a hematopoiese ocorre predominantemente no figado, bago e placenta. No final da

gestagao e na infancia, a medula ossea é o principal 6rgao hematopoético. Na fase adulta,



verifica-se que a hematopoiese ocorre no esqueleto central e nas extremidades do fémur e

do Umero. A medula d6ssea é um o6rgao linféide primario e o maior érgao hematopoiético,

responsavel pela libertagiao das células sanguineas para a circulagao sanguinea. *”®

A hematopoiese tem inicio com uma célula estaminal pluripotente, a qual tem a

capacidade de autorrenovagao e € a responsavel pela produgao continua e diaria das células

sanguineas das diferentes linhagens celulares. As células estaminais pluripotentes dao origem

a duas células progenitoras distintas: a célula progenitora da linha linféide e a célula progenitora

da linha mieloide. A célula progenitora da linha linféide da origem as células B e T, as células

natural killer (NK) e as células dendriticas, por sua vez, a célula progenitora da linha mieldide

da origem a 4 linhagens celulares diferentes: granulocitica, monocitica, eritréide e

megacariocitica (Figura 2). Na medula ossea verifica-se a existéncia de um microambiente

Unico que favorece a formagao das células sanguineas, uma vez que permite a ancoragem das

células estaminais hematopoiéticas, mas também dos fatores que controlam a sua proliferagao

e diferenciagao e maturagao, os fatores de crescimento hematopoiéticos e as citocinas.
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Figura 2- Esquema representativo da hematopoiese. (Adaptado de Keohane et al., 2016)



6.3. Hemograma

O hemograma é um procedimento basico de rotina realizado no setor hematologia,
que inclui a contagem de eritrocitos, leucocitos, plaquetas, concentragao de hemoglobina,
hematocrito e a contagem diferencial de leucocitos. Apesar de nao fazer parte do hemograma
propriamente dito, a contagem de reticulocitos também é realizada no autoanalisador do
laboratério. O hemograma é particularmente Util uma vez que fornece informagoes sobre o
estado de salde do doente, fazendo com que seja o parametro analitico frequentemente mais

solicitado pelo clinico. '8

6.3.1. Eritrograma

Os eritrocitos sao células sanguineas anucleadas, com uma forma bicéncava e o seu
interior € composto maioritariamente por uma proteina, a hemoglobina. Contudo, possuem
ainda outras proteinas e enzimas no seu interior. Sao células especializadas no transporte de
oxigénio dos pulmoes para os diversos tecidos, realizando o transporte reverso do dioxido
de carbono. No eritrograma sao avaliados diversos parametros relacionados com os
eritrocitos, tais como, a contagem de eritrocitos, concentragao de hemoglobina (Hb),
hematocrito (HCT), os 3 indices eritrocitarios, volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragao de hemoglobina corpuscular média
(CHCM). E também avaliada a distribuicio do tamanho dos eritrécitos (RDW), a morfologia

dos globulos vermelhos e a contagem de reticulécitos. 72

- Contagem de Eritrocitos

Os eritrocitos sao as células sanguineas mais abundantes no sangue, cerca de 700 vezes
mais numerosas do que os leucocitos e |7 vezes mais numerosos do que as plaquetas. A
contagem de eritrécitos, cujo resultado é expresso em numero de células por litro de sangue,
varia consoante o género, as mulheres apresentam valores significativamente mais baixos do
que os homens, 4,8 milhoes de eritrocitos por microlitro de sangue e 5,4 milhdes de
eritrocitos por microlitro, respetivamente. Verifica-se, que certas patologias alteram a
contagem de eritrocitos. No entanto, a contagem de eritrocitos € também influenciada,
fisiologicamente, pela idade, assim como pela pratica de exercicio fisico, pela altitude, sofrendo

ainda alteragdes ao longo do dia. 8’



- Concentra¢ao de Hemoglobina

A hemoglobina é uma proteina que ocupa cerca de 95% do citoplasma dos eritrocitos,
cuja principal fungao € o transporte de oxigénio para os tecidos. A sintese de hemoglobina é
um processo que comega na medula 6ssea, com a produgao dos eritrocitos, sendo que a
maioria € sintetizada no decorrer do processo de maturagao dos eritrocitos. A hemoglobina
€ constituida por 4 cadeias polipeptidicas, as globinas e por 4 grupos heme. As cadeias
polipeptidicas correspondem a porgao proteica da hemoglobina. O grupo heme consiste num
anel de protoporfirina IX (constituido por dtomos de carbono, hidrogénio e nitrogénio). **

No decorrer do desenvolvimento e crescimento do ser humano, podem ser
encontrados diferentes tipos de hemoglobinas fisiologicas, a hemoglobina F (HbF), a
hemoglobina A (HbA) e a hemoglobina A; (HbA;). A hemoglobina F, constituida por duas
cadeias alfa (o) e duas cadeias gama (), representa a hemoglobina fetal, predominante no feto
e no recém-nascido. Geralmente, encontra-se associada a uma eritropoiese hepatica. A HbF
¢é gradualmente substituida até que é atingido um valor normal nos adultos, aproximadamente
2%. Contudo, é normal que persista ligeiramente aumentada até aos 2 anos de idade. A
hemoglobina A (HbA), constituida por duas cadeias alfa (ot) e duas cadeias beta (), é a
hemoglobina predominante num individuo, representando cerca de 95% a 97% da hemoglobina
total. A hemoglobina A, (HbA:), constituida por duas cadeias alfa (o) e duas cadeias delta (9),
representa aproximadamente 2,5% do total de hemoglobina. As hemoglobinopatias resultam
de substituicao de aminoacidos ou diminui¢ao da produgao de uma das cadeias polipeptidicas.
3

A concentragao de hemoglobina é expressa em gramas por decilitro de sangue (g/dL),
sendo influenciada por diversos fatores, tais como idade, género, gravidez, altitude, doenga
associada. Os valores de referéncia variam de acordo com o género. A concentragao de
hemoglobina é particularmente util no diagnostico de anemia, a qual é caracterizada por uma
diminuicao da capacidade dos eritrocitos para transportar oxigénio. Considera-se anemia
quando se verifica um valor de concentragao de hemoglobina abaixo do valor de referéncia,
tendo em conta o género e a idade. Contudo, a anemia pode ser resultado de alguma
deficiéncia ou doenga subjacente, como doenga hepatica, alcoolismo, hipotiroidismo,

mielodisplasia. Logo, as possiveis causas da anemia devem ser investigadas de imediato. '*®



- Hematocrito (HCT)

O hematocrito € a razao entre o volume ocupado pelos eritrécitos e o volume de
sangue total. Geralmente, o seu valor é expresso em percentagem relativa do volume de
eritrocitos e € influenciado por fatores como a idade, género e altitude. O hematocrito deve
ser aproximadamente o triplo do resultado da concentragao de hemoglobina, assumindo que
os eritrocitos apresentam um tamanho e coloragao normais. Clinicamente, é um marcador
util no auxilio do diagndstico de anemia, policitémia, hemodiluigao e hemoconcentragao. Uma
vez que o hematocrito € influenciado pelo tamanho dos eritrocitos, nao deve ser usado
isoladamente no diagnostico de anemia, devendo sempre fazer-se acompanhar pela

concentragao de hemoglobina. '?#
- indices Eritrocitarios

Existem trés indices eritrocitarios: volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentragao de hemoglobina corpuscular média (CHCM). Estes
parametros sao calculados com base nos resultados anteriormente obtidos. Fornecem
informagoes relativamente ao tamanho, contelldo de hemoglobina e concentragao média de
hemoglobina do eritrécito. Os indices eritrocitarios sao usados para a classificagao dos

diferentes tipos de anemias.
Volume Corpuscular Médio

O volume corpuscular médio (VCM), que exprime o volume médio dos eritrocitos,

em fentolitros (fL), é calculado da seguinte forma:

VCM = Hematécrito (%) x 10
~ Contagem de glébulos vermelhos

O VCM apresenta um intervalo de referéncia entre os 80 fL e os 100 fL, indicando se
os eritrocitos apresentam um tamanho reduzido (microcitos se o VCM< 80 fL), normal ou
um tamanho superior (macrocitos se o VCM> 100 fL). Assim, o VCM permite uma

classificagio morfoldgica das anemias com base no tamanho dos eritrocitos. *®



As anemias microciticas resultam numa diminuicao da sintese de hemoglobina,
podendo estar associada a uma diminui¢ao da sintese do grupo heme, geralmente resultante
da deficiéncia de ferro (a causa mais comum da anemia microcitica), anemia das doencas
cronicas, pode também estar associada a uma diminuicao da sintese de protoporfirina, como
no caso da anemia sideroblastica. Alteragoes na sintese de globina, como é o caso da
talassémia, podem causar anemia microcitica (Figura 3). 2

Relativamente as anemias normociticas, os eritrocitos apresentam um tamanho normal
(VCM 80-100 fL). Contudo, deve proceder-se ao estudo morfologico da amostra, uma vez
que o VCM pode apresentar um resultado dentro dos valores de referéncia mas apresentar,
simultaneamente, populagoes de macrocitos e microcitos. No caso das anemias normociticas,
procede-se a contagem de reticuldcitos para determinar a causa de anemia. Nas anemias
hemoliticas, em que se verifica um aumento do numero de reticuldcitos, ocorre uma
destruicao prematura dos eritrocitos e o seu tempo de vida é encurtado. As anemias
hemoliticas podem ser o resultado de causas intrinsecas, como € o caso das hemoglobinopatias
e deficiéncias enzimaticas, mas também, de causas extrinsecas. Por outro lado, verifica-se uma
diminuicao do numero de reticulocitos nalguns casos, tais como: anemia aplasica, anemia da
doenga renal, infe¢oes e anemia das inflamagdes croénicas (Figura 3).

Por fim, as anemias macrociticas podem ser de dois tipos: megalobasticas e nao
megaloblasticas. As anemias megaloblasticas sao o resultado de uma sintese de DNA
deficiente, causada pela deficiéncia de vitamina B, ou de folato. As anemias nao megaloblasticas
apresentam um VCM aumentado, contudo, normalmente o seu valor nao ultrapassa os |15
fL. E uma anemia comum em doentes com doenca hepitica cronica ou em casos de alcoolismo

(Figura 3). 8



Classificagio da anemia com base no VCM

Anemia microcitica Anemia normocitica Anemia macrocitica
Deficiéncia de ferro Anemia hemolitica Anemia.naQ Anem'Ia
megaloblastica megaloblastica
Anemia das Anemia da doenca Anemia da doenca Deficiéncia de
doengas cronicas renal hepitica crénica vitamina B,
Anemia 5 g Deficiéncia de
sideroblastica Infecdo Alcoolismo folato
o Anemia das
Talassémia inflamagdes
cronicas

Figura 3- Classificacio das anemias de acordo com o indice eritrocitairio VCM. (Adaptado de Keohane

etal, 2016)
Hemoglobina Corpuscular Média

A hemoglobina corpuscular média (HCM), cujo resultado é expresso em picogramas
(pg), reflete o conteido médio de hemoglobina no eritrocito. Este indice eritrocitario deve
correlacionar-se com os outros, VCM e CHCM. Ao contrario destes dois indices
eritrocitarios, o HCM geralmente nao é tido em conta na classificacao dos diferentes tipos

anemias. "® E calculado da seguinte forma:

Concentracao de hemoglobina X 10
HCM =

Contagem de glébulos vermelhos

Concentracao de Hemoglobina Corpuscular Média

A concentragao de hemoglobina corpuscular média (CHCM) representa a
concentragao média de hemoglobina no eritrocito, sendo o seu valor expresso em gramas por
decilitro (g/dL). Apresenta um intervalo de referéncia que varia entre 32 g/dL e 36 g/dL, sendo

particularmente util na classificagdo das anemias como hipocrémicas, normocrémicas e

14



hipercréomicas, consoante o valor do CHCM se encontre abaixo (CHCM< 32 g/dL), dentro
(CHCM 32-36 g/dL) ou acima (CHCM> 36 g/dL) dos valores de referéncia, respetivamente. '

E calculado da seguinte forma:

Concentracao de hemoglobina
CHCM = — x 100
Hematocrito(%)

- Distribuicao do Tamanho dos Eritroécitos

A distribuicao do tamanho dos eritrécitos (RDW- Red Cell Distribution Width), indica o
grau de anisocitose, isto &, a variabilidade no tamanho dos eritrocitos. O resultado é expresso
em percentagem e calcula-se diretamente a partir do histograma. O seu valor apresenta
utilidade na classificagao das anemias, sendo o primeiro marcador a manifestar alteragoes nos
casos de anemias causadas por deficiéncias nutricionais, tais como nas anemias por deficiéncia
de ferro, vitamina B, e folato (RDVWV aumenta). Nos casos de hemoglobinopatias, verifica-se
um aumento do RDW de acordo com o grau de anemia que acompanha a doenga. Em certos
tipos de anemias, existe uma correlagao entre o indice eritrocitario VCM e o RDWV, contudo,

estas classificagdes nao sio absolutas, devendo ser realizados testes adicionais. '3#

- Contagem de Reticuldcitos

Os reticuldcitos sao eritrocitos imaturos, que apesar de nao possuirem nucleo, ainda
contém RNA. A sua contagem, normalmente expressa em percentagem, reflete a atividade
eritropoiética, isto &, indica a taxa de producgao de eritrocitos na medula 6ssea. Numa situagao
normal, quando se verifica um decréscimo no numero de eritrocitos, a medula ossea tem a
capacidade de produzir mais reticulocitos, de modo a que o organismo volte a homeostase.
1,3,9

O numero de reticulécitos pode encontrar-se alterado, podendo estar acima ou abaixo
dos valores de referéncia, reticulocitose e reticulopenia, respetivamente. Existem varias causas
que podem provocar um aumento do numero de reticuldcitos, tais como: anemia hemolitica;
perda de sangue; resposta a terapia em doentes com anemia por deficiéncias nutricionais;
administragao de eritropoietina. Por sua vez, a reticulopenia pode ser causada por: anemia
por deficiéncia de ferro, vitamina B, folato; anemia das doengas croénicas; leucemia aguda;

mielodisplasia. ¢



6.3.2. Leucograma

Os leucécitos sao células envolvidas na imunidade, quer ela seja inata ou adaptativa, na
fagocitose e na produgao de anticorpos. Estao, assim, envolvidos na prote¢ao do organismo
contra agentes infeciosos e doengas neoplasicas. Existem 5 populagoes de leucocitos
diferentes: neutrofilos, linfécitos, monocitos, eosindfilos e basoéfilos. Cada populagao de
leucocitos apresenta uma fungao Unica, podendo agir de forma independente, mas também
cooperar com outras células. *®* O leucograma permite uma avaliagdo da série leucocitaria

através da contagem total de leucdcitos e de uma contagem diferencial dos mesmos.

- Contagem Total de Leucdcitos

A contagem de leucocitos, expressa em nimero de células por litro de sangue, pode
ser usada para estudar a presenca de determinadas infegoes e seguir a progressao de algumas
doengas. Contudo, este parametro isoladamente tem pouco valor clinico, sendo necessaria a
realizagio de analises adicionais, como a contagem diferencial de leucocitos. '

A contagem total de leucocitos pode encontrar-se alterada por diversas razoes, varia
ao longo do dia, aumenta apos a realizagao de exercicio fisico intenso, em situagoes de stress
emocional e ansiedade. A leucopenia, contagem total de leucécitos abaixo dos valores de
referéncia, pode ocorrer devido a certas infegoes virais, como no caso de hepatite, mas
também em certos casos de malaria, artrite reumatoide, cirrose, anemia perniciosa. No que
diz respeito ao aumento do numero total de leucocitos, leucocitose, esta pode ser causada
por infecoes agudas, especialmente de origem bacteriana, apendicite, carcinomas, leucemias,

pode ser resultado de certos tipos de anemia ou pode surgir no decorrer da gravidez. '?

- Contagem Diferencial de Leucécitos

A contagem diferencial de leucocitos, permite a diferenciagio e contagem dos
leucocitos nas suas diferentes populagoes: neutrofilos, linfocitos, monodcitos, eosindfilos,
basdfilos. Expressa-se tanto em valores relativos de percentagem como em valores absolutos,

em numero de leucécitos por litro. 8

6.3.3. Plaquetograma

As plaquetas sao fragmentos celulares com origem nos megacaridcitos, nao possuem

nucleo e sao extremamente pequenas. Apresentam uma fungao fundamental na manutengao
6



e reparacao dos vasos sanguineos, na manutengao do mecanismo hemostatico. O
plaquetograma permite a avaliagao da série plaquetar, através da contagem total de plaquetas

e do volume plaquetar médio. ®

- Contagem total de plaquetas

A contagem total de plaquetas (PLT), expressa em numero de células por litro de
sangue, apresenta valores ligeiramente mais elevados nas mulheres do que nos homens,
verificando-se uma ligeira redugao do numero total de plaquetas para ambos os sexos a partir
dos 65 anos. ®

O numero total de plaquetas pode encontrar-se abaixo ou acima dos valores de
referéncia, trombopenia e trombocitose, respetivamente. A trombocitopenia pode ser
causada por uma falha na producao de plaquetas, a qual esta muitas vezes associada a uma
falha na producao de células na medula 6ssea, que pode ser causada por certas doengas
infeciosas, determinado tipo de anemias (anemia perniciosa, anemia aplasica, anemia
megaloblastica), mieloma multiplo, leucemias agudas. A trombocitopenia pode também
resultar de um aumento da destruicao de plaquetas, sendo normalmente de origem autoimune.
Um aumento do numero de plaquetas, trombocitose, pode ser o resultado de uma
intervencao cirdrgica, febre reumatica, asfixia. '’

Em determinadas situagoes, a contagem de plaquetas pode encontrar-se falsamente
diminuida, pseudotrombocitopenia, devido a formagao de coagulos ou a formagao de
agregados plaquetares. Deste modo, deve ter-se especial atengao a baixa contagem de

plaquetas. *

- Volume Plaquetar Médio

O volume plaquetar médio (VPM), expresso em fenolitros (fL), indica o volume médio
das plaquetas na amostra. Em individuos saudaveis, verifica-se a existéncia de uma relagao de
proporcionalidade inversa entre o numero total de plaquetas e o seu tamanho, enquanto o
volume aumenta, a contagem total de plaquetas diminui. Assim, o VPM nao deve ser
considerado isoladamente, mas tendo sempre em conta a contagem total de plaquetas. *

O VPM pode encontrar-se alterado, apresentando valores abaixo ou acima dos valores
de referéncia. Niveis mais baixos de VPM estao muitas vezes associados a certos tipos de
anemia (anemia aplasica, anemia megaloblastica), bem como a quimioterapia. Por sua vez, niveis

mais elevados de VPM ocorrem em situagoes em que ocorre uma destruicao das plaquetas,

|17



sendo o aumento do VPM proporcional a severidade da trombocitopenia. Um aumento nos
niveis de VPM ocorre também em doengas mieloproliferativas, talassémia, trombocitopenia

idiopatica.

6.4. Estudo Morfolégico

O estudo morfoldgico, fornece informagoes complementares ao hemograma e Uteis
sobre o estado de saude de um individuo. Permite que sejam analisados os elementos figurados
do sangue, incluindo uma avaliagao morfoldgicos das 3 linhas celulares, uma contagem relativa
de leucocitos e plaquetas e uma contagem diferencial de leucocitos, o que auxilia no
diagnostico de determinadas patologias. Esta andlise permite uma comparagao dos resultados
do hemograma obtidos no autoanalisador. ®

O esfregagco de sangue periférico sé é realizado quando tal se justifica, dependendo de

determinados critérios (Tabela 3), bem como do historico do doente.

Tabela 3- Critérios para elaboracdao de um esfregaco sanguineo adotado no LACCSMC.
@ Concentragao de hemoglobina <11,0 g/dL ou >15,0 g/dL
J Concentragao de hemoglobina <12,0 g/dL ou >17,0 g/dL
RDW=15,0%CV
PLT <150x103/ uL ou >500x 1003/ pL sem historico
Contagem total de leucécitos <3,0x10°/ L ou >12,0x10%/ L
Mondcitos >15,0 %
Basofilos >3,0 %
Eosinofilos >15,0 %
Qualquer inversao de férmula com contagem de leucocitos >8,0x10°/ L ou Linfocitos >50%
Inversoes de formula com diferenca de 10% Linfocitos >Neutrofilos
VCM <75 fL ou >105 fL

CHCM >37,0 g/dL



6.4.1. Avaliagao Morfologica da Série Eritrocitaria

Os eritrocitos sao células anucleadas e que apresentam uma forma biconcava. Por
vezes, no esfregago de sangue periférico, é passivel de se observarem algumas alteragoes no
seu tamanho, cor e forma, para além disso, pode também verificar-se a presenga de inclusoes
eritrocitarias e alteragoes na distribuicao dos eritrocitos, todas estas alteragoes sao descritas

~ 3 ’
no decorrer desta secgao. ° Na figura 4, encontra-se representado um esfregaco sanguineo de
um individuo saudavel, em que os eritrocitos apresentam um tamanho e coloragao normais,

$320 NOrmMocromicos € normociticos.
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Figura 4- Esfregaco sanguineo de um individuo saudavel, os eritrocitos apresentam um tamanho e
coloracdo normais. (Adaptado de Bain, 2015)

- Tamanho

O eritrocito apresenta um diametro médio de aproximadamente 7,2 pm, contudo
pode variar entre os 6,2 um e os 8,2 um. Um eritrécito com o tamanho normal (didmetro
compreendido entre 6,2 um e 8,2 um) designa-se de normocito. Alteragoes no tamanho dos
eritrocitos designa-se de anisocitose, no entanto este termo nao indica o tipo de variagao
presente no tamanho do eritroécito, nao sendo especifico. O grau de anisocitose é refletido
pela Distribuicao do Tamanho dos Eritréocitos (RDW). Os eritrocitos que apresentam um
tamanho superior ao normal (superior a 8,2 um) designam-se de macrocitos, sendo que no
caso de se verificar um aumento do diametro da maioria dos eritrocitos, consequentemente
o valor do VCM encontrar-se-a aumentado. Por sua vez, eritrocitos com um tamanho inferior
ao normalmente observado (inferior a 6,2 um) sao denominados de microcitos, podendo

também ocorrer uma alteragao generalizada no tamanho dos eritrocitos e uma redugao do

valor do VCM (Tabela 4). '**



Tabela 4- Alteracdes no tamanho dos eritrdcitos.

Doencas / condicées

Alteracao no tamanho Diametro
associadas
Microcitose
Anemia por deficiéncia de
ferro;
Inferior a 6,2 um Anemia das doencas cronicas;
J A Anemia sideroblastica;

Certas hemoglobinopatias. *®

Macrocitose Anemia por deficiéncia de

vitamina B, / folato;
Anemia megaloblastica;
. Superior a 8,2 um ) ) o
a Sindrome mielodisplasica;
Doenca hepatica cronica;

Falha na medula 6ssea. *®

- Cor

Geralmente, o eritrocito apresenta uma coloragao rosa avermelhada e o centro da
célula ligeiramente mais descorado, o qual, normalmente, nao excede um tergo do diametro
do eritrocito, sendo designados de normocromicos. A cor do eritrocito reflete o conteddo
da célula em hemoglobina. Alteragoes na coloragao dos eritrécitos designa-se de anisocromia,
sendo este um termo nao ¢ especifico. *

Os eritrocitos com uma zona central que excede um tergo do diametro da célula ou
com uma coloragao mais palida sao designados de hipocrémicos. A hipocromia pode estar
associada a duas diferentes causas: diminuicado da concentragao de hemoglobina ou uma
alteragao na espessura dos eritrocitos. Clinicamente, a hipocromia esta associada a anemia
por deficiéncia de ferro, embora possa ser causada por diferentes patologias. Uma hipocromia
severa pode resultar numa reducao do indice eritrocitario CHCM. Por sua vez, os globulos
vermelhos com uma coloragao forte e sem palidez central denominam-se hipercrémicos. A
hipercromia esta associada a macrécitos e a eritrécitos com uma forma anormalmente
redonda (esferocitos) (Tabela 5). A hipercromia pode ser acompanhada por um aumento do
CHCM, o que indica que nao ha alteragoes apenas na coloragao do eritrocito, mas também

na concentragao de hemoglobina, que é superior ao que é considerado normal. *¢°
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Tabela 5- Alteragdes na cor dos eritrocitos.

Alteracgao na cor Doencgas / condi¢cbes associadas

Hipocromia

Anemia por deficiéncia de ferro
% Anemia das doengas cronicas

Talassémia &’

Hipercromia
s O C(O CJaT ) Macrocitose
¢ N J {\ v "/—\ ’
) o & Q¢ Esferocitose *°

. & c P 'f. a0 A
o9 ’Q oY o
’)C; Y (
O
0a0® o
- Forma

O eritrocito apresenta uma forma biconcava, eritrécitos com formas diferentes da
normalmente observada sao designados poiquildcitos. Geralmente, os poiquilocitos
apresentam formas que se assemelham a objetos comuns. > Na Tabela 6 encontram-se

representadas algumas alteragoes na forma dos eritrocitos.

Tabela 6- Alteracdes na forma dos eritrécitos.

Doencgas / condi¢coes
Alteragoes na forma Descricao da célula
associadas

Esferocitos
,“T Q:’a ‘:ﬂ}v‘ Vg . |
D - ¢ % A . .
s © C@ \Q,\ © diametro inferior ao
£

Eritrocito pequeno (com um )
Esferocitose hereditaria

Anemia hemolitica imune

o

[, ' 1
) . vOea X ' ,j.\! normal), redondo, auséncia 1o
PN ) @w’ (4 D Queimaduras extensas >
) O @ " a da zona central descorada

0“2 0.0 G

'a®® ©
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Eliptocitos e

ovalécitos

Dacrioécitos

Equindcitos

Acantocitos

dcii

Eliptocito- forma de cigarro

Ovalécito- forma de ovo

Células em lagrima

Eritrocitos com pequenas
projegoes na superficie da

célula

Eritrocito pequeno e com
projecoes de varios
comprimentos que se

distribuem irregularmente

Eritrocitos com pares de
espiculas, normalmente 2,

podendo ser 4 ou 6

Eliptocitose ou ovalocitose
hereditarias
Anemia por deficiéncia de
ferro
Anemia megaloblastica
Sindromes mielodisplasicos

Talassémia 38

Anemia hemolitica
Anemia megaloblastica
Talassémia major

Mlelofibrose 38

Urémia
Deficiéncia da piruvato

cinase %

Abetalipoproteinémia
hereditaria
Hipobetalipoproteinemia
hereditaria

Doenga hepatica *®

Queimaduras
Anemia hemolitica
Anemia por deficiéncia de
ferro

Anemia da doenca crénica

3.8
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Esquizocitos

Células em alvo

Estomatocitos

—

Drepandcito / Célula

falciforme

Fragmentos de globulos

vermelhos

Eritrocitos que apresentam
uma superficie grande
quando comparada com o
seu volume.
Hemoglobina concentrada
na zona central e na
periferia, citoplasma sem
coloragao ou com uma
coloracao mais suave,

lembrando um alvo.

Eritrocitos que apresentam
na zona biconcava central,
algo que se assemelha a uma

fenda

Células em foice
Eritrocito alongado,
podendo ser curvo, com as

duas pontas pontiagudas

Anemia hemolitica

Queimaduras extensas *®

Doenga hepatica
Hemoglobinopatias

Talassémia 38

Estomatocitose hereditaria
Estomatocitose adquirida
(doenca hepatica,

alcoolismo) *®

Anemia falciforme 38
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- Inclusoes Eritrocitarias

Por vezes, no estudo morfologico, € possivel observarem-se algumas inclusoes

eritrocitarias, as quais podem ser inclusoes parasitarias, como € o exemplo da malaria.

Contudo, podem ser encontradas outras estruturas como acidos nucleicos (RNA ou DNA),

agregados mitocondriais, particulas de ferro e ribossomas (Tabela 7). *

Tabela 7- Diferentes tipos de inclusGes eritrocitarias.

Inclusao
da inclusao

Pontilhado basofilico Pequenas inclusdes

basofilicas, com uma

coloragao azul arroxeada,

distribuidas no citoplasma

da célula.
Composta por RNA

precipitado.

Corpos de Howell-

tamanho médio, densas,

Jolly

= redondas, com uma
¢ y

5

coloragao azul arroxeada;
0°9 geralmente apresenta-se
apenas um por célula.

Composta por fragmentos

de material genético (DNA).

Corpos de Inclusoes basofilicas

Pappenheimer irregulares, localizadas na
periferia do eritrécito, com
uma coloragao azul escura;
5 um eritrocito que apresenta
estes corpos designa-se de

sideracito.

Composta por ferro.

Descricio e Composicao

Inclusoes citoplasmaticas de

Doencas / condicées
associadas

Talassémias (minor e major)
Hemoglobinopatias
Anemia megaloblastica
Anemia hemolitica
Sindrome mielodisplasica
Doencas hepatica
Envenenamento por metais

pesados *¢#’

Anemia megaloblastica
Anemia hemolitica
Talassémia
Sindrome mielodisplasica

Hipoesplenismo *¢#?

Anemia sideroblastica
Anemia megaloblastica
Hemoglobinopatias
Talassémias
Sindrome mielodisplasica

Hipoesplenismo *¢#?
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- Alteracgoes na Distribuicao dos Eritrocitos

No esfregaco de sangue periférico, € possivel observar-se a formagao de rouleaux e

aglutinagao (Tabela 8).?

Tabela 8- Alteracdes na distribuicio dos eritrécitos.

Alteracdao na distribuicio Descricao Observacoes

Existe com frequéncia no
esfregago sanguineo; o
Rouleaux
- - aumento da sua formagao é
. » Eritrocitos empilhados, significativo e pode ser
assemelhando-se a pilhas de patoldgico.

3 moedas Aumento da sua formagao:

) U gravidez, condigoes

Y
i

inflamatorias, mieloma
multiplo *¢°
A sua formacao resulta da
presenca de anticorpos que
reagem com os antigénios
™ : P existentes na membrana do
Aglomerados irregulares eritrocito.
(2 o 3 i Aumento da sua formagao:
anemia hemolitica
autoimune,

paraproteinémias **’

6.4.2. Avaliacao da Série Leucocitaria

Os leucocitos sao células sanguineas maiores e mais complexas do que os eritrocitos.
Existem cinco populagoes diferentes de leucocitos: os neutrdfilos, linfocitos, mondcitos,
eosindfilos e basofilos, os quais se diferenciam pelo seu tamanho, forma e coloragao. O nucleo,
geralmente, apresenta uma coloragao roxa, localiza-se no centro da célula e pode ser
segmentado, oval ou redondo. O citoplasma pode apresentar varias coloragoes de acordo
com o seu conteudo. '

Os leucocitos podem ser classificados, morfologicamente, como células

polimorfonucleares ou granulocitos e mononucleares. Os granulécitos, que incluem
25



neutrofilos, eosindfilos e basofilos, apresentam um nucleo segmentado ou lobulado e granulos
citoplasmaticos, cuja coloragao varia consoante o tipo de granulocito (Tabela 9). As células
mononucleares, representadas pelos monocitos e linfécitos, podem também apresentar
granulos citoplasmaticos, mas nao tao percetiveis e o seu nucleo é redondo ou oval (Tabela

10). 42

- Granuloécitos

Tabela 9- Diferentes tipos de granuldcitos normalmente presentes na circulagio sanguinea.

Granulécito Descricao

Sao os leucocitos e granulocitos mais abundantes na
circulagao sanguinea (cerca de 59% dos leucocitos);
Neutréfilo O nucleo geralmente € lobular e apresenta 2 a 5 lobos;
segmentado Cromatina nuclear densa, apresentando uma coloragao roxa;
Citoplasma apresenta uma coloragao cor de rosa, contendo
(% pequenos granulos, normalmente roxos;

@ Por vezes, verifica-se um aumento no numero de l6bulos dos
neutrofilos, um desvio a direita, podendo estar associado a
anemia megaloblastica, deficiéncia de ferro, infe¢ao, sindrome
mielodisplasica, hipersegmentagao dos neutrofilos
hereditaria. "¢
Num individuo saudavel, apenas existem alguns neutrofilos

Neutroéfilo em banda
em banda (aproximadamente 3%);

F -~ W
P saa® L B
)0 : 2, Forma mais imatura de neutrofilo;
"
i o Nao possui o nucleo lobulado, mas sim curvado;
‘ ’ » ’ ’ .
) %" Um aumento do nimero de neutréfilos em banda designa-se

¢ | de desvio a esquerda, podendo estar associado a gravidez,

infecio, inflamagio, hipdxia, choque. '
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Os eosindfilos representam aproximadamente 6% dos
o leucocitos circulantes;
Eosinofilo
Ligeiramente maiores do que os neutrofilos;
Nucleo normalmente bilobulado, podendo também ser
. trilobulado (raramente);

& Granulos esféricos, uniformemente distribuidos no
citoplasma e maiores do que os dos neutrdfilos,
apresentando uma coloragao vermelha alaranjada;
Citoplasma ligeiramente basofilico. "

. Os basofilos apenas constituem até 1% dos leucocitos totais;
Basofilo
Aproximadamente o mesmo tamanho que os neutrofilos;
Nucleo apresenta uma forma irregular, sendo ligeiramente
& maior do que o dos neutrdfilos, o qual apresenta uma
‘ coloragao roxa ou azul;
Citoplasma incolor;
Granulos basofilicos grossos, redondos ou angulares,

apresentando uma coloragao roxa ou preta;

Granulos podem sobrepor-se ao nicleo. '

- Células mononucleares

Tabela 10- Diferentes tipos de células mononucleares normalmente presentes na circulagdo sanguinea.

Célula mononuclear Descricao

Representam cerca de 34% dos leucocitos;
Linfocito Apresentam tamanhos variaveis, existindo linfocitos maiores
e outros mais pequenos;
® Linfocitos mais pequenos sao os mais abundantes;
Nucleo redondo e condensado, com uma coloragao roxa,
ocupando praticamente toda a célula;

Citoplasma escasso, apresenta uma coloragao palida,

podendo apresentar granulos azurofilicos.
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Constituem aproximadamente 4 a 6% dos leucocitos totais;
Mondcito Nucleo grande e irregular, podendo apresentar varias formas
(redondo, oval, lobular, segmentado, entre outras);
Nucleo apresenta uma coloragao roxa;
2 Citoplasma abundante, com uma coloragao azul acinzentada,
"'&T“ : contém uma elevada quantidade de pequenos granulos
azurofilicos, designada de poeira azul;

Presenca de vactolos. "

6.4.3. Avaliagcao da Série Plaquetar

Quando se procede a avaliagao das plaquetas num esfregaco sanguineo, deve-se ter em
consideragao o seu numero, tamanho e morfologia e a possivel presenga de fenédmenos como

agregacio plaquetar, sateletismo plaquetar ou fagocitose das plaquetas. ¢

Tabela I |- Representacao das plaquetas normalmente encontradas na circula¢ao sanguinea.

Plaqueta Descricao

W

Fragmentos celulares de tamanho reduzido;
Nao apresentam nucleo;

Contém varios tipos de granulos. ¢

6.5. Velocidade de Sedimentacao

A velocidade de sedimentacao (VS), expressa em milimetros por hora (mm/h), refere-
se a deposicao dos eritrocitos no fundo do tubo no decorrer de uma hora. Os seus valores
de referéncia variam de acordo com o sexo e com a idade. E usado na pratica clinica para
auxiliar na detecao e monitorizacao do curso de doencas inflamatérias, como a artrite
reumatoide, artrite temporal, infecoes (em particular na tuberculose), situagoes de
malignicidade. Contudo, este € um marcador pouco especifico e sensivel, dependendo de
alguns fatores como o numero e tamanho dos eritrécitos e a presenca de determinados
fatores plasmaticos. Uma vez que apresenta uma baixa especificidade, pode estar aumentada
por causas como gravidez, enfarte agudo do miocardio, anemia e devido ao avangar da idade,
nao sendo recomendavel a sua utilizagdo para o diagnostico de doencgas infeciosas em

individuos sem sintomatologia. '**
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6.6. Hemostase

A hemostase envolve um sistema complexo constituido pela parede vascular, plaquetas,
fatores de coagulagao, inibidores da coagulagao e pelo sistema fibrinolitico, que contribuem
para a formacao e dissolugao do coagulo, apds a lesao de um vaso sanguineo. A hemostasia é
mantida gragas ao equilibrio entre os processos de hemorragia e coagulagao, sendo
fundamental para a sobrevivéncia. E um processo altamente controlado para prevenir uma
hemorragia extensa e a formagao excessiva de coagulos, bem como para promover a
dissolugdo do codgulo, quando se completar o processo de reparagao do vaso sanguineo. *”8

A hemostase pode ser subdividida em hemostase primaria, hemostase secundaria e
fibrindlise. A hemostase primaria caracteriza-se por apresentar uma resposta rapida e de curta
duragao, apds a ocorréncia de um pequeno dano num vaso sanguineo. Nesta fase, os vasos
sanguineos e as plaquetas sao elementos fundamentais. Ocorre vasoconstrigao para que haja
uma reducao do fluxo sanguineo, as plaquetas sao ativadas e aderem ao local da lesao,
contribuindo para a formagao do tampao plaquetar primario e instavel. A hemostase
secundaria, por sua vez, caracteriza-se por apresentar uma resposta mais demorada e de longa
duragao, que leva a ativagao das proteinas plasmaticas, designados de fatores de coagulagao, e
culmina com a formagao do coagulo de fibrina. Os fatores de coagulagao encontram-se na
circulagao sanguinea na forma de proteinas inativas, tornando-se ativos no decorrer do
processo de coagulagao, o que contribui para a geragao de trombina, que por sua vez converte
o fibrinogénio plasmatico em fibrina. A fibrina é essencial para a formagao do tampao
hemostatico estavel e definitivo (Figura 5). Este processo depende de cilcio, uma vez que é
necessario para a formagao de certos complexos de coagulagao. Contudo, ha também varios
fatores de coagulagao que dependem de vitamina K. Por fim, tem de ocorrer a dissolugao do
coagulo de fibrina, a plasmina tem a capacidade de degradar a fibrina e normalizar o fluxo
sanguineo. "®

A cascata da coagulagao é composta por 3 vias diferentes: via intrinseca, via extrinseca
e via comum. Estas designagoes sao muito usadas para a interpretagio de resultados
laboratoriais, bem como para a identificacao de deficiéncias nos fatores de coagulagao.

Na rotina laboratorial, para a avaliagao da coagulagao sanguinea, determina-se o Tempo

de Protrombina (TP), o Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado (TTPa) e o Fibrinogénio.
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Figura 5- Esquema representativo da cascata de coagulacdo. O fator tecidular (TF) ativa o fator VII, o qual,
por sua vez, ativa os fatores IX e X. Por outro lado, o complexo formado pelos fatores IX e VIII tem a
capacidade de ativar o fator X. Forma-se o complexo X:V que ativa o fator Il, o qual corresponde a
protrombina. Forma-se trombina que ativa o fator Xlll e que tem a capacidade de converter o fibrinogénio em
fibrina, essencial para a formagdo do tempao hemostatico. A trombina tem também capacidade de ativar os
fatores V, VIII, Xl e as plaquetas. (Adaptado de Keohane et al, 2016)

6.6.1. Tempo de Protrombina

O tempo de protrombina (TP) é o tempo necessario para que ocorra a coagulagao do
plasma, apos a adicdo de uma quantidade ideal de tromboplastina do cérebro do coelho
(contendo fator tecidular, lipidos e calcio). Este teste, avalia as vias extrinseca (fator VIl) e
comum (fibrinogénio, protrombina, fatores V, X). Testa, assim, a geragao da trombina e a
conversao do fibrinogénio em fibrina. O TP permite a monitorizagao da terapia com
anticoagulantes orais (por exemplo, os antagonistas da vitamina K), triagem de deficiéncias de
determinados fatores de coagulagao em disturbios da coagulagao hereditarios ou adquiridos
e detegdo de distlrbios hepaticos. '’

O seu resultado pode ser fornecido em segundos, contudo, para uma padronizagao
dos resultados, deve ser dado pela Razao Internacional Normalizada (INR). O INR permite a
comparagao de testes realizados em diferentes laboratérios, com diferentes tromboplastinas
e equipamentos distintos. " O INR é obtido através do calculo do TP do doente e do TP

controlo, tendo em conta o indice de Sensibilidade Internacional (ISI), do seguinte modo:

TP doente )ISI

INR = (TP controlo
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6.6.2. Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado

O Tempo de Trombloplastina Parcial Ativado (TTPa) é o tempo necessario para que
o plasma coagule, apos a jungao de um componente fosfolipidico da tromboplastina, cloreto
de calcio e um ativador. Permite uma avaliagao das vias intrinseca (fatores VI, IX, Xl e XlI) e
comum (fibrinogénio, protrombina, fatores V, X). E particularmente Gtil para a monitorizacio
da terapéutica com anticoagulantes, nomeadamente heparina. '’

Aumentos de TTPa estao associados a deficiéncias nos fatores de coagulagao, que
representam os distirbios mais comuns, contudo também se pode dever a presenga de

anticoagulante lipico ou de anticoagulantes circulantes. '

6.6.3. Fibrinogénio

O fibrinogénio € uma proteina plasmatica envolvida na cascata de coagulagao. O seu
doseamento baseia-se no método de Clauss, o qual mede o tempo de coagulagao, apos a
adicao de uma concentragao elevada de trombina, responsavel pela conversao do fibrinogénio
em fibrina. Verifica-se a existéncia de uma relagao de proporcionalidade inversa entre o tempo
de formagao do coagulo e a concentragao de fibrinogénio. Uma diminuigao dos niveis de
fibrinogénio esta associada a doenca hepatica severa, enquanto aumentos dos seus niveis

ocorre em casos de gravidez e de doenca inflamatoria cronica. 8
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Caso Clinico |

Um individuo de 67 do sexo masculino, dirigiu-se ao laboratorio para realizar algumas
andlises clinicas, apos a realizagao de uma transfusao sanguinea, uma vez que apresentava
anteriormente baixos valores de hemoglobina (anemia). Os resultados obtidos no hemograma

foram os seguintes:

Tabela 12- Boletim analitico do doente apds a realiza¢io de uma transfusio sanguinea.

Parametro Resultado Valores de referéncia
Eritrocitos 2,76x10"/L 4,5-6,5%x10'%/L
Hemoglobina (Hb) 8,8 g/dL 13,0-17,0 g/dL
Hematocrito (HCT) 25,2% 40-50 %
VCM 91,4 fL 83-101fL
HCM 32,1 pg 27-32 pg
CHCM 35,1 g/dL 31,5-34,5 g/dL
RDW 20,4% 0,00-15,0 %

Figura 6- Histograma representando os dois picos eritrocitarios.

Apos a realizagao da transfusao sanguinea, o doente continuou a apresentar baixos
valores de eritrocitos e de hemoglobina, estando anémico (Hb<13,0 g/dL). O valor do RDW
encontra-se bastante elevado, o que ¢ indicativo de anisocitose, isto &, eritrécitos de diversos
tamanhos. A anisocitose € uma consequéncia da transfusao sanguinea, uma vez que no sangue
do doente existem duas populagoes distintas de eritrocitos, tal como se pode visualizar no
histograma (Figura 6). No histograma ¢ visivel a existéncia de dois picos eritrocitarios

(dimorfismo eritrocitario) que correspondem a duas populagoes distintas de eritrocitos, uma
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que corresponde a que pertence ao individuo e outra que é o resultado da transfusao
sanguinea.
Uma vez que se verifica a alteragao de diversos parametros do hemograma e de acordo

com os critérios do laboratorio, procedeu-se a elaboragao de um esfregago sanguineo (Figura

7).

Figura 7- Esfregaco sanguineo do doente, ap6s a transfusdo sanguinea.

No esfregaco sanguineo, é evidente que existe uma anisocitose acentuada, isto &,
eritrocitos com diversos tamanhos, tal como seria de esperar dado que o RDWV apresenta um
valor bastante elevado e devido a transfusao sanguinea. Existem eritrécitos com um tamanho
mais reduzido e outros maiores. Para além disso, verificam-se alteracoes na coloracao dos
eritrocitos, anisocromia. Existem eritrocitos que apresenta uma coloragao mais intensa,
eritrocitos hipercromicos, logo apresentam uma concentragao de hemoglobina mais elevada,
o que esta de acordo com o hemograma. Observam-se também, eritrécitos com uma
coloragao normal, isto &, a zona central do eritrocito ocupa aproximadamente um tergo do

diametro do eritrocito.
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7. IMUNOLOGIA 7/ ENDOCRINOLOGIA

A imunologia é um ramo da ciéncia que se dedica ao estudo do sistema imunitario, o
qual é um sistema complexo de estruturas e processos que atuam com o objetivo de protegao
da doenca. E uma ciéncia com extrema relevincia, auxiliando no diagnostico e evolugao de
patologias, na monitorizagio da terapéutica e na avaliagio da eficacia da vacinagao. '°

Neste setor, os ensaios imunologicos sao também usados para determinagao de

parametros na area da endocrinologia, entre outras.

7.1. Sistema Imunitario

O sistema imunitario é composto por um conjunto de células especificas, orgaos,
tecidos e moléculas que reconhecem e eliminam os agentes patogénicos, protegendo o ser
humano de doencas infecciosas e do desenvolvimento de cancro. Quando funciona
corretamente, identifica uma grande variedade de ameagas incluindo virus, bactérias, parasitas.
O sistema imunitario pode ser dividido em dois tipos, que caracterizam dois tipos de respostas
diferentes: a imunidade inata, que apresenta respostas rapidas e com baixa especificidade e a
imunidade adaptativa, a qual é representada por respostas altamente especificas. ''*'*

A imunidade inata constitui a primeira linha de defesa do organismo, com a qual ja se
nasce. Produz uma resposta rapida, uma vez que atua rapidamente aquando a invasao do
organismo por um agente patogénico, e nao € especifica para um patogénio em particular. A
imunidade inata é composta por barreiras fisicas, celulares, fisiologicas e inflamatorias. As
barreiras fisicas representam os mecanismos constitutivos, elementos que sao
permanentemente expressos, da imunidade inata e incluem a pele, o muco e os cilios. O muco
ao ser secretado sobrepoem-se nas células epiteliais gastrointestinais, genitourinarias e
respiratérias. As barreiras celulares sao compostas por células fagociticas, como os
neutrofilos, macrofagos e monocitos. Por fim, as barreiras fisiologicas e inflamatorias, incluem
proteinas do sistema complemento e defensinas, que fazem parte dos mecanismos
constitutivos do sistema imunitario. Incluem, ainda, citocinas, enzimas, interferoes, lipidos
mediadores da inflamagao, entre muitas outras proteinas e moléculas, que sao indutiveis, uma
vez que sio libertadas a partir de outras células.

Os mecanismos de defesa da imunidade adaptativa sao ativados apds a nao remogao
do agente patogénico pelos mecanismos de imunidade inata. A resposta produzida é mais
lenta, podendo demorar dias ou semanas a ser detetada, no entanto, é especifica para o agente

patogénico, tendo a capacidade de o reconhecer e eliminar seletivamente, apresenta memoria,
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contribuindo para uma resposta mais rapida e eficaz num segundo contacto com o mesmo
antigénio, conferindo imunidade a longo prazo contra inumeros agentes. A imunidade
adaptativa é representada pelas células B e pelas células T, mediadoras da imunidade humoral
e celular, respetivamente. As células B diferenciam-se em células B de memoria e plasmocitos,
sendo as Ultimas, as células responsaveis pela producao de imunoglobulinas. As células T
diferenciam-se em células T supressoras, células T citotoxicas e células T auxiliares. '>'¢

Na resposta adaptativa, primeiramente, ocorre a ativacao do linfécito B naive por
interagdo com um antigénio ou com uma célula T auxiliar, induzindo uma resposta imune
primaria. Apos a ativagao do linfécito B, ocorre a proliferagao e diferenciagao em plasmocitos,
produtores de imunoglobulinas, geralmente do tipo IgM e células B de memoéria. Verifica-se o
aparecimento de anticorpos cerca de 5 a 7 dias apos o contacto com o agente patogénico e o
pico é atingido |4 dias ap6s o mesmo contacto. Num segundo contacto com o mesmo
antigénio, é induzida uma resposta imune secundaria, caracterizada por ser mais rapida, as
imunoglobulinas sao produzidas em quantidades mais elevadas e verifica-se o aparecimento

das mesmas | a 2 dias apos o contacto com o mesmo patogénio. Os anticorpos produzidos

sdo sobretudo do tipo IgG, tal como é visivel na Figura 8. °
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Figura 8- Representacio da resposta imune primaria e secundaria. (Adaptado de Abbas et al., 2018)
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Contudo, a imunidade inata e a imunidade adaptativa nao sao sistemas separados, sao
sistemas interativos e cooperam um com o outro, de modo a garantir uma resposta mais
eficaz. A imunidade inata, sendo a primeira linha de defesa do organismo, é aquela que inicia a
resposta imunitaria e que tem capacidade de ativar e potenciar a imunidade adaptativa. No
entanto, a imunidade adaptativa, depois de ativada, também tem a capacidade de estimular e
aumentar a eficicia da resposta adaptativa. O sistema imunitario quando funciona
corretamente, tem a capacidade de reconhecer os agentes estranhos tanto de origem externa
como os patogénios mas também os de origem interna, como o cancro. '*"

Em particular, a doenga infecciosa é estabelecida quando um microrganismo (bactéria,
virus, fungo, parasita) consegue sobreviver a primeira linha de defesa do organismo e a
imunidade adaptativa nao é capaz de o eliminar. No entanto, aquando da invasao do organismo

pelo agente infeccioso, as células intervenientes na imunidade adaptativa, tém a capacidade de

produzir anticorpos, os quais sao especificos para o agente patogénico. '?

7.2. Equipamentos e Metodologia

7.2.1. Architect® ci 8200

No setor da imunologia, sao realizados imuonoensaios, para dete¢ao de antigénios,
anticorpos, hormonas, recorrendo-se ao equipamento Architect® ci 8200 da Abbot. A
amostra preferencialmente processada neste setor é o soro, obtido por centrifugagao do tubo
amarelo. A técnica instrumental base destes imunoensaios € a Quimioluminescéncia com
Microparticulas.

Os imunoensaios baseiam-se na reagao especifica que ocorre entre um antigénio e um
anticorpo e na formagao do complexo antigénio-anticorpo. Laboratorialmente, os antigénios
e os anticorpos sao usados como reagentes especificos neste tipo de ensaios. Os imunoensaios
podem ser de dois tipos: imunoensaios homogéneos, em que esta envolvida apenas uma fase
liquida, nao sendo necessarias lavagens, e imunoensaios heterogéneos, em que estao
envolvidas duas fases, uma fase sélida e uma fase liquida, assim, sao necessarias lavagens para
a remogao dos antigénios ou anticorpos que nao se ligaram. Os imunoensaios heterogéneos
apresentam uma maior sensibilidade comparativamente aos imunoensaios homogénios. A
quimioluminescéncia insere-se neste tipo de imunoensaios heterogéneos. '

A Quimioluminescéncia refere-se a emissao de radiagao visivel aquando da passagem
do eletrao do estado excitado para o estado fundamental, como resultado de uma reagao

quimica, estando, geralmente, envolvida uma reagao de oxidagao-redugao. O antigénio ou o
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anticorpo é marcado com um reagente quimioluminescente. A intensidade da luz emitida é
diretamente proporcional a concentragao do analito na amostra. '"'®

Particularmente, a Quimioluminescéncia com Microparticulas € um imunoensaio que
envolve dois passos, permitindo uma determinagao quantitativa e qualitativa do analito.
Primeiramente, a amostra é incubada juntamente com as microparticulas revestidas com
antigénio ou anticorpo e com o diluente. Ocorre uma interagao entre o antigénio/anticorpo
que reveste as microparticulas e a amostra, se o analito em questao estiver presente.
Seguidamente, é realizada uma lavagem para a remogao dos reagentes nao ligantes.

Apos a lavagem, é adicionado um anticorpo secundario marcado com acridina e
procede-se a um novo ciclo de lavagem. Por fim, sao adicionadas as solugoes pré-ativadora e
ativadora, esta Ultima, é a que inicia a fase final da reagao, sendo emitida radiagao
quimioluminescente que é medida em unidades relativas de luz (RLU’s) (Figura 9). Tal como

foi explicado anteriormente, verifica-se uma relagao de proporcionalidade direta entre a

quantidade de analito em estudo e as unidades relativas de luz.

Lavagem Lavagem
% AN
A | J \r J ® o
* o ' \-'\ ' Y N (P
[ P X 5
’ )— Ativacdo Y
Fase solida Amostra Conjugado Detecgao
Antigénio revestido por Anticorpos especificos Anticorpos secundario Quimioluminescente
microparticulas marcado com acridina (RLU’S)

Figura 9- Imunoensaio de Quimioluminescéncia com Microparticulas (Adaptado de
https://www.menarinidiag.pt/pt-pt/home/produtos-para-laborat%C3%B3rio/autoimunidade/zenit-
ra/caracteristicas/vantagens)

Os imunoensaios sao usados em inUmeras areas do laboratoério de analises clinicas que
incluem nao sé a imunologia, mas também a microbiologia, a quimica clinica, a toxicologia, a

endocrionologia e a hematologia. '?

7.3. Marcadores Viricos

Os virus sao organismos que apresentam um tamanho muito pequeno,
submicroscopicos. Sao constituidos apenas por um tipo de acido nucleico, RNA ou DNA, o
qual pode estar em cadeia simples ou dupla cadeia, podendo ainda ser linear, circular ou
segmentado. O genoma viral encontra-se envolvido por uma camada proteica, a capside.

Algumas espécies virais apresentam uma membrana exterior, o envelope. Os virus sao
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parasitas intracelulares obrigatérios, nao crescem nem se reproduzem por divisao,

reproduzem-se no interior das células hospedeiras. %'

7.3.1. Hepatites Virais

O termo hepatite corresponde a uma inflamagao do figado, a qual pode ser causada
por determinados farmacos, pela ingestao excessiva de dlcool, mas também pode ser de
origem bacteriana e virica. Existem varios virus capazes de causar hepatite, contudo, os mais
frequentes e que se destacam sio os virus das hepatites A, B, C, D, E. 2 No presente relatério
apenas sao abordados os virus responsaveis pelas hepatites A, B e C.

Geralmente, a hepatite € uma doenga aguda e auto-limitada mas pode evoluir para uma
infecao cronica, o que causa uma inflamagao hepatica persistente, podendo levar a ocorréncia
de falha hepatica, carcinoma hepatocelular e cirrose. As manifestagoes clinicas sao bastante
variaveis, existindo individuos assintomaticos, com sintomas ligeiros, severos ou mesmo fatais.
A grande variabilidade de manifestagoes clinicas e o facto de nao serem especificas para um
dado virus, faz com que nao seja possivel a distingao dos diferentes tipos de virus e, assim, o
diagnostico nao pode ser realizado com base nas mesmas. Deste modo, € necessario recorrer

a testes seroldgicos para identificar o tipo de virus responsavel pela infegao. '""'>*

- Hepatite A

O virus da hepatite A (HAV) pertencente a familia Picornaviridae, € um pequeno virus
de RNA de cadeia simples com polaridade positiva (ssRNA), nio envelopado. "

A hepatite A, também chamada de hepatite infeciosa ou de curto periodo de incubagao,
é uma doenga tipicamente aguda e auto-limitada, nio evoluindo para uma hepatite crénica. '?

O virus, que apresenta uma grande prevaléncia nos paises em desenvolvimento,
transmite-se por via fecal-oral, através de agua e alimentos contaminados, mas também se
pode transmitir horizontalmente, devido ao contacto pessoa-pessoa. Raramente ocorre
transmissao por via parenteral, devido exposi¢ao a sangue. A prevaléncia do virus tem vindo
a diminuir ao longo do tempo devido ao aumento das condigoes socioeconomicas, de higiene
e sanitarias e a existéncia de uma vacina. "

Verifica-se um periodo de incubagao, em média, de 4 semanas (30 dias) e um periodo
de aproximadamente 4 semanas (30 dias), em média, desde o contacto com o virus da hepatite
A até ao aparecimento dos primeiros sintomas. Contudo, muitos individuos, especialmente

criangas nao apresentam sintomas da infegao. Pelo contrario, individuos mais velhos
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apresentam maior suscetibilidade, sendo as manifestagoes clinicas mais severas. A
suscetibilidade a infecao é independente da raga e do sexo. As manifestagoes clinicas mais
comuns sao: ictericia, urina escura, fezes descoradas, anorexia, nauseas, vomitos, diarreia, dor
abdominal, febre. '>*

Relativamente a cinética do virus e ao perfil serologico, verifica-se a presenca do HAV
na corrente sanguinea (virémia) antes do aparecimento de qualquer sintoma, sendo este um
periodo curto. Do mesmo modo, a excrecao do virus nas fezes ocorre antes do aparecimento
das manifestagoes clinicas, atingindo o valor maximo aquando do aumento das transaminases
(ALT) e baixando apos o aparecimento dos sintomas. Os niveis de anticorpos anti-HAV

comegam a ser detetaveis depois do aumento das transaminases. O primeiro anticorpo a ser

detetado, durante a fase aguda da doenga, é o anti-HAV IgM e antes do abaixamento dos niveis

deste, comegam a aumentar os niveis de anti-HAV IgG (Figura 10). 22
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Figura 10- Perfil serolégico da hepatite A. (Adaptado de Matheny & Kingery, 2012)

Os Anticorpos anti-HAYV IgM surgem na fase aguda da doenga, sao os primeiros
anticorpos a serem detetados. Podem persistir no soro 3 a 6 meses apos a infegao. Deste
modo, sao anticorpos que estao presentes tanto na fase aguda como na fase de convalescenga,

sugerindo uma infegio recente. 2
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Os Anticorpos anti-HAYV IgG surgem antes do decaimento dos niveis de anti-
HAV IgM. Sao anticorpos detetaveis durante toda a vida, uma vez que sao protetores,
conferindo imunidade a longo prazo. Quando os dois tipos de anticorpos, anti-HAV IgM e
anti-HAV IgG, sao detetaveis em simultaneo, significa que a infecao é recente. Por outro lado,
niveis aumentados de anticorpos anti-HAV IgG, isoladamente, significa que a infecao foi

resolvida ou o individuo em questio foi vacinado. %

- Hepatite B

A hepatite B, também ¢ designada de hepatite sérica ou de longo periodo de incubagao,
€ uma doenga que infeta cerca de 240 milhoes de pessoas em todo o mundo. Cerca de 95%
dos individuos afetados apresentam uma doenca aguda e auto-limitada, recuperando ao fim de
algum tempo, contudo, pode evoluir para uma hepatite fulminante ou infegao cronica, podendo
resultar em carcinoma hepatocelular ou cirrose. ''*

O virus da hepatite B (HBV) é um virus de DNA circular de dupla cadeia (dsDNA), em
que uma das cadeias ¢ parcialmente incompleta. E um virus envelopado pertencente a familia
Hepadnaviridae. O viriao infeccioso é composto por: um envelope rico em lipoproteinas, onde
se encontra o antigénio de superficie viral, HBsAg; a capside, formada pelo antigénio estrutural
do core, HBcAg, e pelo antigénio soluvel, HBeAg; DNA polimerase. »

O HBYV ¢ a infegao cronica viral mais comum no mundo, apresentando trés modos de
transmissao principais, transmissao vertical, isto €, de mae para filho, sexual e transmissao
percutanea, devido a agulhas contaminadas, transfusdes sanguineas ou hemodialise. O virus
nao tem capacidade de atravessar a pele nem as mucosas, logo é necessario haver algum tipo
de quebra nestas barreiras para que ocorra a transmissao do mesmo por via mucocutanea.
12,25

Apesar do niimero elevado de infetados, a implementagao da vacinagao nos recém-
nascidos e nos adultos de elevado risco, tem um papel importante nao sé na diminuicao da
incidéncia do virus, mas também na diminuicao de casos de carcinoma hepatocelular. A
pesquisa de DNA e antigénios virais nos dadores de sangue também se tem demonstrado ser
fundamental para a redugio da transmissio. *

Verifica-se que menos de [5% dos individuos infetados com HBV desenvolvem
sintomatologia e menos de metade destes tém ictericia como sintoma. As manifestagoes
clinicas geralmente observadas incluem fadiga, mal-estar, nauseas, febre, urina escura, fezes

descoradas. A sintomatologia depende da idade e da maturidade do sistema imunologico,
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assim, recém-nascidos e criangas raramente apresentam sintomas, havendo uma grande
probabilidade de progredir para uma infecio croénica. *
No Laboratério de Analises Clinicas do Centro de Saude Militar, sao determinados 3

marcadores serologicos fundamentais no auxilio do diagnéstico: HBsAg, anti-HBs e anti-HBc.

O HBsAg, produzido pelo gene da superficie viral, € um marcador de infegao, quer
seja uma infegao aguda ou crénica. No caso de uma infecao aguda, o HBsAg, geralmente
desaparece em 4 a 6 meses apos a sua detegao. A persisténcia do HBsAg por um periodo

superior a 6 meses é um indicador de uma infegao cronica. %

O Anti-HBs ¢ o ultimo anticorpo a ser detetado no soro, cerca de 6 meses apos a
infecio e depois do desaparecimento do HBsAg. Este anticorpo confere imunidade,
protegendo contra reinfegao, desenvolve-se durante o periodo de recuperagao da infegao
aguda por HBV. No entanto, também é um marcador presente em individuos que adquiriram

imunidade através da vacinacio. '2%%

O Anti-HBc (total) é o primeiro anticorpo a ser detetado no perfil serolégico,
surgindo | a 2 semanas apds a detegao do HBsAg. Durante a fase aguda sao produzidos os
anticorpos do tipo IgM, sendo substituidos pelos anticorpos do tipo IgG em 3 a 6 meses. Uma
vez detetados, estes anticorpos permanecem detetaveis durante toda a vida. Deste modo,
através da quantificagao do anti-HBc total, nao é possivel saber qual o momento da infecao,
se é uma infecao recente ou passada. Permite diferenciar um individuo que ja esteve em

contacto com o virus de outro que foi vacinado. '***%

O HBeAg é geralmente detetado | a 2 semanas apds a detecio do HBsAg. E um
marcador de replicagao viral, logo um resultado positivo significa que a replicagao viral se
encontra ativa. Assim que o HBeAg desaparece, tornando-se indetetavel, aparece o anticorpo

anti-HBe. "?

Relativamente ao perfil serolégico do HBV, este ¢ diferente para a infegao aguda e para
a infecao cronica. Contudo, ha algumas semelhangas entre os dois, em ambos é detetada a
presenca do DNA viral 2 a 5 dias apds a exposigao ao agente infecioso, 2 a |0 semanas apos
a mesma exposicao verifica-se a presenca do antigénio de superficie viral (HBsAg) no soro,

antes do aparecimento de qualquer sintoma e do aumento das transaminases. O primeiro
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anticorpo a ser detetado, tanto na hepatite aguda como na cronica, € dirigido para a proteina

do core, o anti-HBc, o qual surge | a 2 semanas ap6s a detegao do HBsAg. *

No perfil seroldgico da infegao aguda, o primeiro marcador serologico a ser detetado
€ o HBsAg, marcador de infegao. De seguida, é detetado o primeiro anticorpo, dirigido para
as proteinas do core, anti-HBc. Primeiramente surgem os anticorpos do tipo IgM e sé depois
do tipo IgG, de modo que anti-HBc total é sempre detetavel. Verifica-se a existéncia de um
periodo janela, que compreende o desaparecimento do HBsAg e a detegao do anti-HBs, o que
indica recuperagao da infecao. Inicialmente, HBeAg ¢é detetavel, o que significa que esta a
ocorrer replicagao viral, contudo, os seus niveis comegam a diminuir e o anticorpo anti-HBe

torna-se positivo (Figura 11). '*#
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Figura | |- Perfil serolégico da hepatite B aguda. (Adaptado de Prasidthrathsint and Stapleton, 2019)

Em individuos com infegao crénica por HBV, no perfil serologico, o HBsAg permanece
detetavel mais do que 6 meses, podendo ser detetado durante anos. O anticorpo anti-HBc
(total) € um marcador serolégico presente em todas as infe¢oes cronicas, quer sejam
sintomaticas ou assintomaticas, embora o anti-HBc do tipo IgM represente uma fragao minima.
Nao sao detetaveis os anticorpos que conferem imunidade, anti-HBs. O HBeAg permite a
distingao entre um doente com uma infe¢ao cronica com replicagao viral ativa, de outro com
replicagao viral nao ativa. O perfil serologico da hepatite B cronica encontra-se representado

na Figura 12. 2
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Figura |12- Perfil serolégico da hepatite B cronica. (Adaptado de Prasidthrathsint and Stapleton, 2019)

Tabela 13- Interpretacdo dos marcadores serolégicos do virus da hepatite B (Adaptado de Turgeon,

HBsAg

2014)

Anti-HBs Anti-HBc (total) Interpretacao

Suscetivel (auséncia de contacto
com o virus)
Infecao aguda (se IgM anti-HBc +) ou
croénica (se IgM anti-HBc -)
Imunidade devido a infecao

Recuperagao da infegao aguda
- Imunidade conferida por vacinagao

Infecao passada com perda de anti-
HBs

Recuperacao de uma infegao aguda

Resultado falso positivo (suscetivel)

Infecao cronica em que os niveis de

HBsAg nao sao detetaveis
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- Hepatite C

O virus da hepatite C (HCV) pertence a familia Flaviviridae. E um virus de RNA de
cadeia simples (ssRNA), esférico e envelopado. Uma vez que € um virus de cultura dificil, as
técnicas imunoldgicas e moleculares tém um papel relevante no auxilio do diagnodstico, bem
como na monitorizagao da terapéutica. *>%*

A hepatite C pode manifestar-se como uma doenga aguda ou progredir e evoluir para
uma infecao cronica. Os sintomas sao variaveis, podendo nao existir qualquer sintomatologia,
ou podendo apresentar sintomas leves, severos, prolongados ou fatais. Na infegao aguda, a
maioria dos individuos nao apresenta manifestagoes clinicas, o que dificulta o diagndstico. Os
individuos que apresentam sintomas, que representam a minoria, tém sintomas inespecificos
como febre. Menos de 25% dos infetados apresentam ictericia. A infecao cronica é definida
por durar mais de 6 meses e raramente ha sintomatologia, provocando uma infe¢cao hepatica
que pode evoluir para cirrose e carcinoma hepatocelular. Os niveis das transaminases sao
flutuantes no decorrer da infecio croénica. '*%

A transmissao do HCV ocorre mais frequentemente por via parenteral, devido a
agulhas contaminadas, transfusoes sanguineas e verticalmente, de mae para filho. Outro modo
de transmissio, embora nao tio frequente, é por via sexual. '?

Relativamente ao perfil serologico e a cinética do virus, o primeiro marcador detetavel
€ o RNA viral, | a 3 semanas apos o contacto com o virus, e sé depois € que se verifica um

aumento das transaminases (ALT), apresentando flutuagoes no decorrer da infecao. Apos o

pico das transaminases sio detetados os anticorpos anti-HCV totais (Figura |3). %
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Tempo decorrido apos contacto com o agente infeccioso

Figura |13-Perfil serolégico da hepatite C. (Adaptado de CDC, consultado dia 12/09/2020)
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Os anticorpos anti-HCV surgem no soro 4 a 24 semanas ap6s o aparecimento dos
sintomas. Primeiramente surgem os anticorpos anti-HCV do tipo IgM e s6 depois surgem do
tipo 1gG, contudo, o ensaio nao faz a distingao entre os dois tipos. Desta forma, anti-HCV
total nao indica o estado da infegao, nao diferenciando uma infe¢ao recente de uma passada.
Quando o resultado € positivo, significa que o doente ja teve a infegao ou esta infetado, sendo

necessario fazer uma pesquisa do genoma viral (RNA) para posterior confirmagio. '

7.3.2. HIV

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) infeta cerca de 35 milhoes de pessoas no
mundo, causando uma infecio crénica incuravel. E o principal responsavel pelo Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA). "

E um virus de RNA composto por uma Unica cadeia (ssRNA), envelopado e
pertencente a familia Retroviridae. O genoma viral é composto por 3 genes principais (pol, gag,
env) e 6 genes acessorios. O gene gag codifica as proteinas estruturais da capside,
nucleocapside e matriz, a p24, pl7 e p7, respetivamente. Por sua vez, o gene env codifica as
glicoproteinas gpl120 e gp4l, associados ao envelope viral. Por fim, o gene pol codifica a
transcriptase reversa, uma enzima essencial a replicagdo do genoma viral. '?

Verifica-se a existéncia de 2 espécies virais capazes de causar a infe¢ao por HIV, sendo
a maioria causada por HIV-1, que foi o primeiro a ser identificado e responsavel pela SIDA
epidémica. O HIV-2 é estruturalmente semelhante ao HIV-1, contudo, é menos virulento e
apresenta uma distribuicio geografica mais limitada, sendo endémico na Africa Ocidental,
tendo sido também identificado noutros locais do mundo, embora com frequéncias muito mais
baixas. O HIV transmite-se por via sexual e parenteral, mas também, verticalmente, de mae
para filho, in Utero, no decorrer do parto e no processo de aleitamento. '>*%

A glicoproteina do HIV, gpl20, liga-se ao recetor CD4, preferencialmente dos
linfocitos T, mas também a outras células que expressam CD4 como monocitos, macrofagos
entre outras. A ligacao da particula viral ao recetor CD4 induz alteragoes conformacionais no
envelope viral, permitindo a posterior a ligacao ao corecetor CCR5 ou CXCR4. A subunidade
gp4!| do envelope viral, permite a fusao da membrana do virus com a membrana da célula
hospedeira. Apos a fusao das membranas, o genoma viral fica exposto, permitindo a agao da
transcriptase reversa, que tem a capacidade de converter o RNA viral em DNA, o qual é
integrado no genoma do individuo infetado. Como resultado das reagoes que ocorrem
normalmente na célula, como a transcrigao e a translagao, sao produzidas novas particulas

virais, o que se traduz na existéncia de cada vez mais células infetadas. '*¥
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Tipicamente, existem 3 fases de infecdio num individuo infetado e nao sujeito a
tratamento. Durante estas fases, a replicagao viral leva a apoptose dos linfocitos T CD4. No
decorrer da primeira fase, designada de fase aguda ou infegao primaria, verifica-se uma
multiplicagao rapida e disseminagao do virus, uma diminuicio de células T CD4 e o
aparecimento do antigénio p24 (proteina do core) na circulagao sanguinea. Os individuos
podem apresentar sintomatologia tipica de uma gripe como dores de cabeca e febre. Verifica-
se, a existéncia de uma fase janela, que compreende o periodo desde o contacto com o agente
infecioso até ao aparecimento de anticorpos. A segunda fase, caracterizada por ser
assintomatica, € caracterizada por laténcia clinica, mas nao viral. No decorrer desta fase,
continua a ocorrer a multiplicagao do virus, embora a niveis reduzidos, nao se verificando
virémia. Os anticorpos produzidos pelo sistema imunitario ligam-se ao antigénio p24 para a
formacao de complexos antigénio-anticorpo, resultando num decréscimo do antigénio p24
livre. Por fim, durante a dltima fase, SIDA, a replicagao viral continua resultando numa
destruigao de linfocitos T CD4, que atinge valores inferiores a 200 células/ pL. Estes valores
sao criticos e levam a uma diminuigao da fun¢ao imune, o que faz com que as defesas do
organismo entrem em colapso, contribuindo para o aumento do risco de desenvolvimento de
infecoes oportunistas e sintomas. Os sintomas desta Ultima fase incluem febre, perda rapida
de peso, perda de memoria, depressao. As infegoes oportunistas, geralmente sao causadas por
microrganismos comuns, contudo nesta fase sao capazes de causar infegoes mais severas,
podendo conduzir a morte. Para além disso, pode ainda contribuir para o desenvolvimento de

linfomas e cancro (Figura 14). '>*
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Figura 14- Perfil serolégico do HIV (Adaptado Turgeon, 2014)
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O teste HIV Ag/Ac é um imunoensaio de 4* geragao, permitindo a detegao de um
marcador de antigenémia, p24, proteina estrutural do core do HIV-1 e dos anticorpos dirigidos
contra HIV tipo | (HIV-1) e HIV tipo 2 (HIV-2). Uma vez que deteta o antigénio p24, permite
diagnosticar a infegao numa fase inicial, antes da seroconversao e da detegao de anticorpos.
Contudo, nao permite a distingao individual entre a detegao do antigénio p24, anticorpos anti-

HIV-1 e anti-HIV-2. *°

7.4. Marcadores Bacterianos

As bactérias sao microrganismos constituidos por uma Unica célula (unicelulares) e sem
membrana nuclear, o material genético é encontrado disperso no citoplasma (procariontes).
Estes microrganismos tém uma grande capacidade de adaptagao a diferentes ambientes,

através da selecao de mutantes. Clinicamente, sio uma grande causa de doengas infeciosas. *'

7.4.1. Sifilis

A sifilis € uma doenga sexualmente transmissivel (DST) que infeta cerca de 12 milhoes
de pessoas por ano. E causada por uma espiroqueta, Treponema pallidum, uma bactéria que
nao é corada pela coloragao de gram e nao cultivavel em meios artificiais. A sffilis € transmitida
por via sexual, mas também por via vertical, de mae para filho durante a gestagao ou no parto.
1,12

Quando nao é tratada, a sifilis € uma doenga croénica, em que os individuos apresentam
periodos assintomaticos alternados com periodos sintomaticos. Tipicamente, existem 3
estadios da infegao: a sifilis primaria, secundaria e terciaria, podendo verificar-se a existéncia
de um periodo de laténcia entre a sifilis secundaria e terciaria. Na sifilis primaria, forma-se uma
lesao inflamatoria, cancro duro, no local de entrada das espiroquetas. Na maioria dos casos
verifica-se a existéncia de apenas uma lesao, contudo, também podem ocorrer multiplas
lesoes. Duas a oito semanas apos o aparecimento do cancro duro, verifica-se o aparecimento
de sintomatologia tipica da sifilis secundaria. Esta é a fase mais contagiosa, pois a bactéria atinge
a circulagio sanguinea e dissemina-se noutros tecidos. E caracterizada por uma doenca
generalizada (dores de cabeca e de garganta, febre, erup¢oes cutaneas que contém grande
numero de espiroquetas, linfoadenopatia). No entanto, por vezes os sintomas da sifilis primaria
e secundaria sao leves e os doentes nao se apercebem dos mesmos. Por fim, a sffilis terciaria,
que pode aparecer 3 a |10 anos a infegao primaria, € responsavel por problemas médicos

severos. As lesdes sio varidveis conforme os 6rgaos atingidos. "'?
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Serologicamente, sao produzidos dois tipos de anticorpos diferentes: anticorpos
especificos para Treponema pallidum e anticorpos nao especificos para a mesma espiroqueta,
designados de anticorpos antitreponema e anticorpos nao treponémicos ou reaginas,
respetivamente. Relativamente aos anticorpos antitreponema, aproximadamente 2 semanas
apos a exposicao ao agente infecioso, surgem os anticorpos do tipo IgM e 2 semanas apos a
produgao destes, detetam-se os do tipo IgG, os quais se tornam predominantes. O grande
aumento nos niveis de anticorpos antitreponema do tipo IgG ocorre na sifilis secundaria. As
reaginas, anticorpos nao especificos, sao produzidas em individuos infetados com sifilis, mas
também sao resultado de outras doengas infecciosas com lepra, tuberculose, malaria, hepatite,
bem como de determinadas doengas autoimunes. Estes anticorpos sao detetados nas
primeiras 4 semanas apos a infe¢ao primaria e os seus valores sao praticamente constantes
durante aproximadamente 6 meses. '**

O diagnostico da sifilis é realizado com base em testes seroldgicos, uma vez que a
bactéria responsavel pela doenga (T.pallidum) nao é capaz de crescer em meios de cultura
artificiais. Deste modo, sao realizados testes treponémicos e nao treponémicos. Os testes nao

treponémicos, como VDRL, baseiam-se na detegao de reaginas. Contudo, necessitam de

confirmagao através de um teste treponémico. *

O teste da sifilis TP (Abbott Diagnosis) é um teste treponémico, baseado na detegao
de anticorpos especificos contra a espiroqueta causadora da doenga. Este teste permite o
diagnostico da doenga, sendo também usado para a confirmagao de resultados positivos

obtidos através de testes nao treponémicos.

7.5. Marcadores Tumorais

Os marcadores tumorais sao substancias produzidas pelo tumor ou pelo sistema
imunitario em resposta a0 mesmo, mas também podem ser substancias presentes no tumor,
permitindo diferenciar uma célula normal e saudavel de uma célula tumoral. Alguns
marcadores tumorais sao usados para rastrear e diagnosticar cancro, contudo, sao pouco

especificos, apresentando maior utilidade na monitorizagio da doenca. '

48



7.5.1. PSA

O Antigénio Especifico da Prostata (PSA) € uma glicoproteina produzida pela prostata,
tornando-o um marcador especifico para o tecido da préstata. Contudo, nao € um marcador
especifico para o cancro da prostata, uma vez que niveis elevados de PSA nao indicam sempre
a presenca de um cancro da prostata, podendo estar aumentados quando ocorrem alteragoes
na estrutura glandular devido a uma inflamagao benigna ou maligna, prostatites e infegoes do
trato urinario. Da mesma forma, resultados dentro dos valores de referéncia também nao
indicam a auséncia de cancro da proéstata. Os niveis de PSA permitem uma monitorizagao da

progressao do tumor e da resposta do sistema imunitario ao tratamento. "3

A medicao do PSA total inclui duas fragoes distintas, a fragao que circula no sangue
complexado ou ligado a proteinas e a que existe livremente na circulagao sanguinea (PSA livre).
Este € um marcador que apresenta uma baixa especificidade na distingao entre cancro da

prostata e hipertrofia benigna da prostata. ***

O PSA livre, existe livremente na circulagao sanguinea, sendo um marcador mais
especifico do que o PSA total e que permite a distingao entre cancro da prostata e hipertrofria
prostatica benigna. Laboratorialmente, este marcador s6 é doseado se o valor de PSA total

for superior a 4 ng/mL. **

Geralmente, apos determinagao do PSA total e do PSA livre é calculada a razao PSA
livre / PSA total. Contudo, a avaliagao da razao PSA livre / PSA total é particularmente util
para valores de PSA total compreendidos entre 4 e 12 ng/mL. Valores mais baixos da relagao
estao associados a um maior risco de cancro da prostata, podendo ser necessario a realizagao
de uma bidpsia. Por outro lado, valores mais elevados estao mais relacionados com doenga
prostatica benigna. Sendo assim, a determinagao da mesma razao reduz a realizagao de bidpsias

desnecessarias. '3

7.6. Marcadores de Avaliacao da Funcao Tiroideia

7.6.1. TSH

A TSH (hormona estimuladora da tiréide) € uma hormona regulada pelo eixo

hipotilamo-hipdfise. E produzida na hipdfise, atuando ao nivel da glindula da tirdide. A sua
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producao e libertagao € estimulada pela TRH (hormona libertadora de tireotropina),
produzida no hipotalamo. A TSH apresenta um papel importante na modulagao das hormonas
produzidas pela tirdide, estimulando as células foliculares a produzir e secretar Tz e T4 O
controlo da secregao de TSH ocorre por feedback negativo, uma vez que uma diminuigao nos
niveis das hormonas tiroideias resulta num aumento da secregao sendo que contrario também
se verifica, aumentos nos niveis de hormonas da tirdide traduz-se numa supressao da TSH.
Apresenta utilidade no auxilio do diagnostico da maioria dos individuos com suspeita de
hipertiroidismo e hipotiroidismo. *

Um valor de TSH aumentado é o marcador principal e indicativo de hipotiroidismo
primario. O hipotiroidismo primario € uma condi¢ao clinica caracterizada pela deficiente
produgao de hormonas da tirdide, tendo varias etiologias e diferentes manifestagoes clinicas.
A baixa concentracao de hormonas tiroideias resulta num aumento da secrecao de TSH, o

que resulta em niveis elevados de TSH.*’

7.6.2. Hormonas tiroideias

A glandula da tiroide é estimulada pela TSH, produzindo e secretando duas hormonas
principais: triiodotironina (T3) e tiroxina (T4). Contudo, as hormonas tiroideias nao sao
produzidas em proporc¢oes iguais, a T4+ €& produzida em maior quantidade e so
aproximadamente 20% de T; é que se produz na tiroide. Verifica-se que a maioria da T3 resulta
de uma reagio de desiodinagio, que ocorre nos tecidos periféricos. 3

As hormonas tiroideias, geralmente encontram-se ligadas a proteinas transportadoras,
permitindo o aumento do seu tempo de meia vida e o transporte das mesmas. Entre as
proteinas de transporte destacam-se a globulina de ligagao a tiroxina (TGB), que apresenta
uma elevada afinidade pelas hormonas tiroideias, mas que existe em baixas concentragoes e a
albumina, que por outro lado apresenta uma afinidade reduzida pelas mesmas hormonas. No
entanto, a ligagdo da T3 e da T4 a as proteinas transportadoras torna-as inativas. ¢

Apenas cerca de 0,04% da T; é que se encontra na sua forma livre (T;livre), a forma
biologicamente ativa. No caso da T4 cerca de 0,02% é que se encontra na forma livre (T4 livre).
A T4 tem uma afinidade baixa pelo recetor nuclear da hormona da tirdide, o que indica que a
T; necessita de ser convertida na forma ativa Ts. 3%

A avaliagao da fungao da tiroide é realizada tendo por base os 5 marcadores basicos
referidos anteriormente: TSH, T3 total, T3 livre, T4 total e T4 livre. Contudo, a T;

livre e a T4 livre sao os marcadores mais relevantes para a avaliagao da fungao e das doengas

da tirdide. 38
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Caso Clinico 2

Um individuo de 25 anos do sexo masculino dirigiu-se ao laboratério, no ambito da
saude operacional, apds a chegada de uma missao militar. Foram realizados alguns parametros

analiticos. Os resultados obtidos e o seu historico encontram-se representados na Tabela 14:

Tabela 14- Boletim analitico do doente.

Valores de
Parimetro Resultado (10-01-2020) | Resultado (06-12-2018)
referéncia
AST 32 Ul/L 25 UI/L <34 UI/L
ALT 54 UI/L 54 UI/L <55 UI/L
v-GT 29 UI/L 46 UI/L <64 UI/L
Ac anti-HAV IgG Positivo Negativo -

Analisando os valores obtidos, podemos verificar que nao existe nenhum dano
hepatocelular, uma vez que as transaminases (AST e ALT) e a y-GT apresentam resultados
dentro dos valores de referéncia.

Contudo, verifica-se que o marcador da hepatite A, Ac anti-HAV IgG, apresenta um
valor positivo, sendo que este parametro anteriormente apresentava um resultado negativo.
O virus da hepatite A é responsavel por uma doencga aguda e auto-limitada, nunca evoluindo
para uma infecao croénica, além disso, alguns individuos infetados nao apresentam
sintomatologia. Deste modo, ha duas hipéteses possiveis: o individuo esteve em contacto com
o virus da hepatite A, tendo sido a infegao resolvida, ou foi vacinado.

Os Ac anti-HAYV IgG conferem protegao contra a reinfecao pelo virus da hepatite A,
sendo detetaveis durante toda a vida. Caso se tratasse de um caso de infegao, seria possivel
saber se esta se trataria de uma infegao recente ou de uma infe¢ao passada, recorrendo-se ao
doseamento dos Ac anti-HAV IgM. Se se tratasse de uma infegao recente, os dois marcadores

(Ac anti-HAYV IgG e Ac anti-HAYV IgM) poderiam ser detetados em simultaneo.
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8. BIOQUIMICA

A Bioquimica é uma area da ciéncia multidisciplinar que apresenta utilidade no auxilio
do diagndstico e monitorizagao de determinadas patologias e na monitorizagao da terapéutica.
Para além disso, € também neste setor que sao realizados os testes toxicoldgicos para a
pesquisa de determinadas drogas de abuso.

Este € um dos setores que apresenta maior grau de automatizagao, estando sujeito a
alteragoes continuas devido ao aparecimento e introdugao de novas tecnologias e ao
aparecimento de equipamentos cada vez mais sofisticados.

Permite a avaliagao de uma grande variedade de fluidos corporais, sendo as amostrais
mais comumente analisadas o soro, plasma e a urina, analisados no equipamento Architect®ci
8200, e o sangue total, analisado no equipamento ADAMS A, C®HA-8160.

Verifica-se a existéncia de diversos parametros bioquimicos, os quais permitem a
avaliagao de diversas fungoes do organismo, como as seguintes fungoes: renal, hepatica,
pancreatica e cardiaca. Para além disso, permite a realizagao da avaliagao muscular e o estudo
do equilibrio hidroeletrolitico, do metabolismo mineral, do metabolismo lipidico e do

metabolismo da glicose.
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9. MICROBIOLOGIA

A microbiologia permite o isolamento e identificagdo que organismos que nao sao
visiveis a olho nu, microrganismos. Alguns microrganismos existem naturalmente num dado
local do organismo, microbiota normal, enquanto outros sao capazes de causar doenga, sendo
microrganismos patogénicos. Estes podem ser bactérias, virus, fungos, parasitas. E, assim,
importante diferenciar a microbiota normal dos microrganismos patogénicos capazes de
causar doenca, num dado local especifico do organismo. '

No setor da microbiologia podem ser analisadas uma ampla variedade de amostras,
contudo, as mais comuns no laboratério sao: urina, fezes e exsudados nasais. Com menor
frequéncia, sao também avaliados exsudados purulentos de feridas, exsudados vaginais e
raspados de unhas.

Para a diferenciagao dos diversos microrganismos, primeiro procede-se a inoculagao
da amostra em meios de cultura apropriados. Posteriormente, procede-se a incubagao, tendo
sempre em conta uma temperatura e percentagem de oxigénio (O,) adequadas, que sao
fatores com elevada importancia para o crescimento dos microrganismos. Apods a incubagao,
observam-se as culturas e as caracteristicas de crescimento do microrganismo, sendo por
vezes necessario recorrer-se a coloragao de gram (para no caso de se tratar de uma bactéria,
diferenciar bactérias gram positivos de gram negativos). Para a identificagao de microrganismo
presente, € necessaria a obtengao de uma cultura pura, coldnias obtidas a partir de uma Unica
coldnica, de uma dGnica célula. E também a partir de uma cultura pura que se realiza o
antibiograma, isto €, determina-se a suscetibilidade dos microrganismos a diversos tipos de
antibidticos e variadas dosagens. Deste modo, o clinico tem capacidade de escolher o

antibiético mais eficaz contra o agente patogénico em questio. '
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10.FASE POS-ANALITICA

Finalmente, apos o processamento das amostras, os resultados sao sujeitos a uma
primeira validagao por cada um dos técnicos responsaveis pela valéncia em questao, sendo a
validagao final feita pelo Diretor Técnico, Dr. Mario Joao Roque. Na validagao dos resultados,
€ sempre tido em conta o historial do doente e as condigoes da amostra.

Apos a validagao, os resultados sao transmitidos ao doente, eletronicamente ou
impressos e entregues em mao. Quando sao encontrados resultados criticos, estes devem ser

comunicados de imediato. '
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11.CONCLUSAO

O estagio curricular inserido no ambito do Mestrado em Analises Clinicas permite um
contacto direto e diario com a rotina laboratorial. Para além disso, possibilita a consolidagao
e aplicagao de todos os conhecimentos teoricos adquiridos no decorrer do mestrado a
componente pratica laboratorial. E, ainda, uma oportunidade para a aquisicio de novos
conhecimentos, conceitos e para o contacto com diferentes métodos e técnicas.

Uma vez que se verifica, cada vez mais, um aumento do grau de automatizagao nos
diferentes setores das andlises clinicas, é fundamental a existéncia de espirito critico, tanto
para a interpretagao dos resultados obtidos, como para a sua validagao. Sendo assim, é
essencial ter em conta o historico do doente. Consequentemente, reduz-se a possibilidade de
serem transmitidos resultados incorretos.

Por ultimo, o estiagio foi uma etapa final no mestrado de extrema relevancia,
contribuindo para a formagao profissional e pessoal e para a fomentagao do espirito de

trabalho em equipa, permitindo ainda a aquisi¢ao de autonomia.
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