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RESUMO

Neste relatério estao descritas as atividades desenvolvidas nos cinco meses de estagio
no SYNLABHEALTH ALENTEJO, na cidade de Evora, integrado no plano curricular do

Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra.

A realizagao deste estagio permitiu consolidar e aplicar os conhecimentos adquiridos
na componente teorica do mestrado, possibilitando vivenciar a rotina diaria de um laboratério
de analises clinicas. Além de abordar o fluxo laboratorial, referindo as amostras, equipamentos,
métodos e parametros mais frequentemente determinados, este relatorio apresenta uma
caracterizacao do local de estdgio e destaca ainda a importancia das diversas fases do processo

analitico bem como do controlo de qualidade interno e da avaliagao externa da qualidade.

Durante o estagio tive a oportunidade de contactar e executar diferentes técnicas nas
areas de Bioquimica, Imunologia, Hematologia e Microbiologia. Contudo, neste relatério serao

desenvolvidas com mais detalhe as areas da Hematologia e Imunologia.

Palavras-chave: Anilises Clinicas, Imunologia, Hematologia, Microbiologia, Controlo de

Qualidade.

ABSTRACT

This report describes the activities developed in the five-month internship, at
SYNLABHEALTH ALENTEJO, in the city of Evora, included in the curricular plan of the

Master’s Degree in Clinical Analysis at the Faculty of Pharmacy of the University of Coimbra.

Performing this internship allowed the consolidation and application of the knowledge
acquired in the theoretical component of the master, enabling to experience the daily routine
of a clinical analysis laboratory. In addition to the laboratory flow, referring the samples,
equipment, methods and parameters most frequently determined, this report presents a
characterization of the internship place and highlights the importance of the various phases of
the analytical process, as well as intern quality control and quality extern evaluation. During
this internship it was possible to contact and perform several techniques in the fields of
Biochemistry, Immunology, Hematology and Microbiology. However, in this report the areas

of Hematology and Immunology will be developed in more detail.

Keywords: Clinical analysis, Immunology, Hematology, Microbiology, Quality Control.
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I.INTRODUCAO

As analises clinicas sao uma ferramenta imprescindivel na prevengao, diagnostico e
controlo da terapéutica de inlmeras patologias. Esta € uma area multidisciplinar que funciona
como servico complementar de diagnodstico, o que lhe confere um elevado grau de
responsabilidade. Além disso, a garantia da qualidade é um aspeto imprescindivel em todo o
processo analitico, desde a fase pré-analitica até a fase pos-analitica, permitindo que esta seja

executada com elevado rigor.

O presente relatorio tem como objetivo descrever as atividades desenvolvidas no
decorrer do estagio curricular do Mestrado em Andlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra, realizado nos meses de abril a setembro de 2021, no
SYNLABHEALTH ALENTEJO. Para atingir o objetivo pretendido, o plano de estagio consistiu
no desenvolvimento de atividades laboratoriais nos setores de Bioquimica, Imunologia,
Hematologia e Microbiologia do SYNLABHEALTH ALENTEJO, nos quais participei de forma

ativa na rotina laboratorial.

Desta forma, é possivel a elaboragao do presente relatério de estagio onde estio
descritas informagoes relativas a caracterizacdo do laboratério de estagio, controlo de
qualidade interno e avaliagao externa da qualidade, fase pré-analitica, fase analitica, fase pos-
analitica e uma descricaio mais detalhada dos equipamentos, métodos e procedimentos
utilizados e dos parametros determinados nas valéncias de Hematologia e Imunologia. As
valéncias de Bioquimica e Microbiologia serao abordadas de uma forma breve e bastante

resumida.

2. CARACTERIZAGCAO DO LABORATORIO

O SYNLABHEALTH ALENTEJO, SA, localizado na cidade de Evora, faz parte do grupo
SYNLAB, que engloba as marcas Synlab e Labco, e constitui uma empresa lider do mercado
em servigos de diagnostico clinico, permitindo aos seus utentes beneficiar de uma da maior
rede regional de centros de andlises clinicas, o que permite a disponibilidade de um servigo

mais rapido e com elevada qualidade.

O SYNLABHEALTH ALENTEJO é composto por dois pisos. O piso superior é
constituido por uma recegao, uma sala de espera, quatro salas de colheitas, duas casas de
banho para utentes e uma zona de triagem de amostras. O piso inferior é constituido por

diversos setores tais como, o setor da Bioquimica, Imunologia, Hematologia, Hematologia Il e



Bioquimica, Serologia, Urianalise, Microbiologia e possui ainda uma sala de lavagens. Neste
piso existe também uma sala de Secretariado onde é realizada a impressao de boletins
analiticos e a faturagao, um gabinete da diregao técnica, uma copa e as casas de banho e salas

de vestuario dos colaboradores.

Em consequéncia da situagcao pandémica que se vive nos ultimos anos, para além destas
instalacoes, o SYNLABHEALTH ALENTEJO possui ainda novas instalagoes adjacentes ao
laboratério central, onde se realizam apenas colheitas de amostras nasofaringeas para detecao

de SARS-COV-2, agente viral que provoca a doenga COVID-19 responsavel pela pandemia.

A equipa de trabalho do SYNLABHEALTH ALENTEJO, sob a diregao técnica do
Doutor Fernando Calisto, é constituida por 4 Farmacéuticos especialistas em Analises Clinicas,
I5 Técnicos de Diagnosticos e Terapéutica e 9 administrativos. Além destes, varios
enfermeiros e Técnicos de Diagnostico e Terapéutica realizam colheitas nos diversos postos

de colheitas.

3. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

O SYNLABHEALTH ALENTEJO ¢é um laboratorio central em que, além das colheitas
realizadas neste, recebe ainda amostras de 54 postos de colheitas abrangendo os distritos de

Evora, Beja e Portalegre.

O laboratorio possui um horario de funcionamento de segunda a sexta-feira das 8h as
I8h, e aos sabados entre 9h e o |2h, recebendo uma média de amostras diarias de cerca de
500 a 600 utentes. Todo o procedimento que envolve a andlise de amostras, desde a sua
colheita até a emissao dos resultados €, de uma forma generalizada e sucinta, o seguinte: as
amostras bioldgicas sao colhidas e rececionadas no laboratério, passam pelo processo de
triagem e posteriormente sao separadas e enviadas para os diversos setores do laboratorio,
onde sao realizadas todas as analises requisitadas. Numa fase final, os resultados sao obtidos,
validados por profissionais qualificados e enviados ao utente. Este processo é descrito com

maior detalhe em seguida.

3.1 Fase Pré - Analitica

No SYNLABHEALTH ALENTEJO tanto no laboratério central como nos postos de
colheitas, o primeiro contacto do utente com o laboratério é a rececao. Nesta é feita a

inscricao do utente e, previamente a colheita de produtos bioldgicos, € verificada a credencial



médica e confirmadas todas as analises requeridas pelo médico, bem como o cumprimento de

todos os requisitos necessarios para a realizagao das anadlises pretendidas.

Na sequéncia da inscricao, a cada utente € atribuido uma identificagao de trés letras e
quatro numeros, exemplo: XXX 0000, sendo as trés letras correspondentes ao local de
colheita (cada local de colheita possui um codigo representativo do mesmo) e os numeros
correspondentes a identificagao do utente. Esta identificagao vai ser o método de codificagao
que ira acompanhar todas as amostras de cada utente desde a fase pré-analitica até a fase pos-
analitica. Apos a inscrigao, confirmagao de credenciais e verificagao de cumprimento de
requisitos necessarios a realizagao das analises é posteriormente realizada a colheita das

amostras bioldgicas.

COLHEITA DE AMOSTRAS

Neste laboratério a colheita de amostras sanguineas é feita pelo método de colheita
aberta, no qual é utilizada uma seringa e agulha e colhido o volume de sangue adequado para
a distribuicao por todos os tubos necessarios. Deve sempre ser respeitada uma ordem
especifica de distribuicao pelos diversos tubos sendo essa a seguinte: o primeiro tubo devera
ser o tubo de soro, em seguida o tubo de citrato de sdédio, o tubo de fluoreto de potassio e
por fim o tubo de EDTA K3. A amostra obtida e as andlises executadas de cada amostra estao

descritas na Tabela I.

Além de colheita de amostras sanguineas podem ser realizadas colheitas de outros
tipos de amostras como urina, fezes ou exsudatos. A colheita de urina, nomeadamente a
colheita de urina ocasional corresponde a recolha da primeira urina da manha, uma vez que é
a mais concentrada, para um contentor estéril sem conservantes, devendo a amostra ser
refrigerada no periodo entre a colheita e a entrega no laboratorio. A colheita de urina assética
utilizada para execugao de analises bacteriologicas, deve ser realizada de forma estéril em que,
apos a lavagem da zona genital o primeiro jato de urina é rejeitado e o restante é colhido para
um contentor estéril. Para além destas, pode ainda ser colhida a urina de 24h, que consiste na
recolha de todas as urinas realizadas num periodo de 24h, desprezando a primeira urina da

manha do dia inicial e incluindo a primeira urina da manha do dia de término.

A colheita de fezes utilizada para pesquisa de sangue oculto ou para realizagio do
exame parasitologico consiste na recolha de amostras fecais em 3 dias diferentes para
contentores estéreis que devem ser conservados entre 2 - 8°C até ao prazo maximo de cinco

dias. Para a realizagdo da coprocultura é necessaria também a colheita de amostras de fezes,



no entanto estas tém de ser colocadas num recipiente que contém meio de transporte, sendo

este fornecido pelo laboratério.

Tabela | - Descri¢ao sumaria dos tubos utilizados com indicacdo do produto obtido e os testes

executados de cada amostra

COR DO TUBO ANTICOAGULANTE PRODUTO DETERMINACOES
ATIVADOR DA COAGULACAO Soro Bioquimica, Imunologia
e Serologia

Provas da Coagulacido

CITRATO DE SODIO Plasma Tempo de Trombina, Tempo
de Tromboplastina Parcial
Ativado e Fibrinogénio

FLUORETO DE POTASSIO Plasma Glicose

Hematologia

EDTA K
) 3 Hemograma, Velocidade de
- (Acido etilenodiamino Sangue Total Sedimentacio, Reticulécitos,
HbA | c, Eletroforese de

tetra-acético tripotassico) Hemoglobinas e Tipagem

Grupo Sanguineo ABO

A colheita de exsudatos vaginais é realizada com recurso a uma zaragatoa que é rodada
sob a mucosa vaginal. No caso do exsudato vaginal e anal, o procedimento de colheita é
idéntico ao do exsudato vaginal incluindo também a insercao da zaragatoa no canal anal. A
colheita de exsudatos uretrais € realizada com uma zaragatoa fina, que é inserida no orificio
da uretra do utente e rodada sob as paredes da mesma. A colheita de exsudatos faringeos,
nasais e auriculares é realizada de forma semelhante com insergao e rotagao da zaragatoa nos
respetivos locais. Em todos estes tipos de exsudatos, com exce¢ao do exsudato vaginal e anal,
sao sempre colhidas 2 zaragatoas. A primeira zaragatoa é utilizada para a realizagao de

esfregacos em lamina, feitos em duplicado no ato de colheita, em que uma das laminas é

D~

visualizada “a fresco” e a outra lamina é visualizada apos coloragao. A segunda zaragatoa
colocada num meio de transporte para posteriormente se executar a cultura em diversos
meios (descritos no Anexo A). No exsudato vaginal e anal é colhida apenas uma zaragatoa que

é colocada em meio de transporte para semear em meios de cultura.
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RECEGCAO DE AMOSTRAS

As amostras bioldgicas vindas dos postos de colheitas, chegam ao laboratério central
onde ¢é feito um rigoroso controlo das mesmas. Estas amostras vém acondicionadas em
contentores térmicos e, ao chegarem ao laboratorio, é avaliada a temperatura das amostras,
que nao pode exceder 20°C, e dos termoacumuladores que vém no interior de cada contentor
térmico, que nao pode exceder os 8°C, permitindo controlar a temperatura a que as amostras
foram transportadas. A acompanhar as amostras, é enviado um relatério com a indicagao de
qual é o posto de colheitas, quem fez a colheita das amostras e quantas amostras
correspondem a cada utente (amostras de sangue, urina, fezes, exsudatos, entre outras)
permitindo assim fazer o controlo de que todas as amostras colhidas de cada utente chegam

ao laboratorio (Figura ).

TRIAGEM DE AMOSTRAS

Ap6s realizada a colheita de amostras bioldgicas, o processo de triagem das mesmas é
iniciado. Nesta etapa as amostras sao rececionadas, sofrem um tratamento pré-analitico e sao
depois enviadas para os diferentes setores do laboratério (Figura I). A rececao de produtos
biologicos é feita através do sistema informatico através da leitura do codigo de barras de cada

amostra, permitindo controlar de forma eficaz a execuc¢ao de todas as andlises de cada utente.

Nesta fase € verificada a conformidade das amostras e se a mesma esta de acordo com
os critérios estabelecidos pelo laboratoério para a aceitagdo das amostras. Apesar de todo o
controlo realizado, nem sempre as amostras estao de acordo com os parametros necessarios
para a aceitagao das mesmas, e por isso estao definidos critérios para a rejeicao de amostras.
Os critérios mais frequentes para a rejeicao de amostras neste laboratério sio amostra
insuficiente, amostra hemolisada, amostra coagulada e amostra nao adequada a andlise

pretendida.

Apbs verificagao da conformidade das amostras, € iniciado o tratamento pré-analitico
das amostras bioldgicas. As amostras sanguineas posteriormente a colheita necessitam de
aguardar cerca de |5 minutos antes de serem centrifugadas. Os tubos de soro sao
centrifugados a 4000 rpm durante 10 minutos a 20°C. Os tubos de citrato de sédio e de

fluoreto de potassio sao centrifugados a 3000 rpm durante |5 minutos a 20°C.

21



illl'

il

Sangue

L

o ][] ][] Laboralélriolllll
— 0 central
[ Befaltst kil

O (O U el wnums) )

|
®

= el D

] |

\'%4
[ Bloqmmlca] [ Serologla HHematoIogla]

Imunologla

Figura | - Fluxograma representativo da Colheita, Rececdo e Triagem das amostras.

3.2 Fase Analitica

A fase analitica engloba os procedimentos laboratoriais, nomeadamente de execugao
laboratorial e validagao técnica dos resultados. A esta fase do procedimento laboratorial
corresponde a menor percentagem de erros que ocorre a nivel laboratorial e isto deve-se,
em parte, a automatizagao da maioria dos ensaios realizados e por outro lado, a existéncia de
um controlo de qualidade bastante rigoroso.' Além disso, a participagio deste laboratério em
programas de avaliagao externa da qualidade permite a garantia de uma elevada exatidao dos
resultados obtidos. O laboratério possui as valéncias de Bioquimica, Microbiologia,
Hematologia e Imunologia, sendo que estive presente na fase analitica em todas estas areas.

Os equipamentos utilizados em cada setor deste laboratério estao descritos na Tabela Il.
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Tabela Il - Equipamentos utilizados no laboratério SYNLABHEALTH ALENTEJO.

SETOR EQUIPAMENTOS PARAMETROS ANALITICOS

Identificagdo de Microrganismos
Microbiologia VITEK® 2 Compact Teste de Suscetibilidade aos
Antimicrobianos

ADVIA® 1800 Chemistry System Parametros Bioquimicos
Variant Il Turbo Hemoglobin Testing System HbAIc
Bioquimica AUTION MAX™ AX — 4280 Anilise de Urinas

Eletroforese de Hemoglobinas

HYDRASIS da Sebia Eletroforese de Proteinas

SYSMEX XN — 550 Hemograma
Contagem de Reticulécitos

Hematologia

VES MATIC CUBE 80 Velocidade de Sedimentacao
SYSMEX CA - 620 Provas da Coagulagao
IMMULITE 2000 Anticorpos

Marcadores tumorai
ADVIA® CENTAUR XP Immunoassay System arcadores fmorals
Hormonas

Imunologia Mini VIDAS Confirmagio de resultados de

anticorpos IgM positivos

Grupos Sanguineos e Teste de Coombs

Banjo ID Reader .
Indireto

3.3 Fase Pés - Analitica

A fase pos analitica corresponde a ultima etapa de todo o processo analitico. Esta
compreende a validagao biopatoldgica dos resultados e a emissao do boletim de resultados. A
validagao dos resultados engloba a andlise das condigoes de execugao dos ensaios e
procedimentos operativos, tendo em consideragao a avaliagao do Controlo de Qualidade

Interno (CQI) e a conformidade dos resultados obtidos com a histéria clinica do utente.

A andlise dos resultados obtidos a nivel laboratorial fornece dados decisivos e
importantes para a correta prestagao de cuidados de saude e por isso, a validagio dos
resultados é apenas executada por médicos ou farmacéuticos especialistas. Apos a validagao

dos resultados pelo clinico estes sao enviados e entregues ao utente.

4. CONTROLO DE QUALIDADE

Os laboratorios de andlises clinicas devem fornecer servicos de elevada qualidade,
produzindo resultados exatos, precisos e relevantes que permitam obter um diagnéstico
clinico e tratamento do utente. A qualidade é definida como a capacidade que um produto ou

servigo tem para satisfazer as necessidades do cliente. Por isso, assegurar que se trabalha com
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qualidade no laboratério de analises clinicas € um parametro crucial e essencial ao seu

funcionamento.

Considerando que qualquer decisao médica depende dos resultados obtidos, a garantia
da qualidade deve ser a preocupagao central e constante de todos os colaboradores do
laboratério. O desenvolvimento de um sistema da qualidade é imprescindivel para o
desenvolvimento de atividades e correto desempenho profissional nos laboratorios de andlises
clinicas ou de patologia clinica. Com esse objetivo, e de forma a garantir que todos os
laboratérios trabalham de forma uniforme, rigorosa e com elevada qualidade foi criado o
Manual de Boa Praticas Laboratoriais (MBPL) de acordo com o Despacho 10009/2019 de 5 de
Novembro. De acordo com o MBPL, “a garantia da qualidade engloba um conjunto de agdes
preestabelecidas e sistemadticas necessdrias para se obter a garantia de que um produto ou servico,

satisfaz determinadas exigéncias de qualidade”.*

O SYNLABHEALTH ALENTEJO mantém os niveis de qualidade de acordo com as
Normas ISO 9001, ISO 15189 e Manual de Boas Praticas Laboratoriais (MBPL), permitindo

assim disponibilizar os melhores servigos aos seus clientes.

4.1 Controlo de Qualidade Interno

Encontra-se atualmente implementada a existéncia de um programa de Controlo de
Qualidade Interno (CQI) definido pela Organizagao Mundial de Saiide como “um conjunto de
procedimentos que permitem avaliar de forma continua o trabalho laboratorial e os resultados
obtidos”.' Para isso, no laboratério, o responsavel de cada secgio realiza diariamente a analise
de amostras controlo, sendo estas amostras com uma composi¢ao qualitativamente e
quantitativamente definida, que tem como principal objetivo avaliar a precisao e exatidao dos
resultados laboratoriais obtidos.” Estas amostras controlo sio processadas previamente e nas
mesmas condigoes das amostras biologicas. Os resultados obtidos do CQI sao transferidos
automaticamente para o sistema informatico de controlo da qualidade que se encontra
implementado no laboratério, o programa Unity Real Time da BioRad. Este programa tem
estabelecidos limites de aceitacao de amostras controlo, comeg¢ando com os limites inscritos
nas bulas e calculando limites proprios com base numa média movel obtida ao longo do tempo.
A andlise das cartas de controlo é feita utilizando as Regras de Westgard e, sempre que o
resultado de um controlo de qualidade interno nao esteja de acordo com os limites
estabelecidos nas Regras de Westgard, sao aplicadas medidas corretivas com o objetivo de

assegurar a garantia da qualidade. Algumas dessas medidas passam pela calibragao da técnica.
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No SYNLABHEALTH ALENTEJO a gestao da politica de qualidade esta a cargo da Dra. Maria

Gabriel Barroca.

4.2 Avaliacao Externa da Qualidade

Para além de avaliar o nivel de precisao dos resultados obtidos, através da avaliagao do
CQI, é necessario avaliar a exatidao da técnica. A participagdo em programas de Avaliagao
Externa da Qualidade (AEQ) permite assegurar a exatidao dos resultados obtidos através da
comparagao inter-laboratorial. Esta avaliagao que consiste na analise de amostras enviadas por
entidades organizadoras com valor conhecido pela entidade organizadora e desconhecido para
os laboratodrios participantes, sendo estas analisadas de forma semelhante e paralela a amostras
presentes no normal funcionamento do laboratério. Os resultados obtidos sao
posteriormente enviados para a entidade organizadora. Esses resultados sao analisados,
revistos e avaliados por especialistas e comunicados aos participantes, sendo que, sempre que
estes resultados nao estejam de acordo com os critérios de desempenho da entidade
organizadora, deverao ser aplicadas medidas corretivas e uma avaliagao posterior da eficacia

das mesmas.

O SYNLABHEALTH ALENTEJO participa em programas de AEQ nacionais e
internacionais, nomeadamente o Programa Nacional de Avaliagao Externa da Qualidade
(PNAEQ), o programa Randox International Quality Assessment Scheme (RIQAS), Sociedad
Espanhola de Hematologia y Hemoterapia (SEHH) e Sociedad Espariola de Quimica Clinica (SEQC).

5. BIOQUIMICA

A bioquimica é uma area multidisciplinar que permite explorar e avaliar processos
quimicos e fisico-quimicos com o objetivo de avaliar a composigao e concentragao de diversos

analitos no organismo.

O analisador automatizado utilizado neste laboratério para a determinagao de
pardmetros bioquimicos é o ADVIA® 1800 Chemistry System da SIEMENS. Este equipamento
esta acoplado ao ADVIA® CENTAUR XP Immunoassay System através de um brago robético,
o VERSACELL® X3, que permite a interligacio dos dois equipamentos. As amostras utilizadas
neste setor sao o soro e a urina, utilizados para determinagdes bioquimicas e o plasma

fluoretado, utilizado para a determinagao da concentragao sérica de glicose.
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O ADVIA® 1800 Chemistry System utiliza a espectrofotometria para a determinagio
dos parametros alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase
alcalina (ALP), gama glutamiltransferase (y-GT), bilirrubina direta, bilirrubina indireta,
bilirrubina total, proteinas totais, albumina, acido Urico, creatinina, ureia, amilase, ferro,
ferritina, capacidade total de fixagdo do ferro (TIBC), cilcio, magnésio, fésforo, glicose,
colesterol total, high density lipoprotein (HDL), low density lipoprotein (LDL), triglicéridos,
creatina cinase (CK), lactato desidrogenase (LDH), fator reumatoide (RF), proteina C reativa
(PCR) e a antiestreptolisina-O (ASO). O aparelho permite ainda o calculo de pardmetros
como a taxa de filtragdo glomerular (TFG). O ionograma, que inclui a quantificagao de sodio,

potassio e cloreto, é determinado através da utilizagao de elétrodos seletivos de ices (ISE).

A quantificagao da hemoglobina glicada (HbA I c), realizada pelo aparelho Variant Turbo
Il Hemoglobin Testing System da BioRad é realizada por cromatografia liquida de alta
performance por troca ionica (HPLC, do inglés High-Performance Liquid Chromatography). A
eletroforese de proteinas séricas € realizada pelo equipamento Hydrasis da Sebia, sendo a

quantificagao de cada uma das classes de proteinas determinada por densitometria.

Para além de todas estas determinagoes, deste setor faz parte a andlise bioquimica de
urinas tipo Il, realizada pelo equipamento AUTION MAX™ AX — 4280 da Menarini. Este
aparelho utiliza tiras-teste que permitem a determinagao de parametros bioquimicos como o
pH, leucocitos, sangue, glicose, proteinas, bilirrubina, urobilinogénio, corpos cetonicos e

nitritos, para além de efetuar também uma avaliagao da cor e turvagao da amostra.

Durante a minha permanéncia neste setor foi possivel participar de forma ativa na
rotina, adquirindo conhecimentos sobre o funcionamento e manutengao destes equipamentos,
aplicagao de CQI e amostras da AEQ e gestao de stock de reagentes e consumiveis. Ainda foi
possivel percecionar que o doseamento de parametros como a glicémia, o colesterol, os
triglicéridos e o ionograma sao as determinagoes que fazem parte de quase todos os perfis de
rotina e por isso constituem os parametros bioquimicos mais pedidos na rotina laboratorial.
Adicionalmente, foi ainda possivel perceber que amostras cujos valores estejam muito
distantes dos valores do intervalo de referéncia é necessario confirmar com um duplo ensaio

de forma a garantir a fiabilidade do resultado.
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6. MICROBIOLOGIA

A microbiologia é area da ciéncia que se dedica ao estudo de todos os microrganismos
como bactérias, virus, fungos e parasitas. Neste setor sao rececionadas amostras para pesquisa
de diversos microrganismos, nomeadamente amostras de urina, fezes ou exsudatos sendo que,
a marcha analitica difere mediante o produto bioldgico e o tipo de microrganismo que se

pretende avaliar.

A detegao de infegoes urinarias € feita a partir da colheita de amostras de urina assética,
que sao utilizadas para a urocultura. Esta analise é dividida em duas partes: o exame direto e
o exame cultural. O exame direto consiste na analise do sedimento urinario para detegao e
quantificagao de células epiteliais, leucocitos, eritrocitos, presenga de cristais, bactérias ou
fungos. O exame cultural consiste na inoculagao de meios de cultura para avaliar o crescimento
de microrganismos patogénicos (descritos no Anexo A, Tabela VI). As amostras de urina
ocasional sao utilizadas para o diagndstico imunologico da gravidez (DIG), feito através de

testes rapidos imunocromatograficos.

As amostras de fezes rececionadas podem ter diversas finalidades como a pesquisa se
sangue oculto, o exame parasitoldgico, que tal como nome indica permitem identificar a
presenca de sangue ou parasitas respetivamente, ou ainda a coprocultura. A coprocultura tem
como principal finalidade a detecao de microrganismos causadores de infegoes

gastrointestinais, sendo para isso inoculados varios meios de cultura (Anexo A, Tabela VII).

O diagnostico de infegoes urogenitais pode ser feito através da analise de exsudatos
vaginais, exsudatos vaginais-anais e/ou exsudatos uretrais. Esta analise compreende trés partes:
o exame direto a fresco, o exame direto apos coloragao e o exame cultural. No exame cultural
estes produtos sao semeados em meios de cultura mediante o local de colheita da amostra, o
produto bioldgico em questao, o microrganismo de suspeita e de acordo com o sexo e idade
do utente (descritos no Anexo A, Tabela VIIlI). Com menos frequéncia, sao ainda rececionados
produtos como exsudatos faringeos, nasais, auriculares e amostras de pus ou expetoragao. A
analise de cada uma destes é feita de acordo com o pedido do médico e o agente patogénico
que se suspeita, passando pela anilise de um exame direto apos coloragao e exame cultural

que compreende a inoculagao de varios meios de cultura (Anexo A, Tabela VIII).

Na presenga de um exame cultural positivo, para qualquer uma das amostras referidas
anteriormente, a identificacido do agente patogénico é feita de forma automatizada pelo

equipamento VITEK® 2 Compact da Biomérieux, através de cartas de identificagio de
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microrganismos. Para além da identificagado do microrganismo, é realizado também o teste de

suscetibilidade aos antimicrobianos que permite auxiliar no tratamento da infegao.

Neste setor pude participar de forma ativa em varias fases dos procedimentos que
englobam a marcha analitica de cada produto biologico, nomeadamente a preparagao das
amostras para a execugao das analises necessarias, tendo sido possivel a realizagao de
sementeiras de amostras de urina, fezes e exsudatos, realizagao de pesquisa de sangue oculto
nas fezes, exames parasitologicos, visualizagao de sedimentos urinarios, realizagao de

antibiogramas e identificagao de microrganismos.

7. HEMATOLOGIA

A Hematologia ¢ a area da ciéncia que se dedica ao estudo do sangue. O sangue é um
fluido constituido por um componente celular e um componente acelular. Os globulos
vermelhos ou eritrocitos, os glébulos brancos ou leucécitos e as plaquetas ou trombécitos
constituem os elementos celulares do sangue, sendo estes transportados num liquido
complexo designado de plasma que constitui o componente acelular do sangue.’ Cerca de 55%
da constituicao do sangue é plasma e os restantes 45% correspondem a fragao dos elementos
celulares, sendo que cerca de 99% dos elementos celulares do sangue corresponde aos
eritrocitos e apenas cerca de |% corresponde aos leucécitos e plaquetas.” O plasma é
maioritariamente constituido por agua (90%) e diversas substiancias como proteinas,
lipoproteinas, metabolitos, fatores de coagulacao, glicose e outras numa menor concentragao,

como por exemplo ides.’

7.1 Hematopoiese

A hematopoiese é o processo continuo e regulado de formagao, desenvolvimento,
renovagio e diferenciagio dos diversos tipos de células sanguineas.’ Os precursores das
células sanguineas sao as células estaminais hematopoiéticas (HSC, do inglés Hematopoietic
Stem Cell) que se encontram na medula ossea. Estas células conseguem responder a fatores de
crescimento hematopoiéticos que permitem a estimulagao da diferenciagao e maturagao bem
como interferem na fungio de células sanguineas maduras.” De cada célula estaminal
hematopoiética, e por agao dos fatores de crescimento, ocorre a proliferagao de células
precursoras da linhagem mieloide ou de células precursoras da linhagem linfoide (Figura 2).?
O precursor da linhagem mieloide da origem as linhagens eritroide que origina os eritrocitos,

o da linhagem granulocitica origina os neutrdfilos, eosindfilos e basofilos, o da linhagem
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monocitica origina os mondcitos e o da linhagem megacariocitica origina as plaquetas. Por
outro lado, a linhagem linfoide origina linfécitos T (do inglés Thymus) que sofrem maturagao
no timo, os linfocitos B (do inglés Bone Marrow) que sofrem maturagao na medula 6ssea e as

células NK (do inglés Natural Killer).?
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Figura 2 - Diagrama esquematico da hematopoiese com representacao das células precursoras e
células maduras de cada linhagem (Adaptado de Hoffbrand, A.V., Moss, P.A.H., 2013, Essencial
Haematology. 6th edition Wiley-Blackwell).

7.2 Hemostase

A hemostase é um processo fisiologico complexo que tem como finalidade a
manutengao do sangue no estado liquido e, quando necessario ocorrer a formagao de um
coagulo para cessar a hemorragia. O processo é constituido por trés mecanismos: a hemostase
primaria, a hemostase secundéria e a fibrindlise.’ Na presenca de uma lesio ocorre a ativacio
da vasoconstrigao e a formagao do agregado plaquetar que atuam numa fase inicial e de forma
rapida constituindo o mecanismo designado por hemostase primaria. No entanto, para
controlar hemorragias de grandes dimensoes, este mecanismo isoladamente nao é eficaz a
longo prazo, e por isso o codgulo tem de ser reforcado com fibrina. O mecanismo designado
de hemostase secundaria corresponde a ativagao de uma série de proteinas plasmaticas pro-

coagulantes, designadas de fatores da coagulagao, que circulam na corrente sanguinea, inativos,
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na forma de proenzimas. Na presenca de uma lesao, ocorre a exposi¢ao ao fator tecidular,

desencadeando a ativacio de um processo denominado por cascata de coagulacio (Figura 3).?

A cascata de coagulagao é um mecanismo complexo que envolve varias reagoes, sendo
constituida por trés vias: a via extrinseca, a via intrinseca e a via comum (Figura 3).> A via
extrinseca é constituida pelos fatores |, Il, V, VII, X. sendo o tempo de protrombina (TP) o
parametro utilizado para avaliar esta via. A via intrinseca é constituida pelos fatores |, II, V, VIII,
IX, X, Xl, Xll, sendo o tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa) o parametro utilizado
para avaliar esta via. Estas duas vias tém em comum os fatores |, I, V e X que constituem uma
terceira via designada de via comum, uma vez que contém os fatores comuns a via extrinseca
e intrinseca. As vias extrinsecas e intrinsecas levam a ativagao do fator X que inicia a via comum
que tem como finalidade a formagao de trombina, uma enzima que converte o fibrinogénio
(fator I) em fibrina formando assim o codgulo de fibrina. A fibrindlise é o evento final do
mecanismo da coagulagao em que ocorre a degradagao e remocao do coagulo de fibrina, a

medida que a lesio vai cicatrizando.?

Via Intrinseca Via Extrinseca
Xl — Xlla TF

IX —p IXa Via comum TF:Vlila €4— VII

X
Vil — Villa——p

Xa

Il (prothrombin) p  (thrombin)

Fibrinogen ————————p Fibrin monomer

Fibrin polymer
¢<—Xllla <Xl

Cross-linked fibrin clot

Figura 3 - Esquema simplificado do mecanismo de ativacdo da Cascata de Coagulacdo. A via
extrinseca é constituida pelos fatores |, Il, V, VII, X e a via intrinseca é constituida pelos fatores |, II, V, VIII, IX,
X, Xl, XIl. As vias extrinsecas e intrinsecas levam a ativagao do fator X que inicia a via comum que tem como

finalidade a formagao do coagulo de fibrina culminando na formagao do coagulo de fibrina. (Adaptado de

Hoffbrand, A.V., Moss, P.A.H., 2013, Essencial Haematology. 6th edition Wiley-Blackwell).
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7.3 Amostras

O sangue total é a amostra utilizada no setor de Hematologia para a realizagao dos
hemogramas, velocidade de sedimentagao e contagem de reticulocitos. As amostras sao
colhidas para tubos com acido etilenodiamino tetra-acético tripotassico - EDTA K3 uma vez
que este anticoagulante através da sua acio quelante de ides Ca’, inibe a cascata de
coagulagao. Este é o anticoagulante de eleicao em hematologia pois permite a preservagao dos
componentes celulares do sangue.® A quelagio de ides Ca** pelo EDTA K3 é uma reagio
irreversivel, e por isso, estas amostras nao podem ser utilizadas para os testes da coagulagao.
Por esse motivo, para a realizagao das provas de coagulagao o anticoagulante utilizado ¢é o
citrato de sodio. Este é também um agente quelante de ides Ca** mas, ao contrario do EDTA
K3, a reacio é facilmente reversivel pela adicio de ides Ca**.> O volume de sangue que deve
ser colhido para os tubos de EDTA K3 e citrato de sodio deve ser o volume indicado no tubo
de forma a manter a proporgao entre o volume de sangue e de anticoagulante. No entanto,
este € um aspeto critico no caso dos tubos de citrato de sodio uma vez que os analisadores

automaticos adicionam quantidades de Ca** em fungao do volume de sangue colhido.®

7.4 Equipamentos e Métodos
SYSMEX XN-550

O SYSMEX XN-550 é um equipamento automatizado utilizado para determinagao do
hemograma e contagem de reticulocitos, permitindo efetuar uma analise qualitativa e
quantitativa dos elementos celulares constituintes do sangue em que, para além dos
parametros habituais, permite ainda a determinagao de pariametros como a contagem de
eritrocitos nucleados (NRBC, do inglés Nucleated Red Blood Cells) e granulécitos imaturos (IG,
do inglés Immature Granulocytes). Este equipamento utiliza uma combinagao de varias
metodologias para efetuar a determinagdo destes parametros, estando estas descritas em

seguida.

IMPEDANCIA ELETRICA E FOCAGEM HIDRODINAMICA

A quantificagao de eritrécitos e plaquetas é feita utilizando o método de impedancia
elétrica e focagem hidrodinamica, baseado no principio de Coulter. Este principio baseia-se na
detecao e medigao de alteragoes de corrente elétrica provocada pelo aumento da resisténcia
momentaneo conferido pela passagem de células numa abertura entre dois elétrodos com
cargas opostas. O aumento da resisténcia origina um sinal elétrico proporcional ao tamanho
da célula sanguinea e o numero de sinais elétricos gerados é proporcional ao nimero de
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células presentes num determinado volume de sangue. O aparelho converte os sinais elétricos,
gerados num determinado periodo de tempo, em representagoes graficas, nomeadamente

curvas de distribuicio de volumes, designados de histogramas.**

METODO DO SULFATO LAURIL DE SODIO-HEMOGLOBINA (SLS-Hb)

A determinagao da concentragao da hemoglobina é feita através de um método
espetrofotométrico em que, apos a adigdo de um composto com agao surfactante, o Lauril
Sulfato de Sédio (SLS, do inglés Sodium Lauryl Sulfate), este liga-se a hemoglobina formando o
complexo SLS-Hb, cuja absorvancia é medida a 555 nm, sendo esta diretamente proporcional

a concentragio de hemoglobina presente na amostra.*®

CITOMETRIA DE FLUXO COM FLUORESCENCIA

A quantificagao total de leucocitos e a contagem diferencial sao efetuadas com base na
metodologia de citometria de fluxo com fluorescéncia. Numa etapa inicial, um reagente induz
a formagao de poros na membrana celular dos leucocitos e os acidos nucleicos sao marcados
com um corante fluorescente. Uma radiagao monocromatica incide em cada célula, sendo a
luz dispersa detetada a varios angulos por trés detetores, permitindo avaliar e classificar as
diversas subpopulagdes leucocitarias.” A luz dispersa frontalmente é designada de FSC (do
inglés Forward-Scattered light) e é diretamente proporcional ao tamanho celular. A luz dispersa
lateralmente é designada de SSC (do inglés Side-Scattered light) e permite avaliar a estrutura
interna e complexidade celular numa relagio de proporcionalidade direta. A luz de
fluorescéncia lateral é designada de SFL (Side-Fluorescence light) e permite avaliar a
concentragiao de acidos nucleicos presentes na célula.’” O equipamento possui trés canais
distintos, o canal WDF (White Blood Cell Differential) que permite quantificar e diferenciar
neutrofilos, linfocitos, mondcitos e eosindfilos e células imaturas, o canal WNR (White Cell
Nucleated) permite efetuar a contagem do nimero total de leucocitos, basofilos e eritrécitos
nucleados (NRBC) e o canal WPC (White Percursor and Pathological Cell Channel) permite a

detecio de blastos e células anormais da linhagem linfocitica.”"

VES MATIC CUBE 80

O VES MATIC CUBE 80 é o equipamento automatizado que efetua a determinagao da
velocidade de sedimentacao (VS) através do método de Westergren modificado. O
equipamento procede a agitagao das amostras que posteriormente ficam em repouso e,

através de um sistema de sensores Stico-eletronicos o equipamento determina a velocidade
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de sedimentacao dos eritrocitos. O resultado é determinado em 20 minutos e convertido em

valores do método de Westergren, sendo este o método de referéncia.''

SYSMEX CA - 620 da Siemens Healthineers

O SYSMEX CA - 620 é o equipamento utilizado para determinar os parametros da
coagulagao (TP, TTPa e fibrinogénio) através de um método turbidimétrico. O equipamento
efetua a detegao foto-otica de coagulos formados pela conversao do fibrinogénio a fibrina, que
origina a turvagao da amostra. A turvagao provoca alteragoes na intensidade de luz dispersa
detetada por um foto-detetor que a converte em sinais elétricos utilizados para contabilizar o
tempo de coagulagido da amostra.’ A determinagio da taxa de protrombina e da concentragao
de fibrinogénio é feita através de curvas de calibragao que correlacionam o tempo de
coagulagao da amostra com a concentragao de analito na amostra, convertendo-o em % ou

g/dL, respetivamente.

1.5 Determinacoes Analiticas

No setor de Hematologia deste laboratorio as determinagoes realizadas sao o
Hemograma, a Velocidade de Sedimentacgao (VS), a Contagem de Reticulécitos, o Esfregaco
de Sangue Periférico (ESP) e as provas de coagulagao, que incluem a determinagao do Tempo
de Protrombina (TP) e International Normalized Ratio (INR), do Tempo de Tromboplastina
Parcial ativado (TTPa) e do Fibrinogénio. O estudo das hemoglobinopatias é realizado através

da Eletroforese de Hemoglobinas.

7.5.1 Hemograma

O hemograma engloba um conjunto de testes realizados numa amostra de sangue que
incluem a andlise de varios parametros que fornecem informagoes sobre os eritrocitos,
leucocitos e plaquetas. O hemograma contribui para o diagnostico de alteragoes das células
sanguineas tendo como objetivo a identificagao de patologias e assim orientar a prescrigao de

tratamentos adequados.

Eritrocitos
Os eritrocitos ou glébulos vermelhos (RBC, do inglés Red Blood Cell) sao células
vermelhas, anucleadas, flexiveis com forma de disco biconcavo que medem 7 a 8 um de

diametro e tém uma vida média de cerca de 120 dias. A principal fungao dos RBC ¢ realizar o
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transporte de oxigénio para as células e o retorno do didxido de carbono para os pulmoes,
efetuando assim, as trocas gasosas entre os tecidos e os pulmoes, sendo este um processo
realizado por uma proteina especializada, que se encontra no interior dos eritrécitos, a
hemoglobina.*” A contagem de RBC é expressa em nimero de células por litro (L), sendo que
o intervalo de referéncia sofre alteragoes mediante a idade e o sexo, com valores de referéncia

que variam entre 4,5 a 6,5 x10'*/L para os homens e 3,9 a 5,6 x10'*/L para as mulheres.’

Hemoglobina

Como referido anteriormente, a hemoglobina (Hb) é uma proteina existente nos RBC
que tem como principal fungao efetuar as trocas gasosas entre os tecidos e os pulmoes. No
entanto, esta proteina também desempenha um papel importante na manutengao do equilibrio
acido-base. Cada eritrocito possui cerca de 640 milhoes de moléculas de hemoglobina, sendo
cerca de 99% do eritrécito ocupado por esta proteina.”’ A hemoglobina é uma molécula
composta por quatro cadeias polipeptidicas, sendo cada uma destas constituida por um grupo
heme, perfazendo um total de quatro grupos heme em cada molécula de hemoglobina. A
sintese do grupo heme ocorre na mitocondria, através de uma série de reagoes bioquimicas
estimuladas pela eritropoietina. O grupo heme é constituido pela protoporfirina XX combinada

com um atomo de ferro no estado ferroso (Fe**).>’

As hemoglobinas presentes no adulto, em condigdes normais sao a hemoglobina A (Hb
A) que corresponde a cerca de 95% do total, a hemoglobina F (Hb F) que constitui cerca de
| a 2% e a hemoglobina A, (Hb A,) que constitui até 3,5%.” O intervalo de referéncia da
hemoglobina varia mediante a idade e o sexo, sendo que os valores de referéncia variam entre
13,5-18 g/dL para homens e 12-15 g/dL para mulheres.’ Uma diminuigio da concentragao de
hemoglobina, de acordo com os valores estabelecidos para a idade e sexo, é designada por
anemia. A reducao da hemoglobina é usualmente acompanhada por uma reducao de RBC e
uma redugcao do hematodcrito. Uma reducio do volume de plasma, como ocorre na
desidratacao, pode levar a que uma situagao de anemia nao seja detetada. Ao invés, um
aumento do volume plasma, como acontece na gravidez, pode originar uma falsa anemia. Um

caso clinico referente a uma condi¢ao anémica encontra-se descrito no Anexo B.

As anemias podem ser classificadas com base nos indices eritrocitarios, o Volume
Corpuscular Médio (VCM), a Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) e a Concentragao de
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) (Tabela Ill), em anemias microciticas hipocrémicas

(Figura 4), anemias normociticas normocrémicas e anemias macrociticas (Figura 5).%’
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Tabela Il - Classificagdo das anemias com base nos indices eritrocitarios. (Adaptado de Hoffbrand,
AV, Moss, P.A.H., 2013. Essencial Haematology. 6th edition Wiley-Blackwell).

MORFOLOGIA iNDICES ERITROCITARIOS CAUSAS

Anemia por Deficiéncia em Ferro

Microcitica VCM <80 fL Anemia da Doenca Croénica
Hipocrémica HCM < 26 pg Talassémias
Anemia Sideroblastica
Anemia Hemolitica
Normocitica VCM 80 - 100 fL Anemia da Doenca Cronica
Normocréomica HCM 26 - 34 pg Hemorragia Aguda
Doenca Renal Crénica
Aplasia Medular
Anemia Megaloblastica - Deficiéncia em
Vitamina B12 ou Acido Félico
Macrocitica VCM > 100 fL Excesso Alcool e Doenga Hepatica

Sindrome Mielodisplasica

Esferocitose Hereditaria

Figura 4 - Observacao microscopica de
eritrocitos microciticos e
hipocrémicos, referentes a um doente
com anemia por deficiéncia em ferro,
numa coloracio de May - Grunwald
Giemsa (Adaptado de Bain, B.J., 2015, Blood
Cells: A Practical Guide. 5th. edition. New
Jersey, Wiley Blackwell).

Figura 5 - Observagcdo microscopica de
eritrocitos macrociticos, referentes a
um doente com doenca hepatica, numa
coloracdo de May - Grunwald Giemsa
(Adaptado de Bain, B.., 2015, Blood Cells: A
Practical Guide. 5th. edition. New Jersey,
Wiley Blackwell).

O aumento da concentracao de hemoglobina, e consequentemente de RBC e
hematocrito (HCT) é designado por policitemia. As principais causas que levam a policitemia
sao a hipoxia cronica (fumadores), o aumento da sintese de eritropoietina provocado por

tumores renais ou policitemia vera.'” A policitemia vera é uma neoplasia mieloproliferativa
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que induz o aumento da producio de eritrécitos, granulocitos e plaquetas.”'> No entanto,
policitemias podem ocorrer como resultado da diminuicao do volume plasmatico, como

acontece em queimaduras ou desidratagio, sendo designadas de pseudo-policitemia.'?

Hematocrito

O Hematocrito (HCT) ou Packed Cell Volume é o parametro que corresponde a razao
do volume ocupado pelos eritrocitos em relagao ao volume total de sangue, expresso
normalmente em percentagem (%). Este parametro é calculado através do valor cumulativo
do nimero de sinais elétricos individuais em funcio do volume total de eritrécitos.” A
determinagao do HCT deve ser efetuada até 6 horas apos a colheita, uma vez que este sofre

um aumento gradual em fungdo do tempo."

O intervalo de referéncia do HCT varia de 40-54% para homens e 35-49% para
mulheres.’ Para além da sua utilidade no diagnéstico de anemias, onde se verifica uma
diminuicao do hematocrito, este também se encontra diminuido em doentes com patologias
renais, inflamagoes cronicas ou na gravidez devido ao aumento do volume sanguineo. A sua
utilidade passa também pela avaliagio do estado de hidratagao, sendo que na desidratagao o

HCT encontra-se aumentado.'

Volume Corpuscular Médio

O Volume Corpuscular Médio (VCM) corresponde ao volume médio de cada
eritrocito. Este parametro é calculado diretamente pelo equipamento, utilizando os valores
do HCT e de RBC através da seguinte formula: VCM = HCT / RBC. Este é expresso em
fentolitros (fL) e o intervalo de referéncia do VCM varia entre 80 a 100 fL.> O VCM permite
classificar morfologicamente as anemias como microciticas (< 80 fL), normociticas (80-100 fL)

e macrociticas (> 100 fL).>’

Hemoglobina Corpuscular Média

A Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) representa o conteldo médio de
hemoglobina presente em cada eritroécito. O valor de HCM tende a ser proporcional ao VCM,

uma vez que o tamanho da célula é em parte determinado pelo contelido em hemoglobina. ?

O HCM ¢é calculado pelo aparelho, utilizando os valores de RBC e Hb através da
seguinte formula: HCM = Hb / RBC. Este parametro é expresso em picogramas (pg) € o
intervalo de referéncia para adultos varia entre 26 e 34 pg.’ Este parimetro permite classificar

os eritrocitos em normocromicos, quando apresentam um valor de HCM dentro dos valores
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do intervalo de referéncia, e hipocrémicos quando apresentam um valor de HCM diminuido,
compativeis com anemias por deficiéncia em ferro ou sindromes talassémicas. Um valor

elevado de HCM esta associado a anemias macrociticas.'*

Concentracao Hemoglobina Corpuscular Média

A Concentragio de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) corresponde a
concentragio média de hemoglobina presente em cada eritrécito.' Este parimetro é
calculado pelo equipamento, em fungao dos valores de HCT e de Hb, utilizando a seguinte
formula: CHCM = Hb / HCT. O valor de CHCM é expresso em gramas por decilitro (g/dl) e
o intervalo de referéncia deste parimetro varia entre 32 a 36 g/dL.’ Valores de CHCM
superiores a 38 g/dL devem ser investigados para averiguar a possibilidade de erros no valor
de Hb. Além disso, um CHCM elevado pode ocorrer devido a presenca de aglutininas frias
(cold agglutinins), sendo necessaria a incubacao da amostra a 37°C durante |5 minutos, e

posteriormente efetuar novamente a contagem, para descartar essa hipotese.>'®

Distribuicdo do Diametro dos Eritrécitos (RDW)

O RDW, do inglés Red Blood Cell Distribution Width é uma medida quantitativa da
variabilidade do volume dos eritrocitos que permite determinar o indice de anisocitose
eritrocitiria.'* Este pardmetro é determinado através dos histogramas obtidos pelo
equipamento. Este pardmetro pode ser expresso em fentolitros (fL) ou em percentagem (%).’
O RDW expresso em fentolitros € denominado de RDW-SD sendo calculado pela largura a
20% da altura da curva do histograma assumindo o pico do grafico como sendo 100%. Este
apresenta um intervalo de referéncia de 37 a 54 fL. O RDW expresso em percentagem é
denominado de RDW-CYV e calculado como coeficiente de variacao do volume dos eritrocitos,

apresentando um intervalo de referéncia que varia entre 11,5% e 14,5%.°

Este parametro é utilizado para principalmente no diagnostico diferencial de anemias,
sendo que um RDW com valores normais é caracteristico de sindromes talassémicas, anemia
da doenca cronica, hemorragias agudas e esferocitose hereditaria. Ao invés, um RDW
aumentado, indicativo de uma maior variabilidade no tamanho dos eritrécitos, é compativel
com anemia por deficiéncia em ferro, vitamina Bl2 ou folato, drepanocitose, sindrome

mielodisplasica e doenca hepatica.*'*
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Leucocitos

Os leucocitos, também designados de globulos brancos (WBC, do inglés White Blood

Cell), sao um dos elementos celulares do sangue, sendo a principal fungao a de mediadores de

imunidade, conferindo protegao contra infe¢oes. A contagem de WBC, expressa em células

por litro (L), apresenta um intervalo de referéncia que varia de 4,5x10°/L a | 1,5x10°/L, sendo

utilizada para avaliar inlmeras patologias como infe¢oes, alergias, doengas autoimunes e

leucemias.>'* Uma diminui¢do do nimero de WBC é designada de leucopenia e a leucocitose

é referente a um aumento de WBC. No entanto, a contagem de VWBC por si s6 nao tem

muita relevancia clinica, sendo de maior relevancia as alteragoes referentes aos diversos tipos

de leucécitos. Os leucécitos podem ser classificados como linfocitos, neutrofilos, monocitos,

basdfilos e eosindfilos. Cada uma das subclasses de leucocitos é apresentada com um valor

em percentagem e um valor absoluto.?

Os neutroéfilos medem 12-15 ym e sao a subclasse de
leucocitos mais abundantes no sangue periférico, com uma
prevaléncia de 50 a 70% (em numeros absolutos 2,3 a 8,1x10°/L).
Possuem um citoplasma acidofilo com muitos granulos. O nicleo
possui cromatina condensada dividida em 2 a 5 I6bulos através de
filamentos (Figura 6). Os neutrofilos fazem parte do sistema imune
inato, sendo a sua fungao principal a de fagocitose e de destruicao
de bactérias e fungos. Na presenca de uma infecao bacteriana, ocorre
um aumento dos neutrofilos, designado de neutrofilia. A neutropenia
corresponde a uma diminuigao do nimero de neutrofilos e pode ter
varias causas como infegoes virais ou a ingestao de alguns

medicamentos.*'?

Os linfocitos possuem um citoplasma escasso e pouco
basdfilo, com uma coloragao azul-claro e possuem um didametro de
10-16 pym. O nlcleo é redondo e contém cromatina condensada
(Figura 7)."? Os linfocitos constituem 18 a 42% (0,8 x 4,8x10°/L em
numeros absolutos) dos leucdcitos presentes no sangue periférico.
Estes podem dividir-se em 3 grupos: os linfocitos T, os linfocitos B e
as células Natural Killer (NK). Os linfécitos T e B constituem a grande
maioria dos linfocitos e estao associados a resposta imune adquirida.
Os linfocitos B sao mediadores de imunidade humoral e sintetizam

anticorpos. Ao invés, os linfocitos T e as células NK sao mediadores
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Figura 6 - Observaciao

microscopica de um
neutréfilo num
esfregaco de sangue

periférico corado por
May - Grunwald Giemsa
(Adaptado de Hoffbrand,
AV., Moss, P.AH., 2013,
Essencial Haematology. 6th
edition Wiley-Blackwell).

Figura 7 - Observagio
microscopica de um
linfécito num esfregaco
de sangue periférico
corado por May -
Grunwald Giemsa
(Adaptado de Hoffbrand,
AV. Moss, P.AH., 2013,
Essencial Haematology. 6th
edition Wiley-Blackwell).



de imunidade celular. Uma diminuicao desta subclasse de

leucocitos € designada de linfopenia e estd associada a

imunodeficiéncia ou terapias com farmacos. A linfocitose,
referente a um aumento de linfécitos, esta frequentemente

associada a infecbes virais ou leucemias.’

Os monodcitos sao as células do sangue periférico com
maior dimensao, com um diametro de 12-20 ym. Possuem um
nucleo irregular e lobulado e um citoplasma azul-acinzentado com
granulos azurdfilos (Figura 8). Os monocitos constituem 2 a | 1%
dos leucocitos presentes em circulagio. Nos tecidos, estes
diferenciam-se em macréfagos. A monocitose, referente a um
aumento de mondcitos esta associada a infecoes ou leucemias

agudas ou cronicas.>'?

Os eosinodfilos sao constituidos por um nucleo bilobado e
possuem granulos esféricos, significativamente maiores que os dos
neutrofilos, que lhes conferem uma cor vermelha-alaranjada
(Figura 9). Estas células tém um diametro que varia entre 12 a |17
um e contabilizam | a 3% (até 0,4x10°/L em nimeros absolutos)
dos leucécitos presentes no sangue periférico.'”” Os eosindfilos
possuem um papel importante na regulagao imune e a eosinofilia,
referente a2 um aumento de eosindfilos, é considerada um

importante marcador de alergia, estando também associado a

infecdes por parasitas helmintas.’

Os basofilos sao os leucodcitos menos frequentes no sangue
periférico, com uma prevaléncia de 0 a 2% dos leucdcitos.’
Possuem 10-14 pm de didametro e granulos irregulares roxo-
escuro, com um tamanho intermédio que varia entre os dos
neutrofilos e dos eosindfilos (Figura 10).>'>O papel desempenhado
por estas células nao é muito conhecido, no entanto sabe-se que
desempenham um papel importante nas respostas alérgicas, através

da secrecio de substincias granulares, como a histamina.’

Figura 8 - Observacio
microscopica de
monécito num esfregaco

um

de sangue periférico
corado por May -
Grunwald Giemsa
(Adaptado de Hoffbrand,

AV, Moss, PAH, 2013,
Essencial Haematology. 6th
edition Wiley-Blackwell.)

Figura 9 - Observacao
microscéopica de um
eosinofilo num esfregaco
de sangue periférico
corado por May -
Grunwald Giemsa
(Adaptado de Hoffbrand,
AV. Moss, PAH., 2013
Essencial Haematology. 6th

edition Wiley-Blackwell).

Figura 10 - Observacio
microscopica de
baséfilo num esfregaco
de sangue periférico
corado por May -
Grunwald Giemsa
(Adaptado de Hoffbrand,
AV, Moss, PAH, 2013,
Essencial Haematology. 6th
edition Wiley-Blackwell).

um
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Plaquetas

As plaquetas sao células sanguineas complexas, anucleadas produzidas a partir da
fragmentacao do citoplasma dos megacariocitos e possuem 2 a 3 pm de diametro. Estas células
sao formadas a partir dos megacariocitos que sao estimulados por fatores de crescimento,
como a trombopoietina a formar as plaquetas, processo esse designado por trombocitopoiese.
As plaquetas tém uma vida média de 8 a 9 dias e desempenham um papel importante na
hemostase primaria. O valor de referéncia da contagem de plaquetas varia entre 150 e 400
x 10’ células por litro. Este valor é geralmente superior nas mulheres em relagio aos homens,
e sofre uma diminuicao gradual e ligeira, em ambos os sexos, a partir dos 65 anos. O valor
referido corresponde a apenas 2/3 da quantidade de plaquetas no organismo, o restante |/3
corresponde a plaquetas que estao sequestradas no bago. Na presenca de lesoes, processos
inflamatorios agudos ou apds procedimentos cirurgicos, as plaquetas sequestradas no bago
sao libertadas, ocorrendo um aumento do nimero de plaquetas, designado por trombocitose.
A trombocitose é um forte indicador de patologias mieloproliferativas, que sao a principal
causa de trombocitémia essencial (primaria). A trombocitose reativa (secundaria) é resultante
de infegoes, processos inflamatorios ou patologias malignas. As trombocitopenias,
caracterizadas por uma diminui¢ao do nimero de plaquetas, podem ter varias etiologias como
a diminuicao de sintese pela medula 6ssea, aumento da destruicao ou uma anormal distribuicao

plaquetéria.’

Plaquetocrito

O Plaquetocrito (PCT) é, a semelhanga do hematocrito, uma razio entre o volume
ocupado pelas plaquetas em relagio ao volume total de sangue. Este parametro é expresso

em percentagem e nao providéncia informagao com significado clinico."

Volume Plaquetar Médio

O Volume Plaquetar Médio (VPM) indica o volume médio de cada plaqueta. O VPM é
determinado a partir do histograma de distribuicao de volumes das plaquetas sendo
especialmente (til em utentes com trombocitopenias ou trombocitoses.'*'® Este parametro é
expresso em fentolitros e possui um intervalo de referéncia que varia entre 7,52 11,5 fL."¢

Em pacientes com trombocitose, um VPM elevado é sugestivo de trombocitose
essencial (primaria) e um VPM diminuido é sugestivo de trombocitose reativa (secundaria).*'¢

Em pacientes com trombocitopenias, um VPM elevado ¢é sugestivo de purpura

trombocitopénica imune, coagulagdo intravascular disseminada (CID) ou sépsis.'®
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indice de Distribuicio Plaquetario

O indice de Distribuicio Plaquetario (PDW, do inglés Platelet Distribution Width) é um
indicador da anisocitose plaquetaria. Este é calculado da mesma forma que o RDW, ou seja,
através da distincia a 20% da altura do pico, sendo expresso em fL*'"* A determinagio do
PDWV é (til no diagnostico diferencial de trombocitémia essencial onde se verifica um PDW

aumentado e a trombocitose reativa que apresenta um PDW normal."

7.5.2 Reticulocitos

Os reticulocitos sao as células precursoras dos eritrocitos. Estes contém pequenas
quantidades de RNA e organelos e permanecem geralmente dois dias na medula 6ssea antes
de se desenvolverem em eritrocitos. A contagem de reticulocitos é efetuada pelo equipamento
por citometria de fluxo com fluorescéncia. O aparelho efetua a distingao entre eritrocitos e
os reticulocitos através das diferengas na SFL, uma vez que os reticulocitos que apresentam
maior intensidade de SFL devido a presenga de RNA e organelos celulares. O valor da
contagem de reticuldcitos é expresso em percentagem, com um intervalo de referéncia que

varia entre 0,5 a 2,5%.}

A contagem destas células permite avaliar a atividade eritropoiética da medula ossea
em resposta a diminuicao do numero de eritrécitos e podera ser Util no diagnostico diferencial
de anemias.'"* Um aumento do nimero de reticulécitos, designado por reticulocitose, ocorre
geralmente na presenca de perdas de sangue agudas e anemias hemoliticas, devido a uma
elevada destruicio de eritrocitos.>'? Em doentes com patologias renais crénicas, a contagem
de reticulocitos encontra-se geralmente diminuida devido a diminuicao da sintese de

eritropoietina.'

7.5.3 Velocidade de Sedimentacio

A Velocidade de Sedimentagao (VS) é uma determinagiao que avalia a distancia
percorrida pelos eritrocitos sob a influéncia da gravidade, no periodo de | hora, sendo esta

expressa em mm/h.>"

Em condi¢cbes normais, os eritrécitos repelem-se devido as cargas negativas da
superficie celular. Porém, essa repulsao tem tendéncia a ser neutralizada quando ocorre um
aumento de proteinas de fase aguda carregadas positivamente, tal como o fibrinogénio e a
Proteina C Reativa (PCR), devido a ocorréncia de um fendmeno designado de fenomeno de

rouleaux. O fenomeno de rouleaux é caracterizado pela agregagao eritrocitaria sendo que,
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eritrécitos agregados sedimentam mais rapidamente do que eritrocitos isolados.*"
Considerando estes aspetos, este parametro € solicitado especialmente para detegao e
monitorizagao de processos ou doengas inflamatorias, como a artrite reumatoide, infegoes ou
patologias malignas onde se verifica um aumento da VS." Um aumento da VS verifica-se
também em patologias que nao estao associadas a aumentos de proteinas de fase aguda como
a anemia, por alteragdes da proporcao de eritrocitos e plasma ou em condigoes fisiologicas
como a gravidez e a idade avangada. No entanto, a VS é um parametro inespecifico, uma vez
que a sua alteragio pode estar associada a inumeras patologias'' e por isso, a determinagio
da PCR é considerada um indicador mais fidavel e de maior utilidade na detegao de processos

inflamatoérios e infecoes.*"

O intervalo de referéncia da VS varia entre 0 a |5 mm/h para homens e 0 a 20 mm/h

para mulheres e aumenta ligeiramente com a idade.’

7.5.4 Esfregaco de Sangue Periférico

O Esfregago de Sangue Periférico (ESP) consiste na avaliagao morfoldgica e contagem
diferencial de células sanguineas através da observagao microscopica. A realizagao do ESP é
efetuada sempre que pedida na requisicao médica ou quando os resultados do hemograma
suscitam dudvidas. Para a execugao do ESP, a amostra é homogeneizada e colocada uma gota
de sangue na extremidade de uma lamina (Figura 11).> Com um movimento rapido e continuo
faz-se deslizar outra limina sobre a anterior, num angulo de cerca de 30-40°. E necessario que
o esfregaco de sangue periférico possua determinadas caracteristicas que permitam uma boa

observagao e distingao de células sanguineas.

Posteriormente procede-se a coloragao do esfregaco, sendo a coloragio de May-
Grunwald Giemsa a coloragao utilizada no laboratério. Esta coloragao utiliza dois corantes:
o corante May-Grunwald e o corante Giemsa. Numa fase inicial, as laminas sio submersas
numa solu¢ao de May—Grunwald contendo eosina (corante acido), responsavel por corar os
componentes basicos da célula de rosa-avermelhado, e azul de metileno (corante basico)

’ ’ ) 3,13,17
responsavel por corar o nucleo e os componentes acidos de azul arroxeado. O corante
Giemsa é uma solugao de azur de metileno que permite a coloragao de granulagdes azurofilas

de roxo-avermelhado.>"’
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Figura Il - Realizacdo do Esfregaco de Sangue
Periférico. (Adaptado de Keohane, E.M., Smith, L.,
Walenga, J.M., 2016, Rodak’s Hematology: Clinical Principles
and Aplications. 5th edition, USA, Elsevier Saunders).

No SYNLABHEALTH ALENTEJO o ESP é observado ao microscépio por especialistas
que avaliam parametros como alteragoes da morfologia celular permitindo por exemplo
observar a presenca de poiquilocitose (Figura 12) ou a presenca de células percussoras

imaturas (Figura |3).
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Figura I3 - Células imaturas referentes a uma
Leucemia Mieloide Aguda observadas num
esfregaco de sangue periférico corado por May

Figura 12 - Poiquilocitose acentuada
observada num esfregaco de sangue

periférico corado por May - Grunwald
Giemsa. (Adaptado de Bain, BJ., 2015, Blood - Grunwald Giemsa. (Adaptado de Hoffbrand,

Cells: A Practical Guide. 5th. edition. New Jersey, AV., Moss, P.AH.2013, Essencial Haematology. 6th
Wiley Blackwell). edition Wiley-Blackwell).

1.5.5 Eletroforese de Hemoglobinas

No SYNLABHEALTH ALENTEJO o estudo das hemoglobinopatias é feito através da
eletroforese de hemoglobinas realizada no equipamento HYDRASIS da Sebia. As
hemoglobinopatias sao as patologias genéticas mais comuns, sendo originadas por mutagoes

em genes que codificam as proteinas que constituem a hemoglobina, afetando assim a sintese
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de hemoglobina. As hemoglobinopatias podem ser classificadas como quantitativas, quando
ocorre um défice de uma ou varias cadeias globinicas e consequentemente ocorre o aumento
da sintese de cadeias globinicas nao afetadas pela mutagao (talassémias) ou qualitativas, quando
existe alteragao de aminoacidos constituintes das cadeias globinicas, ocorrendo altera¢oes da

estrutura da molécula de hemoglobina.?

A eletroforese de hemoglobinas € uma técnica que permite a separagao e identificagao
de diversos tipos de hemoglobinas como a Hb A, Hb F e a Hb A, e ainda variantes de
hemoglobinas como a Hb S. O principio desta técnica é baseado na diferenga da mobilidade
eletroforética das hemoglobinas, mediante a sua carga e tamanho, quando aplicadas num gel e
expostas a um campo elétrico. A pH alcalino, as moléculas de hemoglobina assumem uma
carga negativa e, quando sujeitas a um campo elétrico, migram em direcao ao anodo (polo
positivo). As variantes estruturais de hemoglobina que contenham alteragoes de carga de
superficie vao ter mobilidades eletroforéticas distintas o que possibilita a sua separagao da
hemoglobina A."”> O gel é corado e posteriormente lido por densitometria que permite obter

o doseamento das fragdes de hemoglobina, expresso em %.’

No laboratério pode ainda ser realizado o teste da solubilidade, para a pesquisa de
hemoglobina S. O teste consiste na adicao de uma solugao tampao contendo ditionito, que
permite a conversao da hemoglobina na sua forma desoxigenada, e saponina que promove a
hemolise dos eritrocitos. Quando presente, a hemoglobina S desoxigenada origina a turvagao

da solucio, ao contrario do que acontece com amostras sem presenga de hemoglobina S que

permanecem I|'mpidas.3

7.5.6 Provas de Coagulacao

A hemostase é um processo complexo que € avaliado por um conjunto de testes
designados de provas de coagulagao. A cascata da coagulagao € um processo complexo que
engloba varias vias (intrinseca, extrinseca e comum) (Figura 3). A identificacao de alteragoes
nestas vias € feita no laboratorio através da andlise de parametros como o Tempo de
Protrombina (TP) e o Tempo de Tromboplastina Parcial ativado (TTPa). Para além destes é

ainda possivel efetuar o doseamento da concentragao de fibrinogénio.

Tempo de Protrombina

O Tempo de Protrombina (TP) permite avaliar alteracoes dos fatores das vias

extrinseca e comum, nomeadamente os fatores |, I, V, VIl e X, no entanto apresenta uma
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maior sensibilidade na detecao de deficiéncias do fator VII.>* O TP é determinado pela
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quantificagao do tempo, em segundos, que decorre entre a adigao de tromboplastina e cilcio

ao plasma do utente até a formagao do coagulo de fibrina.”

A determinagao do TP é utilizada especialmente na monitorizagao da terapéutica com
anticoagulantes orais, nem especial a varfarina, devido a elevada variabilidade de resposta entre
individuos a este farmaco.® Esta determinacio também ¢é util na detecio de deficiéncias
genéticas ou adquiridas dos fatores de coagulagao da via extrinseca e na avaliagio da
capacidade de sintese hepatica, uma vez que o figado é o principal responsavel pela sintese dos
fatores de coagulagao. Assim, este parametro € o marcador mais relevante de prognostico de
doengas hepaticas agudas e normalmente é o primeiro teste de fungao a sofrer alteragao
aquando da evolugao da hepatite cronica para cirrose, verificando-se nestes casos um
prolongamento do TP.>* Em deficiéncias de vitamina K e na coagulagio intravascular

disseminada (CID) também é caracteristico um TP prolongado.’

O TP apresenta elevada variabilidade em fungao do equipamento utilizado, do reagente
de tromboplastina e da populagao alvo do laboratorio e, por isso, existe a necessidade de
normalizar esses resultados. O International Normalized Ratio (INR) é a forma de expressar o
TP que permite a padronizagao inter-laboratorial deste parametro, tendo especial utilidade
em doentes sujeitos a terapéutica com anticoagulantes orais.® O INR é calculado através da
razio entre o TP doente e o TP médio da populagio normal, elevado ao ISI (indice de
Sensibilidade Internacional).’ O intervalo de referéncia tipico do TP é de 12,6 a 14,6 segundos’,
no entanto este varia mediante a populagao alvo do laboratorio. Este parametro pode ser
ainda expresso em %, como taxa de protrombina com valores que variam entre 70% - 134%.
O intervalo de referéncia do INR ¢é variavel com a condigao patologica do doente, sendo que
para doentes sujeitos a terapéutica com anticoagulantes orais o valor estabelecido varia entre

2a3}

7

E necessario ter ainda em consideragao que varios aspetos podem alterar o valor de
TP como a presenga de lipémia ou ictericia. A colheita de um volume de amostra inferior ao
especificado no tubo podera originar um aumento do TP. Amostras hemolisadas originam uma

diminuicio do TP.?

Tempo de Tromboplastina Parcial ativado

O Tempo de Tromboplastina Parcial ativado (TTPa) permite avaliar a via intrinseca e
comum, através da avaliacio dos fatores I, I, V, VI, IX, X, XI e XIl.” Para efetuar a
determinagao deste parametro, ao plasma do utente sao adicionados fosfolipidos, um ativador

superficial que permite a ativagio dos fatores de coagulagio da via intrinseca, e Ca>* que inicia
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o processo de coagulagao. O TTPa corresponde ao tempo que decorre entre a adigao dos
ides de Ca’ até a formacio do coagulo de fibrina.*” A determinagio do TTPa permite a
monitorizagao da terapéutica com heparina nao fracionada, a detecao da presenca do
anticorpo lupico (LA, do inglés Lupic Antibody) e permite ainda avaliar a presenca de deficiéncias

congénitas ou adquiridas destes fatores.?

Um prolongamento do TTPa verifica-se na presenca de deficiéncias dos fatores da via
intrinseca e comum, nomeadamente nos défices do fator VIII (Hemofilia A) e défices do fator

IX (Hemofilia B) e na presenca do LA’

O intervalo de referéncia varia mediante a populagao alvo, o tipo de reagente e o

equipamento utilizado, sendo que o intervalo estabelecido é de 26 a 38 segundos.’

Fibrinogénio

O fibrinogénio é uma proteina de fase aguda positiva, e constitui o componente final
do sistema da coagulagao. A remogao de uma pequena parte desta proteina, por agao da
trombina, faz com que ocorra a agregagao do fibrinogénio levando a formagao de fibrina, sendo
por isso a manutenc¢ao da concentragao adequada desta proteina importante para prevenir
hemorragias. Baixas concentragoes de fibrinogénio, designadas de hipofibrogenia, resultam da
utilizagdo excessiva desta proteina, tal como se verifica em hemorragias extensas e em
desregulagdes do sistema da coagulagio (CID).° A insuficiéncia hepatica severa esta também

. L . ’ ’ 3
associada a hipofibrogenia, resultando numa menor sintese desta proteina.” Um aumento na
concentragao de fibrinogénio esta frequentemente associado a doengas inflamatorias
;. 3,6 L. ;. ’ e . . . .

cronicas.™ O fibrinogénio é um dos principais componentes que contribui para a viscosidade
sanguinea, devido ao seu elevado tamanho e estrutura, e por isso um aumento de fibrinogénio

esta associado a um aumento do risco de doenca cardiovascular.®

O fibrinogénio é determinado pelo tempo que decorre entre a adigao de trombina e a
formacao de fibrina, sendo o tempo de coagulacao inversamente proporcional a concentragao
de fibrinogénio na amostra.’ Os resultados sio determinados em segundos e convertidos em

mg/dL, sendo que o intervalo de referéncia varia entre 150 — 350 mg/dL.°
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8. IMUNOLOGIA

O sistema imunologico € um sistema complexo, constituido por um conjunto de
moléculas, células, tecidos e 6rgaos que funcionam coletivamente para proporcionar a
protecio e defesa do organismo contra microrganismos patogénicos, substancias
potencialmente prejudiciais e células cancerigenas, sendo a imunologia o estudo destes
mecanismos e componentes. Na presenca destas situagoes € desencadeada uma agao
coordenada de células e moléculas contra substancias estranhas designada de resposta
imunoldgica. A imunidade pode ser distinguida em dois componentes: um menos especifico -
a imunidade inata e um componente mais especifico - a imunidade adaptativa, que funcionam
de forma interativa e cooperativa, uma vez que a ativagao da resposta imunologica inata produz
sinais que estimulam a resposta imunologica adaptativa, permitindo que ocorra uma resposta

imunolégica eficaz.'*"”

A imunidade inata ou imunidade natural é considerada a primeira linha de defesa do
organismo contra agentes patogénicos, sendo constituida por mecanismos celulares e
moleculares existentes no hospedeiro previamente ao contacto com o agente infecioso, sendo
por isso menos especifica. Em individuos saudaveis, a imunidade inata consegue providenciar
uma resposta efetiva e neutralizante do agente infecioso, dentro de um curto espago de tempo,

e por isso nao sera necessaria a ativagio da imunidade adquirida."

Quando o sistema imunoldgico inato nao consegue controlar e eliminar a infecao,
ocorrendo a persisténcia do antigénio, € ativada a resposta imunologica adquirida. A imunidade
adquirida ou imunidade adaptativa é desencadeada com o objetivo de eliminar o agente
infecioso através da ativagao e agao de mecanismos com elevada especificidade e eficacia,
ocorrendo cerca de 5 a 6 dias apds a exposigao inicial ao antigénio. Esta resposta imune é
executada por linfécitos T e B mediadores de imunidade celular e humoral respetivamente, e

anticorpos.'*”

Os anticorpos ou imunoglobulinas sao glicoproteinas presentes na superficie de
membrana dos linfocitos B, que lhe conferem especificidade antigénica e permitem a ligagao a
antigénios. Quando um linfocito B naive contacta com um antigénio (endogeno ou exdgeno)
que se ligue ao seu anticorpo de superficie, ocorre a diferenciagao deste em linfocitos B de
memoria ou linfocitos B efetor designado de plasmécito. Os plasmocitos sintetizam anticorpos
que sao secretados e que circulam no sangue, onde atuam como mediadores de imunidade
humoral através neutralizagao de antigénios ou marcagao de antigénios para posterior

eliminago.'”?
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Os anticorpos sao formados por um total de quatro cadeias peptidicas ligadas entre si,
sendo duas cadeias leves idénticas e duas cadeias pesadas idénticas.'”* Os anticorpos possuem
a estrutura classica de um Y o que lhes confere a capacidade de se ligarem a dois antigénios.”'
Cada uma das cadeias leves e cadeias pesadas € constituida por uma regiao constante e por

uma regiao variavel."

A regidao variavel apresenta sequéncias com elevada variabilidade que
conferem elevada especificidade aos anticorpos. Ao contrario, a regiao constante apresenta
uma variabilidade limitada e isso permite diferenciar dois subtipos de cadeias leves (kappa e
lambda) e cinco subtipos de cadeias pesadas (y, y, o, €, e &) que diferem na sequéncia de
aminoacidos e determinam a nomenclatura das diferentes imunoglobulinas respetivamente

lgG, IgM, IgA, IgE e IgD."”

A 1gG é um mondmero e constitui a classe de imunoglobulinas mais abundante no soro,
com uma prevaléncia de cerca de 80%.'"° Existem 4 subclasses desta imunoglobulina: a IgG1, a
1gG2, a IgG3 e a IgG4. Esta € a Unica imunoglobulina que consegue atravessar a placenta e
proteger o feto.”” A molécula de IgM é um pentimero constituida por 5 subunidades
(mondémeros) e constitui a imunoglobulina de maior tamanho presente no soro. Esta é a
terceira imunoglobulina mais prevalente no soro (5-10%) e é a primeira imunoglobulina a ser
sintetizada pelos plasmocitos apds contactarem com um antigénio. As moléculas de IgA sao
dimeros e representam as imunoglobulinas predominantes nas secre¢oes externas como o
leite materno, a saliva, as lagrimas e o muco dos tratos gastro-intestinal, genito-urinario e
bronquico. A IgA é a segunda imunoglobulina mais frequente no soro (10-15%). A IgE
apresenta uma estrutura monomeérica e, de todas as sub-classes de imunoglobulinas, esta é a
que possui a menor concentragao sérica, com cerca de 0,3 pg/mL. A IgE participa nas reagoes
alérgicas e na defesa contra doencgas parasitarias por helmintas. A IgD é um mondémero e
apresenta uma concentragao sérica de 30 pg/ml o que constitui cerca de 0,2% do total de
imunoglobulinas no soro. Até ao momento, nao foi identificada qualquer fungao biologica

associada a esta imunoglobulina.'”*

8.1 Amostras

A amostra utilizada para todas as determinagoes imunoldgicas automatizadas e manuais

é o soro. Na execugao da tipagem de grupos sanguineos € utilizado o sangue total e o plasma.
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8.2 Equipamentos e Métodos

No setor de Imunologia os equipamentos utilizados sao o IMMULITE 2000 e o ADVIA
CENTAUR XP sendo que ambos os equipamentos utilizam ensaios imuno
quimioluminescentes (CLIA, do inglés Chemiluminescent Inmunoassays) para a determinagao de
todos os parametros referidos na Tabela V. Esta técnica consiste na detegao de
imunocomplexos (complexos antigénio-anticorpo) através da quantificagao de energia emitida
sob a forma de luz resultante de uma reagao quimica, denominada de quimioluminescéncia.
Uma molécula quimioluminescente, utilizada como marcador ¢é adicionada a reagao ocorrendo
a ligagao desta aos imunocomplexos, sendo através da emissao e quantificagao de luz possivel
detetar e quantificar o analito pretendido.® Os ensaios CLIA sio uma das técnicas com maior
especificidade e sensibilidade disponiveis na atualidade, sendo por isso largamente utilizadas
uma vez que permitem a detecao de concentragdoes muito mais baixas de analitos

comparativamente a outras técnicas.”

IMMULITE 2000

O IMMULITE 2000 é um analisador automatizado que permite a determinagao de
varios parametros através de CLIA. O aparelho utiliza, como fase solida, esferas revestidas na
sua superficie com anticorpos ou antigénios direcionados para o analito alvo. A reagao ocorre
num tubo de reacao onde é colocada uma esfera em contacto com a amostra do utente. Este
equipamento utiliza como marcador quimioluminescente, a fosfatase alcalina, que se liga ao
imunocomplexo. Apos a remogao do antigénio ou anticorpo excedente, por rotagao do tubo
de reacao, ¢ adicionado o substrato enzimatico (fosfato de dioxetano adamantil) que por agao
da fosfatase alcalina, origina um composto instavel que emite luz. A luz emitida é quantificada
e posteriormente convertida em concentragio de analito.””” O equipamento utiliza vérios
formatos desta metodologia para quantificar analitos, nomeadamente o ensaio competitivo

(tipo sandwich) e o ensaio nao competitivo, descritos posteriormente.

ADVIA CENTAUR XP

O ADVIA CENTAUR XP é um analisador automatizado que, como ja referido permite
a quantificacao de analitos através dos CLIA. Estes ensaios utilizam como marcador
quimioluminescentes os ésteres de acridina (EA).** Os EA sio oxidados pelo peréxido de
hidrogénio em meio alcalino, emitindo luz que é quantificada a 426 nm.**"* O equipamento
utiliza como fase solida particulas paramagnéticas (PPM) de 6xido de ferro que contém na sua
superficie anticorpos ou antigénios direcionados ao anticorpo ou antigénio que se pretende

dosear.”*?* O anticorpo ou antigénio alvo liga-se as PPM e quando a cuvete onde ocorre a
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reagao € exposta a um campo magnético, as PPM ligadas ao analito alvo sao atraidas por imanes
que mantém as esferas seguras enquanto o sistema efetua a lavagem da amostra para remover
todos os componentes que nio estio ligados as esferas.”*** Tal como o IMMULITE 2000, este
equipamento utiliza varios imunoensaios desta metodologia para detetar antigénios ou
anticorpos alvo, nomeadamente o ensaio nao competitivo, o ensaio competitivo e o ensaio de

captura de anticorpos.

ENSAIO NAO COMPETITIVO (tipo sandwich)

O ensaio nao competitivo tipo sandwich é um ensaio onde um anticorpo (designado de
anticorpo de captura) se encontra em excesso ligado a fase solida. Posteriormente, o antigénio
que se pretende dosear vai ligar-se ao anticorpo de captura, e subsequentemente, ocorre a
ligacdo de um anticorpo marcado (com EA ou fosfatase alcalina) que se liga ao complexo
antigénio-anticorpo previamente formado (Figura 14). O excesso de anticorpo marcado é
removido e é determinada a quantificacao de luz emitida, sendo esta proporcional a
concentragio de antigénio alvo.*”” Quando o analito que se pretende dosear é um anticorpo,
a metodologia é semelhante a descrita anteriormente, no entanto, a fase solida esta acoplado
um antigénio direcionado ao anticorpo alvo ao qual se liga posteriormente um anticorpo

marcado (Figura 15).”
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Figura 14 - Detecdo de antigénios pelo ensaio ndo competitivo (tipo sandwich). (Adaptado de Davies,
C, 2013,. Principles of Competitive and Immunometric Assays (Including ELISA) |. The Immunoassay Handbook).
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Figura 15 - Detecdo de anticorpos pelo ensaio nio competitivo (tipo sandwich). (Adaptado de
Davies, C., 2013, Principles of Competitive and Immunometric Assays (Including ELISA) |. The Immunoassay
Handbook.)

ENSAIO COMPETITIVO

No ensaio competitivo o antigénio marcado (EA ou fosfatase alcalina) compete com o
antigénio que se pretende dosear por locais de ligagao limitados do anticorpo, que se encontra
acoplado a fase solida. Quanto maior for o nimero de antigénios que se pretende dosear
presentes na amostra, menor é o numero de antigénios marcados ligados (Figura 16). Neste
caso a concentragao de antigénio e a emissao de luz sao inversamente proporcionais, por isso
quanto maior for o numero de antigénios alvo ligados ao anticorpo, menor € o niumero de

antigénios marcados que esta ligado ao anticorpo e menor serd a emissio de luz.*”’
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Figura 16 — Detecdo de antigénios pelo ensaio competitivo. (Adaptado de Davies, C., 2013, Principles of
Competitive and Immunometric Assays (Including ELISA) |. The Immunoassay Handbook).
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ENSAIO DE CAPTURA DE ANTICORPOS

O formato de captura de anticorpos ¢ utilizado pelo ADVIA CENTAUR XP quando o
analito a ser quantificado € um anticorpo. As PPM contém o anticorpo na sua superficie ao
qual se liga o anticorpo alvo. Posteriormente sao adicionados antigénios marcados com EA
que se ligam ao complexo anticorpo-anticorpo (Figura 17). Neste tipo de formato a emissao
de luz e a concentragao de anticorpo que se pretende dosear apresentam uma relacao de
proporcionalidade direta sendo que, quanto maior for a emissao de luz maior sera a

concentragio do anticorpo alvo presente na amostra.”
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Figura 17 - Detecao de anticorpos pelo ensaio de captura de anticorpos (Adaptado de Davies, C,,
2013,. Principles of Competitive and Immunometric Assays (Including ELISA) |. The Immunoassay Handbook).

Mini VIDAS

O mini VIDAS da Biomérieux € um equipamento compacto e automatizado utilizado
para confirmagao de resultados positivos para anticorpos anti-virus da Hepatite C, anticorpos
e antigénios anti-HIV, antigénio de superficie da Hepatite B (HBs Ag), Toxoplasma gondii IgM,
Rubéola IgM e Citomegalovirus IgM. O equipamento utiliza a metodologia Enzyme Linked
Fluorescent Assay (ELFA) para quantificar o analito alvo uma vez que, comparativamente aos
CLIA, esta metodologia apresenta uma maior sensibilidade.”® Estes sio imunoensaios do tipo
nao competitivo (tipo sandwich) que contém uma fase sélida com os antigénios ou anticorpos
direcionados ao analito alvo. A este complexo ligam-se antigénios ou anticorpos marcados
com uma enzima, a fosfatase alcalina, ocorrendo posteriormente a adigao do substrato (4-
methyl-umbelliferyl phosphate). A fosfatase alcalina leva a desfosforilagao do substrato e origina
um produto que emite radiacio fluorescente que é detetada e quantificada a 450 nm.”** A

concentracio de antigénio ou anticorpo alvo é proporcional a fluorescéncia emitida.”
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8.3 Determinag¢oes Analiticas

A deteciao de microrganismos causadores de infe¢coes pode ser feita com recurso a
técnicas microbiologicas que consistem na recuperagao, isolamento e identificagio do
microrganismo responsavel pela infecao. No entanto, este € um mecanismo complexo e
MOroso € por isso O recurso a técnicas imunoldgicas que permitem a detegao de antigénios
ou anticorpos sintetizados na sequéncia da infegao, constituem um meio de diagndstico mais
simples, rapido e com elevada eficiéncia. A detecao de anticorpos, e em especial da subclasse
presente no soro, permite ainda determinar se a infecao se encontra na fase aguda, crénica

ou em fase de resolucao.

8.3.1 Manuais

As técnicas manuais executadas no laboratério tém por base o principio da aglutinagao,
que consiste na interagao entre um antigénio e um anticorpo com a formagao de agregados
visiveis a olho nu.'” Sao varias as técnicas realizadas como a reagio de Paul-Bunnel para detegao
de anticorpos anti-virus de Espstein-Barr, o teste de Waller-Rose para detegao da presenca
de anticorpos anti-fator reumatoide, o teste de Rose Bengal para detegao de anticorpos anti
- brucelose e o Teste de Coombs Direto para a detegiao de anticorpos anti-D acoplados na
membrana dos eritrécitos. No entanto, neste relatorio apenas serao abordadas com maior
detalhe as técnicas executadas com maior frequéncia nomeadamente o VDRL/RPR, a Tipagem
de Grupos Sanguineos e o Teste de Coombs Indireto. A realizagcao destas técnicas é feita,
como ja referido, de forma manual e por isso a execugao e rigor na sua realizagao é um aspeto
de extrema relevancia considerando a técnica e o nimero de amostras a executar diariamente
e de forma paralela. Apesar de nao ter sido possivel a participagao autonoma na realizagao
destas técnicas, tive a possibilidade de presenciar a sua execugao e participar na leitura e

analise de resultados.

8.3.1.1 VDRL / RPR

A sifilis € uma doenga sexualmente transmissivel provocada por uma bactéria com
forma de espiroqueta designada de Treponema pallidum subespécie pallidum.””> A detegio
laboratorial da infecao causada por esta bactéria é efetuada através de métodos serologicos
nomeadamente testes treponémicos, que detetam anticorpos sintetizados contra as proteinas
da bactéria, e os testes nao treponémicos que detetam anticorpos sintetizados contra os

. s T ;.30 ~ ;. ~ . ..
antigénios lipidicos da bactéria.” Os testes nao treponémicos sao os mais utilizados uma vez

que sao mais rapidos e faceis de executar comparativamente aos testes treponémicos. Os
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testes nao treponémicos mais utilizados sao o Veneral Disease Research Laboratory (VDRL) e o
Rapid Plasma Reagin (RPR), que permitem detetar a presenca de anticorpos IgG e I1gM.** No
entanto, devido a complexidade de preparagao do reagente e a dificuldade de leitura dos
resultados, na grande maioria dos laboratérios é utilizado o RPR ao invés do VDRL?, tal como
acontece no laboratério SYNLABHEALTH ALENTEJO. O RPR permite detetar reaginas,
anticorpos sintetizados na sequéncia da infegao por Treponema pallidum, utilizando antigénios
de cardiolipina, lectina e colesterol que possuem acopladas particulas de carbono que
permitem mais facilmente visualizar as reagdes de aglutinagio.” Num cartio contendo circulos
é colocado o soro do utente e uma gota de reagente contento os antigénios associados a
particulas de carbono, ocorrendo aglutinagao se o soro do utente possuir anticorpos sendo
assim o resultado positivo. Na presenca de um resultado positivo é determinado o titulo de

diluigdo que permite uma avaliagio semi-quantitativa do grau da infegao.®

8.3.1.2 Grupos Sanguineos

O grupo sanguineo ¢é determinado mediante os antigénios presentes na superficie dos
eritrocitos. Os principais sistemas de grupos sanguineos sao o sistema ABO e o sistema Rhesus,
sendo que, o sistema ABO contém os grupos sanguineos A, B, AB e 0 classificados mediante a
presenca ou auséncia de antigénios A e B e o sistema Rhesus permite determinar a presenca
ou auséncia do antigénio D na superficie dos eritrécitos, designado de Rh positivo ou Rh

negativo respetivamente (Tabela V).’

Tabela IV - Grupos Sanguineos. (Adaptado de Dean L., 2005,. Blood Groups and Red Cell Antigens.
Bethesda (MD): National Center for Biotechnology Information (US)).

Grupo
sanguineo A B AB o

Antigénio . A . A N&o ha

Antigénio A Antigénio B Antigénio A e B antigénios
Anticorpo ﬁr ﬁf N&o hd ﬁf ﬁﬁ
D anticorpos
Anti-B Anti-A Anti-B Anti-A

A determinagao do grupo sanguineo é realizada por técnicas baseadas na aglutinagao

entre os antigénios de superficie dos eritrécitos e anticorpos. No laboratério sao utilizados
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os Card-ID DiaClon ABO/D + Reverse Grouping (Figura 18) que permitem a realizagao da
prova direta, possibilitando a determinagao dos antigénios de superficie presentes nos
eritrocitos, e efetuar a prova reversa que identifica a presenga ou auséncia de anticorpos anti-

A e/ou anti-B no soro do utente.*

Cada card é constituido por seis microcolunas que contém uma matriz filtrante que
permite a passagem de eritrocitos livres e a sua consequente sedimentagao. Os complexos
aglutinados mantém-se a superficie da matriz e indicam um resultado positivo (Figura 18).*>*
Na coluna A e B é realizada prova direta sendo que nestas colunas é colocada uma solugao de
eritrocitos do utente (eritrocitos do utente misturados com um diluente que favorece as
ligacoes antigénio-anticorpo) em contacto com anticorpos anti-A e anticorpos anti-B nas
colunas A e B, respetivamente. A coluna C ¢é utilizada para verificar a presenga ou auséncia do
antigénio D e na coluna D é realizado o controlo. Nas colunas E e F é realizada a prova reversa,
colocando o plasma do utente em contacto com antigénio A e antigénio B, respetivamente.

Os cards sio posteriormente centrifugados® e a leitura destes é realizada de forma

automatizada pelo Banjo ID-Reader da BioRad.
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Figura 18 - Determinac¢do do grupo sanguineo pelo Card-ID DiaClon ABO/D + Reverse Grouping.
O resultado da prova direta é indicativo do grupo B, o fator Rh é negativo e a prova reversa indica a presenca de
anticorpos anti-A sendo esta concordante com a prova celular.

8.3.1.3 Teste De Coombs Indireto

O Teste de Coombs Indireto ou teste da antiglobulina indireto tem como objetivo
detetar a presenca de anticorpos anti-D livres no sangue.’' Para efetuar este teste sio
utilizados os Card-ID LISS/Coombs que possuem microcolunas contendo antiglobulina
humana (soro de Coombs). Nestas microcolunas o soro do utente é colocado em contacto
com células comerciais com antigénios de interesse (Rh positivos). Na presenca de anticorpos

anti-D estes ligam-se aos eritrécitos Rh positivos formando um complexo de aglutinados que
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se mantém a superficie da matriz filtrante constituinte das microcolunas.”® A execucio do
Teste de Coombs Indireto € particularmente relevante na avaliagao de incompatilibilidades do
grupo Rh, com particular interesse em mulheres gravidas. Uma mulher gravida que possua
anticorpos anti-D no sangue podera transmitir esses anticorpos ao feto e, na presenga de um
feto Rh+ ocorre a ligagao destes aos antigénios D presentes nos eritrocitos do feto levando a
ocorréncia de uma patologia designada de doenga hemolitica do recém-nascido. Esta patologia
pode ter varias complicagoes fetais como hepatoesplenomegilia, ictericia ou hidrépsia fetal
que pode levar a morte do recém-nascido, seja durante a gestagio ou mesmo apos o

nascimento, e por isso a relevancia deste teste em mulheres gravidas.”'

8.3.2 Automatizadas

A determinagdes analiticas automatizadas realizadas neste setor da Imunologia estao
descritas na Tabela V, com indicagao do equipamento onde sao executadas. O setor de
Imunologia é um setor com um elevado grau de automatizagao e por isso, a interferéncia
humana é praticamente nula (com excegao para as técnicas manuais descritas anteriormente).
No entanto, estes equipamentos necessitam de manutengao didria que inclui o abastecimento
de reagentes e consumiveis e execugao da calibragao, sendo que durante o estagio tive a
oportunidade de participar nestas tarefas. Para além disso, a aplicacao de amostras de CQI e
analise destas amostras faz parte da rotina didria a que o equipamento esta sujeito na qual

pude também participar de forma ativa.

Tabela V — Determinacoes analiticas realizadas nos automatizadores ADVIA CENTAUR XP e
IMMULITE 2000.

ADVIA CENTAUR XP

IMMULITE 2000

Anticorpo Hepatite B (anti-Hbs)

Anticorpo anti - Citomegalovirus 1gG

Antigénio Hepatite B (HBs Ag)

Anticorpo anti - Citomegalovirus IgM

Virus
Anticorpos anti —- HCV Anticorpo anti - Rubéola IgG
HIV (p24 + HIV1/2) Anticorpo anti - Rubéola IgM
Anticorpo anti - Toxoplasma gondii 1IgG
Parasitas
Anticorpo anti - Toxoplasma gondii IgM
a-Feto Proteina (AFP) Antigénio Especifico da Prostata total
Marcadores  Antigénio Carcinoembrionario (CEA) (PSA total)
Tumorais CA 199 Antigénio Especifico da Prostata livre
CA 125 (PSA livre)
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Hormona Foliculo Estimulante (FSH)

Hormona Luteinizante (LH)

Progesterona Testosterona

Prolactina

Hormona da Paratiroide (PTH)

Hormonas Hormona Tiro Estimulante (TSH)
| 7- BEstradiol
Triiodotironina (T3) Hormona Gonadotrofina Corionica
Triiodotironina (FT3) (BhCG)

Tiroxina (T4)
Tiroxina livre (FT4)

Proteina C Reativa ultra-sensivel
Vitamina B12

IgE total
Outros

, Anticorpo anti - Tiroideus
Acido Fdlico

Anticorpo anti - Peroxidase

8.3.2.1 InfecOes Virais e Parasitarias

Na generalidade das infegoes, sejam bacterianas, virais ou parasitarias, € dificil isolar o
agente patogénico e por isso a avaliagao seroldgica constitui uma das principais ferramentas
para a detegao destas infegoes. A detegao passa pela quantificagao de antigénios ou anticorpos
em amostras sanguineas. A dete¢ao de anticorpos IgM ou IgG permite avaliar a presenga de

infegdes ativas e agudas ou avaliar a presenca de imunidade, respetivamente.**

Citomegalovirus

O Citomegalovirus (CMV) é um virus com um genoma de dsDNA que pertence a
familia Betaherpesvirinae e ao género Cytomegalovirus. As células infetadas por CMV tornam-se
células gigantes com inclusoes intranucleares e citoplasmaticas onde o virus pode ficar latente

e sofrer reativagdes futuras. 3¢

A infecao por CMV é considerada a infegao viral congénita mais comum em humanos
e constitui uma importante causa de mortalidade em hospedeiros imunocomprometidos. No
entanto, € geralmente assintomatica em hospedeiros imunocompetentes. A detecao do CMV
é particularmente importante em mulheres gravidas, uma vez que primoinfe¢oes por CMV

durante a gestacio podem desencadear complicagdes graves ou morte fetal.”>*

57



Uma vez que a maioria das pessoas, incluindo gravidas, sao assintomaticas, a Unica
forma de detetar a infecio primaria ou reativagio é através da detecio de anticorpos IgM.*
Na presenca de IgM positiva, o resultado é confirmado no equipamento Mini VIDAS. A detecao
de anticorpos IgG indica uma infe¢ao que ocorreu no passado, no entanto, no caso positividade
para IgG deve ser realizado um teste da avidez que permite efetuar uma datagao relativa da
infecio.*® Contudo, o teste de avidez nio é realizado no laboratério SYNLABHEALTH

ALENTEJO e as amostras sao enviadas para um laboratoério que pertence ao grupo.

Virus da Hepatite B

A hepatite corresponde a uma inflamagao e necrose das células hepaticas que pode
resultar da infecao dos hepatocitos por diversos virus nomeadamente o virus da Hepatite B
(HBV, do inglés Hepatitis B Virus) e o virus da Hepatite C. O HBV é um virus que pertence a
familia Hepadnaviridae. A infegao pelo virus da Hepatite B constitui o maior problema de saude
publica a nivel mundial.** Cerca de 5% a 10% das pessoas com infecio por HBV evoluem para
infecio crénica com predisposicio para desenvolvimento de cirrose ou carcinoma

hepatocelular.’”*

O diagnostico laboratorial desta infecao passa pela identificagdo do antigénio de
superficie da Hepatite B (HBs Ag, do inglés Hepatitis B Surface Antigen) que indica uma infegao
ativa e encontrando-se persistentemente positivo nas infegdes croénicas, definidas pela
presenca de HBs Ag num periodo superior a 6 meses. A presenca de anticorpos anti-HBs
indica imunidade do hospedeiro contra a HBV, quer seja adquirida por uma infegao anterior
ou como resultado da vacinagio.” Os resultados positivos de HBs Ag sio confirmados no

MiniVIDAS.

Virus da Hepatite C

O virus da Hepatite C (HCV, do inglés Hepatitis C Virus) € um virus de cadeia simples
de RNA (ssRNA) que pertence a familia Flaviridae e ao género Hepacivirus.”® A grande maioria
dos casos (cerca de 80%), a infegdo por HCV evolui para hepatite crénica com
desenvolvimento de cirrose e carcinomas hepatocelulares.’® Até ao momento nio existe

vacina disponivel para prevencio da infecio por HCV.*

A detecao da infecao por HCV é efetuada pela presenga de anticorpos anti-HCV uma
vez que os antigénios do HCV nio sio detetados no sangue.’®* Um resultado positivo para

anticorpos anti-HCV é posteriormente confirmado no MiniVIDAS.
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Virus da Imunodeficiéncia Humana

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV, do inglés Human Immunodeficiency Virus) é
o agente viral que provoca a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, a SIDA. O HIV é um
retrovirus que pertence a familia Retroviridae. Existem dois tipos de HIV: o HIV-1 e o HIV-2
que apresentam 50% de homologia gendmica, no entanto o HIV-I é o responsavel pela
pandemia mundial, enquanto o HIV-2 esta circunscrito a Africa Ocidental. O HIV infeta
linfocitos T CD4+ induzindo nestes um efeito citopatico resultando na destruicao de linfocitos
T CD4+ infetados e também nao infetados, ocorrendo uma diminuicio do nimero de
linfocitos T CD4+. Os doentes com HIV sao suscetiveis a infe¢oes oportunistas que em
doentes imunocompetentes sao facilmente combatidas pelo sistema imune intacto. Uma vez
infetado com HIV, no hospedeiro nao o consegue eliminar e o virus permanece latente no

organismo.*

A infecao por HIV pode compreende varios estadios diferentes. Numa fase inicial
ocorre a infecao aguda ou primaria que se caracteriza por ser geralmente assintomatica ou
pela presenga de sintomas pouco caracteristicos como cansago, mal-estar, linfoadenopatias e
hepatoesplenomegialia. Posteriormente segue-se a fase assintomatica ou de laténcia clinica
onde nao ha evidéncia de manifesta¢oes clinicas, no entanto o virus pode ser detetado no
sangue. O estadio de SIDA é classificado por uma redugao drastica do nimero de linfécitos T
CD4+ (inferior a 200/mm®), o que facilita a infecdo por agentes patogénicos oportunistas. Isto

significa que, um individuo infetado com HIV pode nunca desenvolver o estadio de SIDA.*®

A detegao da infecao por HIV é feita através da pesquisa de anticorpos anti-HIV-1| e
anti-HIV-2 e do antigénio p24 presente na superficie da particula viral. Na presen¢a de uma

amostra positiva para HIV este resultado é confirmado no MiniVIDAS.

Rubéola

O virus da Rubéola é um virus envelopado de cadeia simples de RNA (ssRNA)
pertencente a familia Togaviridae e ao género Rubivirus.’® Das pessoas infetas pelo virus da
rubéola cerca de 30 a 60% desenvolvem sintomatologia que se manifesta pelo aparecimento
de manchas vermelhas, febre, alteragdes respiratorias, artralgias e linfoadenopatias. No
entanto, a grande preocupagao de infe¢iao por este virus ocorre principalmente em mulheres
gravidas, em especial no primeiro trimestre de gestagao, em que uma primoinfegao por este
virus podera originar vasculite fetal ou placentdria com comprometimento da oxigenagao fetal,

alteragoes cromossémicas, malformagoes congénitas e inUmeras outras complicagoes fetais.
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A ocorréncia de uma primoinfecao no curso da gravidez faz com que a maioria dos fetos

infetados permanecam com uma infecio crénica.*®

O diagnostico laboratorial da infecao pelo virus da rubéola é por isso, de extrema
importancia em mulheres gravidas e faz parte dos testes de rotina em gravidas, passando pela
detecao de anticorpos IgM e IgG indicativos de uma infecao aguda ou imunidade,

respetivamente. Uma vez infetadas a as pessoas adquirem imunidade para toda a vida.*®

Toxoplasma gondii

O parasita Toxoplasma gondii € um parasita protozoario intracelular obrigatério e é o
agente etioldgico da toxoplasmose. Cerca de 50% da populagao mundial apresenta imunidade
para a toxoplasmose. A infegao pode manifestar-se de varias formas sendo que nos doentes
imunocompetentes apenas uma pequena parte (10%) sao sintomaticos normalmente
apresentam manifestacoes clinicas ligeiras. Nos doentes imunodeprimidos geralmente é

sintomatica e pode mesmo ser fatal.’®

As primoinfe¢coes em mulheres gravidas representam um grave problema, uma vez que
podem ser responsaveis pela transmissao da toxoplasmose ao feto o que podera ter
consequéncias graves e fatais. Existe uma correlagao entre a gravidade da doenga fetal e o
tempo de gestagao em que ocorre a infecao sendo que quando mais cedo a infegao for
adquirida maior sera a severidade da doenca fetal. Os fetos que sobrevivem na grande maioria
dos casos apresentam alteragdes neuroldgicas e oculares graves e um prognostico reservado

quando a primoinfegio ocorreu no |° e 2° trimestre de gravidez.®

O diagndstico da toxoplasmose é feito com recurso a detegao de anticorpos IgM e
IgG. A presenca de anticorpos IgM ¢ indicativa de infecao aguda (ou reativagao) e a presenca
de anticorpos IgG ¢ indicativa de uma infecao passada e normalmente imunidade adquirida
para toda a vida.***” Um resultado positivo para IgM é confirmado no MiniVIDAS. Na presenca
de um resultado positivo de IgG a amostra é enviada para outro laboratorio do grupo para
realizacao do teste da avidez que permite efetuar uma datagiao relativa da infecao. A
interpretacao de anticorpos encontra-se descrita e exemplificada com mais detalhe no caso

clinico descrito no Anexo C.
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8.3.2.2 Hormonas

Hormona Tiro Estimulante (TSH)

A Hormona Tiro Estimulante (TSH, do inglés Thyroid Stimulating Hormone) é uma
glicoproteina sintetizada pela adenohipofise que promove o crescimento da tiroide e a sintese
e secregao de hormonas tiroideias pela tiroide. O doseamento desta hormona é relevante na
avaliacao da funcao tiroideia e na identificacao de disfuncoes tiroideias. A determinacao da
concentragao da TSH, conjuntamente com o doseamento de Triiodotironina (T3) e da
Tetraiodotironina (T4), permite auxiliar na distingao de hipotiroidismo primario ou secundario

e do hipertiroidismo primério ou secundario.®

O hipotiroidismo primario é caracterizado por uma diminuigao das concentragoes de
T3 e T4 e um aumento da concentragao de TSH, indicativos de uma resposta hipofisaria
normal e de patologia da glandula tiroideia. Ao invés, o hipotiroidismo secundario é
caracterizado por uma diminuicao das concentragoes de T3 e T4 e uma diminuicao da
concentragao de TSH, indicativos de uma resposta hipofisaria anormal e por isso sugestivo de
patologia hipofisaria.® O hipertiroidismo primario é caracterizado por um aumento das
concentragoes de T3 e T4 e uma diminuicao da concentragao de TSH, indicativos de uma
resposta hipofisaria normal e de alteragoes tiroideias. O hipertiroidismo secundario é
caracterizado por um aumento das concentragcoes de T3 e T4 e um aumento das
concentragoes de TSH, indicativos de uma resposta hipofisaria anormal e por isso sugestivo
de patologia hipofisaria. Um aumento de TSH, tal como se verifica no hipertiroidismo
secundario pode ser causado por adenomas libertadores de TSH ou derivados de patologias

autoimunes como ¢é o caso da Doenca de Graves.®

Tetraiodotironina ou Tiroxina (T4)

A Tetraiodotironina (T4, do inglés Total Thyroxine) € uma hormona sintetizada pela
tiroide, no entanto o mecanismo que desencadeia a libertagao desta hormona ¢ iniciado no
hipotalamo. Diversos estimulos, como o stress ou a hipotermia, estimulam a libertagcao de
Thyrotropin Releasing Hormone (TRH) pelo hipotilamo, que consequentemente promove a
libertagao de TSH pela adenohipofise. A TSH é a hormona que permite a regulagao da

libertagdo de T3 e T4 pela tiroide.’

Na tiroide, o iodeto que advém da dieta é armazenado e posteriormente incorporado
na tiroglobulina. A tiroglobulina, sintetizada pelas células foliculares da tiroide, possui varios

residuos de tirosina que podem ser iodados e originam a monoiodotirosina (que contém um
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iao iodeto) e a diiodotirosina (que contém 2 ides iodeto). A jungao de uma molécula de
monoiodotirosina e uma molécula de diiodotirosina origina a triiodotirosina (T3). A jungao de
duas moléculas de diiodotirosina origina a tiroxina (T4) sendo esta a hormona formada em
maior quantidade. Cerca de |/3 desta T4 é convertida a T3 nos tecidos. Mais de 99% das
moléculas de T3 e T4 circulam na corrente sanguinea ligadas a proteinas, como a albumina e

a Thyroxine-Binding Globulin (TBG), no entanto estas hormonas sio biologicamente inativas.®

A T3 e a T4 exercem a sua fungao em diversos locais do organismo e participam na
regulacao de inumeros processos fisiologicos, como regulagcao da temperatura corporal, do

ritmo cardiaco e do transito Gl e principalmente das variagdes no estado de humor.®

O doseamento de T4 é principalmente utilizado para avaliar a fungao tiroideia. Uma
diminuicao da fungao tiroideia, avaliada pela diminuicaio de T3 e T4 é designada de
hipotiroidismo sendo a principal causa desta alteracao a Tiroidite de Hashimoto (em paises
desenvolvidos em que o consumo de iodino é adequado). O aumento da concentragao de T3
e T4 é caracteristico do hipertiroidismo, sendo a principal causa de hipertiroidismo a Doenga

de Graves e o adenoma toxico.

Tiroxina Livre (FT4)

A tiroxina livre (FT4, do inglés Free Thyroxine) é a hormona tiroxina que circula livre na
corrente sanguinea e constitui apenas uma pequena fragao da hormona T4. O doseamento da

FT4 é o pardmetro mais frequentemente pedido para avaliagio da fungio tiroideia.®

Triiodotironina (T3)

A Triiodotironina (T3, do inglés Total Triiodothyronine) é a principal hormona tiroideia
ativa, sendo cerca de 20% desta é sintetizada pela tiroide e a restante € sintetizada pela
transformagao de T4 emT3 nos tecidos periféricos. O mecanismo de formagao da T3 ocorre

paralelamente e de forma semelhante ao da T4.°

Triiodotironina Livre (FT3)

A semelhanca do que acontece com a FT4, a Triiodotironina Livre (FT3, do inglés Free
Triiodothyronine) representa a fragao da T3 que circula livre, representando menos de 1% do

total de T3 porque, a grande maioria da triiodotironina se encontra ligada a proteinas.®
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Hormona Luteinizante (LH)

A Hormona Luteinizante (LH, do inglés Luteinizing Hormone) é uma glicoproteina
sintetizada pela adenohipofise (pituaria anterior) em resposta a hormona a Gonadotropin-
Releasing Hormone (GnRH) libertada pelo hipotalamo. Tanto a LH como a Hormona Foliculo
Estimulante (FSH, do inglés Follicle Stimulating Hormone) tém um papel fundamental na
manutengao da funcionalidade normal dos sistemas reprodutores masculinos e feminino,
sendo a libertagao destas hormonas regulada por mecanismos de feedback negativo. Um
aumento da concentracao das hormonas libertadas pela glandula alvo induz a diminuigao de

libertagdo de hormonas LH e FSH pela hipéfise.®

Nas mulheres, a LH atua especialmente em glandulas endocrinas como goénadas.
Conjuntamente com a FSH vai promover a ovulagao, desenvolvimento do corpo luteo e
secrecao de progesterona. Cerca de 3 a 36 horas antes da ovulagao as concentragoes de LH
atingem um pico e por isso o doseamento desta hormona pode ser relevante para prever a
data da ovulagao. Apds a menopausa os valores de concentragao de LH sofrem um aumento.
Niveis elevados de LH podem estar associados ao Sindrome do Ovario Poliquistico (SOP) ou

a hipofungao ovarica.®

Nos homens a hormona LH tem um papel importante na estimulagao do
desenvolvimento e funcionalidade das células de Leydig testiculares e consequentemente
estimulagao da produgao de testosterona. Uma diminuigao das concentragoes de testosterona
e de LH caracteriza o hipogonadismo hipogonadotréfico (secundario). Esta sindrome é
caracterizada por uma diminui¢ao da fungao hipofisaria com diminui¢ao dos niveis de LH e

FSH e consequentemente de testosterona e estradiol.’

Hormona Foliculo Estimulante (FSH)

A Hormona Foliculo Estimulante (FSH, do inglés Follicle Stimulating Hormone) é também
uma hormona sintetizada pela adenohipofise sob o controlo da GnRH e atua especialmente
nas génadas sexuais masculinas e femininas nomeadamente os ovarios e os testiculos. Nas
mulheres a FSH promove a estimulagao do crescimento e maturagao dos foliculos ovaricos e,
em conjunto com a LH, promove a secregao de estrogénio. O aumento das concentragoes de
FSH verifica-se no inicio da fase folicular. Valores de FSH persistentemente elevados sao
sugestivos de hipogonadismo hipergonadotrofico (primario), menopausa ou hipofungao
ovarica primaria. Em contrapartida, uma diminuicao nos valores de FSH é sugestiva de

hiperfungdo ovarica.®
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Nos homens, a principal fungao desta hormona € a de estimulagao da espermatogénese
e por isso, sempre que se verifique uma contagem do numero de espermatozoides inferior a
5-10 milhoes/mL é recomendado o doseamento da concentracao de FSH. Um aumento dos
valores de FSH podera ser indicativo de hipofuncao testicular primaria. Em ambos os sexos, e
a semelhanga do que se verifica com a LH, a diminuicao dos niveis de FSH esta associada ao

hipogonadismo hipogonadotréfico (secundario).®

Testosterona

A testosterona € a principal hormona androgénica produzida nos testiculos pelas
células de Leydig e libertada sob regulagao da LH. Esta € uma hormona esteroide e por isso,
a grande maioria da testosterona circula na corrente sanguinea ligada a proteinas e, apenas
cerca de 2 a 3% circula na corrente sanguinea livre. Esta hormona desempenha um papel
importante na diferenciagao sexual, espermatogénese e na estimulagado e manutengao da
maturidade dos orgaos sexuais na puberdade. Em homens a partir dos 40 anos a concentragao
desta hormona vai sofrendo um decréscimo gradual ao longo dos anos, devido a uma
diminuigao da fungao testicular e, apesar desta ser uma condigao fisiologica, em alguns casos
pode estar associada a situagoes patoldgicas como o hipogonadismo. A testosterona constitui
assim o parametro mais utilizado para a identificagao desta patologia. O doseamento paralelo
da LH devera ser efetuado para o diagnostico diferencial de hipogonadismo hipogonadotrofico
(diminuicao de LH) ou hipergonadotréfico (aumento de LH). Na suspeita de hipogonadismo
hipogonadotrdéfico, em que a alteragao ocorre a nivel do hipotalamo ou hipdfise, a
determinagao da concentragao sérica de prolactina podera ser util, uma vez que a
prolactinémia podera ser a causa do hipogonadismo. O hipogonadismo hipergonadotrofico é
caracterizado por uma alteragdo primaria das génadas (testiculos), sendo a principal

manifestacdo clinica a disfuncio erétil.®

Em mulheres os niveis de testosterona sao muito inferiores aos encontrados nos
homens, no entanto, niveis elevados desta hormona em mulheres poderao estar relacionados

com SOP ou tumores ovaricos.®

Cortisol

O cortisol é o principal glucocorticoide sintetizado pela zona fasciculada do cortex
adrenal da glandula supra-renal. A libertagao de cortisol e o seu consequente aumento é
determinado por diversos estimulos como o stress, infegoes, gravidez, exercicio fisico e a

hipoglicemia. Estes estimulos atuam a nivel hipotalimico promovendo a sintese e libertagao
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de hormona libertadora de corticotrofina (CRH, do inglés Corticotropin Releasing Hormone),
que por sua vez atua na hipofise e estimula a libertacio da hormona adrenocorticotrépica
(ACTH, do inglés Adrenocorticotropic Hormone). A ACTH atua na supra-renal, através da ligacao
a recetores do cortex adrenal e estimula a sintese e libertacao de cortisol. O mecanismo de
libertagao desta hormona é também regulado por mecanismos de feedback negativo. O
cortisol circula na corrente sanguinea maioritariamente ligado a Corticosteroid Binding Globulin
(CBG) ou a albumina (mais de 97%) e o restante (cerca de 2 a 3%) circula livre, designado de
cortisol livre. As concentracoes de cortisol sofrem variagcoes com o ritmo circadiano sendo
que se verificam concentragoes mais elevadas de manha e concentragoes mais baixas de noite.

O stress induz o aumento da libertagio de cortisol.®

Para avaliagao da fungao hipofisaria e adrenal pode-se recorrer a provas de estimulagao
ou frenagao. As provas de estimulagio, como é o caso da prova da cosintropina, sao
executadas para avaliar a capacidade de sintese das glandulas adrenais. A prova da
consintropina consiste na administragao desta molécula (analoga da ACTH) que, em individuos
saudaveis, induz o aumento das concentragoes de cortisol. A execugao desta prova deve ser
feita quando se verificam baixas concentragoes de cortisol ou na suspeita da Doenga de
Addison caracterizada pela insuficiéncia adrenal. As provas de frenagao, como é o caso da
prova da dexametasona, consistem na administragao deste glucocorticoide sendo que em
individuos saudaveis é esperada uma diminuicao das concentragoes séricas de cortisol. Uma
alteracao na prova de frenagao podera ser sugestiva de Sindrome de Cushing
(hipercortisolismo) ou de produgao ectopica de ACTH tal como se verifica no carcinoma de

pequenas células do pulmao.®

Hormona Gonadotrofina Corionica - BhCG

A Hormona Gonadotrofina Coriodnica (BhCG, do inglés Human Chorionic Gonadotropin)
€ uma glicoproteina sintetizada principalmente pelas células da placenta, no entanto
quantidades residuais desta hormona podem ser sintetizadas pelas glandulas pituarias em
pessoas idosas. A principal funcio desta hormona é estimular os ovarios a produzir
progesterona numa fase inicial da gravidez. O doseamento de BhCG é frequentemente
determinado para diagnosticar e datar a gravidez uma vez que 8 a |10 semanas apds a concegao
a concentragio da hormona atinge valores maximos.® A determinagio sérica dos niveis desta
hormona permite detetar a gravidez mais cedo do que os testes de DIG devido a uma maior
sensibilidade da técnica. Os testes quantitativos de BhCG permitem ainda relevar deficiéncias

fetais no inicio da gravidez.®
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Para além de identificagao e datagao da gravidez a determinagao da concentragao de
BhCG pode ser usada para avaliar uma gravidez ectdpica, detetar a presenga de tumores
secretores de BhCG ou prever o risco de sindrome de Down ou trissomia 18. Resultados
positivos de BhCG, ainda que baixos, podem verificar-se antes e apds a menopausa e nao estao

em nada relacionados com a gravidez.®

17B - Estradiol

O 17B - estradiol é uma hormona estrogénica produzida nas mulheres pelos ovarios e
pela placenta durante a gravidez, desempenhando um papel importante no ciclo menstrual.
Nos homens esta hormona é sintetizada em pequenas quantidades pelos testiculos e pela
supra-renal. A grande maioria do estradiol circula na corrente sanguinea ligado a proteinas,

como a albumina.®

Como a sintese do |7f - estradiol é feita quase exclusivamente pelos ovarios, o seu
doseamento € utilizado para avaliar a hiperfungao ovarica seja primaria ou secundaria, sendo
que niveis baixos de estradiol sao indicativos de diminuicao da fungao de sintese ovarica
(hipofungao ovarica primaria) ou a alteragdes no eixo hipotalamo-hipdfise (hipofungao ovarica
secundaria). Apds a menopausa a concentragao sérica desta hormona sofre um decréscimo

acentuado.®

Prolactina

A prolactina € uma hormona sintetizada pela adenohipofise que desempenha como
principal fungao a estimulagao da lactagio no pos-parto. No entanto, esta hormona
desempenha outras fungoes como o papel importante na manutengao da fungao do sistema
imune e também na sintese de estrogénios pelo ovario. A libertagao de prolactina, da mesma
forma que todas as hormonas libertadas pela adenohipofise, encontra-se sob controlo

hipotaldmico. O hipotilamo liberta a TRH que estimula a hipéfise a libertar a prolactina.®

O aumento de prolactina, designado de hiperprolactinemia pode ter varias causas
sendo a mais frequente a presenca de prolactinomas na adenohipdfise. Outras causas
associadas ao aumento de prolactina sao a amenorreia, a galactorreia e a SOP nas mulheres.
Nos homens, os valores elevados de prolactina sao sugestivos de hipogonadismo ou
impoténcia. Tanto em homens como em mulheres, um excesso de prolactina pode ser devido

a toma de determinados firmacos e pode causar infertilidade.®
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Progesterona

A Progesterona é uma hormona esteroide feminina responsavel pela preparagao do
Utero para a implantagao do 6vulo fecundado e pela manutengao da gravidez, sendo por isso
a principal hormona progestacional. A secregao da progesterona advém principalmente do
corpo luteo e da placenta durante a gravidez, embora concentragoes residuais possam ser
sintetizadas pela supra-renal. A libertacao de progesterona ocorre pela estimulagio das
hormonas hipofisarias LH e da FSH e um aumento da concentragao da progesterona induz

uma agao inibitéria na libertagio de hormonas hipofisarias.®

A concentragao da progesterona é residual durante a fase folicular do ciclo menstrual
sofrendo um pico de concentragao cerca de 8 dias apos a ovulagao. Senao ocorrer fertilizagao
e implantagao do 6vulo a sua concentracao sofre um decréscimo gradual, originando a
ocorréncia da menstruagao. Contudo, se ocorrer fecundagao e consequentemente gravidez,
a concentragao da progesterona sofre um aumento exponencial, permitindo manter a
gestagao. A determinagao da progesterona é muito utilizada para avaliar a ocorréncia da

ovulacio.

Hormona da Paratiroide (PTH)

A Hormona da Paratiroide (PTH, do inglés Parathyroid Hormone) é uma hormona
secretada pelas glandulas paratiroideias que atua diretamente no rim e ossos e indiretamente
no intestino, através da agao da /,25-hydroxyvitamin D, sendo responsavel pela regulagio do
metabolismo o6sseo e mineral do cilcio e do fosfato. Baixas concentracdes de calcio
(hipocalcemia) induzem a sintese de PTH que atua diretamente no rim promovendo a
absorgao de cdlcio e a secregao de fosfato e induz a sintese de /,25-hydroxyvitamin D. Esta por
sua vez atua a nivel intestinal levando a um aumento da absorcao de calcio e fosfato. Por outro
lado, niveis elevados de calcio atuam nas glandulas paratiroideias induzindo a diminuigao da

secregio de PTH através de um mecanismo de feedback negativo.®

A determinagcio da PTH ¢é datil no diagnéstico diferencial de hipercalcemia e
hipocalcemia, para avaliagao da fungao paratiroideia em doentes com insuficiéncia renal e na
avaliagio da funciao paratiroideia em patologias minerais e Osseas. Em doentes com
hiperparatiroidismo primario as concentragoes de PTH e calcio encontram-se elevadas o que
nao se verifica na maioria dos doentes com hipercalcemia nao paratiroideias que apresentam
concentragoes de PTH reduzidas. A principal causa do hiperparatiroidismo primario é a
presenca de adenomas secretores de PTH. O hiperparatiroidismo secundario esta relacionado

com um aumento das concentragoes de PTH em resposta a baixas concentragoes de calcio
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associado a outras causas como doentes com patologia renal cronica e doentes com deficiéncia

em 1,25-hydroxyvitamin D.®

8.3.2.3 Marcadores Tumorais

Antigénio Especifico da Prostata Total e Livre (PSA Total e PSA Livre)

Um marcador tumoral é uma substancia, que pode ser uma proteina, sintetizada pelo
tumor ou sintetizada pelo organismo em resposta a presen¢a do tumor. Os marcadores
tumorais sao utilizados para diferenciar tecido cancerigeno de tecido saudavel ou para detetar

a presenca de um tumor através de determinagdes sanguineas. **°

O Antigénio Especifico da Prostata (PSA, do inglés Prostate Specific Antigen) é uma
proteina sintetizada pela glandula prostatica e também por tecido neoplasico tendo especial
utilidade no diagnostico e detegao de cancro da préstata em homens, permitindo também
monitorizar a eficacia do tratamento e o aparecimento de recorréncias apos o diagnostico
inicial. O PSA circula no sangue maioritariamente ligado a inibidores da protease, denominado
de PSA complexado, e o restante circula livre no sangue, que se denomina de PSA livre. A
soma do PSA complexado e do PSA livre corresponde ao PSA total, sendo este o parametro

mais frequentemente determinado.**

A quantificacao do marcador tumoral permite numa fase inicial classificar os tumores
quanto ao seu estadio, uma vez que a concentragao de PSA se correlaciona de forma direta
com as dimensoes tumorais. No entanto, aumentos das concentragoes de PSA podem também
estar associados a hiperplasia prostatica benigna ou a outras condigoes que afetem a prostata
e por isso nem sempre um aumento do PSA total esta relacionado com neoplasias. A
determinagao do PSA livre permite aumentar a sensibilidade e especificidade de detegao do
cancro da prostata. Homens com neoplasia prostatica geralmente possuem valores de PSA

livre menores e valores de PSA total mais elevados.®*

Antigénio Carcinoembrionario (CEA)

O Antigénio Carcinoembrionario (CEA, do inglés Carcinoembryonic Antigen) é uma
glicoproteina sintetizada durante a vida fetal, onde existem concentragoes elevadas, ocorrendo
um decréscimo para concentragoes baixas ou indetetdveis apos o nascimento. As
glicoproteinas CEA e AFP sao designadas de antigénios oncofetais. Em adultos saudaveis as
concentragoes destes antigénios oncofetais sao minimas e residuais e um aumento da sua

concentragao sérica esta associado com o aparecimento de neoplasias, devido a reativagao de
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determinados genes como resultado de alteragoes celulares. O CEA é designado de

carcinoembrionario uma vez que foi encontrado no tecido embrionario.**

Este marcador é utilizado principalmente no diagnostico de carcinomas colorretais,
verificando-se concentragoes 5 a |0 vezes superiores ao intervalo de referéncia, apresentando
uma correlagao direta entre a concentragao de CEA e o estadio da doencga. Apesar de utilizado
principalmente para a detegao de carcinomas do célon e do reto, o CEA encontra-se elevado
em carcinomas gastrointestinais, pulmonares, mamarios, pancreaticos e carcinomas do ovario
e utero. Nos carcinomas de pequenas células do pulmao mais de 65% dos pacientes
apresentam niveis de CEA elevados e nos doentes com cancro da mama niveis elevados de
CEA estao associados a presenca de metastases. No entanto, a concentragao sérica deste
marcador pode estar aumentada em patologias benignas como a cirrose, o enfisema pulmonar

e a colite ulcerosa.®

CA 125

O CA 125 é um marcador utilizado para o diagndstico e monitorizagao da terapéutica
do cancro do ovario. Apesar deste marcador estar frequentemente associado ao cancro do
ovario, a sua concentragao encontra-se elevada em carcinomas do endométrio, pancreaticos,
pulmonares, mamarios, colorretais e gastrointestinais, apresentando uma concentragao de CA
125 com uma correlagao direta com o tamanho do tumor e o estadio da doencga. Diversas
condigOes benignas estao associadas a um aumento da concentragao deste marcador como a
cirrose, a hepatite, a endometriose e a pericardite, e situagoes fisioldgicas como a fase folicular
do ciclo menstrual e a gravidez. Na pratica clinica, a determinagao deste marcador é
frequentemente utilizada para avaliar a resposta a terapéutica sendo que, valores elevados de

CA 125 apés quimioterapia sio sugestivos de mau prognostico.**

CA 19.9

O CA 19.9 é um antigénio carbohidrato sintetizado pelas células pancreaticas e dos
ductos biliares, gastricas, do célon, endometriais e pelas células do epitélio salivar. E um

marcador utilizado para diagnéstico e avaliagio de tumores gastrointestinais e pancreaticos.®

Apesar do aumento da concentragao deste marcador estar especialmente associado ao cancro
pancreatico, um aumento também se verifica em cancros gastricos, colorretais e hepaticos. A
concentracao do CA 19.9 correlaciona-se de forma direta com o tamanho e estadio do

tumor-.®
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Alfa Fetoproteina (AFP)

A Alfa Fetoproteina (AFP) é uma glicoproteina que, a semelhanga do CEA faz parte do
grupo dos antigénios oncofetais. Como referido anteriormente, estas sao proteinas
sintetizadas durante o desenvolvimento fetal e por isso existem em grandes quantidades
durante o desenvolvimento fetal sendo que, a sua concentragao diminui ou desaparece apos
o nascimento. Concentragoes maximas de AFP ocorrem as 9 semanas de gestagao. Um
aumento dos niveis séricos desta glicoproteina permite detetar anormalidades fetais, como
defeitos no tubo neural através da andlise sanguinea em mulheres gravidas. Ao invés, valores
de AFP em mulheres gravidas abaixo dos valores expectaveis podem indicar a presenga de
Sindrome de Down e Trissomia do 18. Em homens e mulheres nao gravidas este marcador
pode ser utilizado para detegao de varios tipos de cancro, tal como o carcinoma hepatocelular.
No entanto, nem sempre esta associada a patologias cancerigenas e a AFP pode encontrar-se
elevada na corrente sanguinea quando associada a patologias como a hepatite e a cirrose. A
AFP tem uma vida média de 5 dias e por isso, a sua determinagao ¢é util na monitoriza¢ao da
terapéutica e na avaliagdo da efetividade da quimioterapia no tratamento do carcinoma

hepatocelular.®*

Em adultos saudaveis, a sua concentragao sérica é inferior a 10 ugramas/L.°

8.3.2.4 Vitaminas

Vitamina Bl2

A Vitamina Bl2 ou cianocobalamina é uma vitamina soluvel que possui um papel
importante na hematopoiese, nomeadamente na maturagao dos eritrocitos. A vitamina B2
advém exclusivamente da alimentagao, nomeadamente da carne, peixe e marisco, sendo a sua
absorgao feita no intestino através de um processo complexo que envolve o fator intrinseco
(IF, do inglés Intrinsic Factor). Apos a absorgao, a grande maioria desta vitamina é armazenada
no figado de onde vai sendo libertada mediante as necessidades fisiologicas. A deficiéncia da
concentragao desta vitamina estd associada a anemia megaloblastica. No entanto, sao diversas
as causas associadas a deficiéncia de vitamina Bl2 nomeadamente neuropatias, doenca
inflamatoria do intestino e infecao pelo HIV. A causa mais comum da deficiéncia de vitamina
Bl2 é a anemia perniciosa, uma doenga autoimune que provoca a diminuigao da sintese IF
pelas células parietais do estomago. Os efeitos hematoldgicos provocados por esta deficiéncia

incluem anemia, neutréfilos hipersegmentados, macrocitose, leucopenia e trombocitopenia,
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sendo todos estes reversiveis pela ingestao desta vitamina. Doentes sujeitos a gastrectomias

ou remogao do ileum podem também desenvolver deficiéncia de vitamina B12.°

O intervalo de referéncia para a Vitamina B12 é superior a 200 ng/L, sendo valores

inferiores considerados como deficiéncia desta vitamina.®

Acido Félico

O Acido Félico ou folato é uma vitamina que funciona como coenzima de diversas
reagoes de transferéncia de unidades de carbono. A principal fonte desta vitamina é a
alimentacdo nomeadamente através da ingestdao de alimentos como figado, espinafres e
vegetais. O acido félico, tal como a vitamina B12, € um componente essencial na sintese de
DNA e por isso, deficiéncias deste composto estao relacionadas com anemias macrociticas
com uma maturagao anormal dos percursores eritroides. A principal manifestagio da
deficiéncia em acido folico é a anemia megaloblastica, caracterizada pela presenga de
eritrocitos de tamanho superior ao normal e nucleados na medula 6ssea. No entanto, a
deficiéncia deste composto pode ter inUmeras causas como uma absorgao intestinal deficiente,
que acontece na doenga celiaca, deficiéncia na ingestao de acido félico como se verifica em
doentes com alcoolismo crénico ou um aumento nas necessidades deste como acontece na
gravidez, doenga hepatica ou processos cancerigenos. Na gravidez existe uma necessidade
superior de acido félico devido a um aumento na sintese de DNA sendo que, concentragoes
de acido félico reduzidas na gravidez aumentam o risco de desenvolvimento de patologias

fetais tais como defeitos de formacio do tubo neural.

O intervalo de referéncia varia entre 2,6 a 12,2 pg/L. Valores abaixo de |,4 pg/L sao

considerados como deficiéncia em acido félico.®

8.3.2.5 Proteina C Reativa Ultra Sensivel

A Proteina C Reativa (PCR) é uma proteina de fase aguda positiva sintetizada pelo
figado, que tem como principal fungao conferir protecao contra microrganismos externos ao
homem e ajudar na eliminagao desses microrganismos. A detegao de PCR em quantidades
extremamente baixas designa-se por Proteina C Reativa ultra sensivel (hsPCR do inglés High
Sensitivity Proteina C Reativa), sendo para isso necessario o uso de técnicas com uma elevada
sensibilidade e com um baixo limite de detecao como é o caso dos CLIA. A concentragao
sérica da PCR aumenta exponencialmente ao longo do tempo atingindo um pico cerca de 48
horas apos o estimulo inicial. A determinagao da hsPCR é frequentemente utilizada para avaliar

a presen¢a de infegcoes e processos inflamatorios, podendo também ser utilizada como
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biomarcador cardiaco. O doseamento desta proteina permite avaliar a presencga de processos
ateroscleroticos e consequentemente de doenga cardiovascular, sendo também um forte
indicador da ocorréncia de enfarte agudo do miocardio. Para além da sua utilidade na detegao
de patologias cardiovasculares é também util na monitorizagao da atividade de doengas como

a artrite reumatoide e da doenca de Crohn.®

8.3.2.6 IgE Total

A IgE é uma imunoglobulina sintetizada apos o contacto com antigénios, designados
por alergénios. Apés o contacto com o alergénio é induzida a sintese de IgE e esta
imunoglobulina liga-se a recetores presentes na superficie dos mastocitos e basofilos processo
este designado de sensibilizagao. Num segundo contacto com o alergénio este liga-se a IgE
presente na superficie dos mastocitos e basofilos originando a sua desgranulagio com
consequente libertagao de histamina e outras moléculas biologicamente ativas que induzem as
manifestac¢oes clinicas desde as mais localizadas como a asma, rinite alérgica, dermatite atopica
e alergias alimentares até a anafilaxia sistémica. Por isso, a determinacao da IgE total no soro
€ um parametro util para avaliar reagoes de hipersensibilidade do tipo | como a asma e a
alergia. Nas reagOes alérgicas verifica-se um aumento da concentracao de IgE total mas
também no eczema atdpico, asma, e parasitoses por helmintas. Em fumadores, a concentragao

desta é geralmente superior em comparagio com individuos saudaveis.*"

8.3.2.7 Anticorpos Anti - Tiroideus (Anti - Peroxidase e Anti - Tiroglobulina)

Os anticorpos Anti - Peroxidase (TPO Ab, do inglés Thyroperoxidase Autoantibodies) e
anticorpos Anti - Tiroglobulina (TG Ab, do inglés Thyroglobulin Autoantibodies) sao utilizados
para avaliagao de patologias autoimunes da tiroide nomeadamente a Tiroidite de Hashimoto
e Doenca de Graves. No entanto, a presenga de TPO Ab e TG Ab nao permite a distingao
das duas patologias. A presenga destes anticorpos no soro é suficiente para efetuar o
diagnostico de Tiroidite de Hashimoto, uma condi¢iao que se caracteriza pela diminuicao da
funcao tiroideia e consequentemente diminui¢ao da sintese de hormonas tiroideias como FT4,
T4, FT3 e T3 como resultado da sintese de anticorpos que atacam e destroem as células da
tiroide. A Tiroidite de Hashimoto é a principal causa de hipotiroidismo primario. Os doentes
com Doenga de Graves, apresentam um hipertiroidismo em que, além da presenca TPO Ab e
TG Ab existe também em circulagao anticorpos anti-recetor da TSH que nao se encontram

em doentes com Tiroidite de Hashimoto o que permite a distingdo das duas patologias.®
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9. CONCLUSAO

A realizagao de um estagio curricular num laboratério de anilises clinicas é parte
integrante do plano do Mestrado em Andlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da

Universidade de Coimbra tendo este decorrido no SYNLABHEALTH ALENTEJO SA, na

cidade de Evora.

A realizagao deste estagio profissional em contexto real, € uma etapa essencial para os
alunos que frequentam este mestrado, contribuindo para o desenvolvimento de capacidades
e competéncias laboratoriais e de relacionamento interpessoal, aliando a aplicagao dos
conhecimentos tedricos a pratica laboratorial e permitindo a inicializagdo no mercado de

trabalho.

Durante os meses de estagio tive a oportunidade de integrar a equipa de trabalho e
participar na rotina laboratorial o que me permitiu nao so6 aplicar os conhecimentos adquiridos
nas componentes teoricas e praticas das unidades curriculares deste ciclo de estudos, mas
também adquirir inUmeros conhecimentos relativos a pratica clinica laboratorial como a
manutengao de equipamentos, processamento de amostras, controlo de qualidade e

capacidade de resposta a situagoes inesperadas.

De realcar ainda que a conclusao de um estagio bem sucedido nao se deve apenas a
todos os fatores referidos anteriormente, mas também, e acima de tudo, a componente
interpessoal. Este foi sem duvida um fator essencial para o sucesso deste estagio em que a
disponibilidade, compreensao, simpatia e amabilidade de todos os colaboradores e

funcionarios deste laboratério foram o aspeto chave de todo este processo.
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ANEXO A

Tabela VI - Meios de Cultura utilizados para Inoculagio de Amostras de Urina. #

MEIO

MICRORGANISMOS

COLONIAS

Cistina, Lactose

Isolamento de microrganismos do

Deficiente em Eletrdlitos

(CLED)

trato urinario

Colodnias amarelas ou amarelas palidas —

Bactérias fermentadoras de lactose

Coldnias verdes, azuis ou incolores —

Bactérias nao fermentadoras de lactose

Tabela VIl - Meios de Cultura utilizados para Inoculacdo de Amostras de Fezes.

43,44,45,46,47,48

MEIO

MICRORGANISMOS

COLONIAS

Gelose Campylosel

Isolamento seletivo de Campylobacter spp

(C. jejuni e C. coli)

Colénias pequenas e acinzentadas -

Campylobacter spp

Gelose Mac Conkey

Isolamento seletivo de enterobactérias e

Escherichia coli

Colodnias cor-de-rosa a vermelho - Bactérias

fermentadoras de lactose

Coldnias incolores ou bege - Bactérias nao

fermentadoras de lactose

Gelose Chapman

Isolamento seletivo de Staphylococcus spp

Colonias amarelas - Bactérias que

fermentadoras de manitol

Gelose chromID

Salmonella Ellite

Isolamento seletivo de Salmonella spp

Colénias malva palida ou malva - Bactérias

fermentadoras de lactose

Colénias de outras coloragdes - Bactérias nao

fermentadoras de lactose

Gelose XLD

Isolamento seletivo de Salmonella spp e

Shigella spp

Colénias vermelhas - Bactérias que possuem

descarboxilase

Coldnias com centro negro - Bactérias que

produzem HaS

Coldnias amarelo ou laranja - Bactérias

fermentadoras de Xilose, Lactose ou Sacarose

Colodnias rosa ou vermelho — Bactérias nao

fermentadoras de Xilose, Lactose ou Sacarose

Caldo Selenito F

Meio de Enriquecimento de Salmonella

Spp a partir das fezes

* Apos enriquecimento é realizada a repicagem do Caldo Selenito F para a Gelose XLD e Gelose chromID Salmonella Ellite.
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Tabela VIl - Meios de cultura utilizados para inoculacdo de exsudatos, amostras de pus e

expetoracdo.

43,49,50

MEIO

MICRORGANISMOS

COLONIAS

AMOSTRA
BIOLOGICA

Gelose Columbia +
5% de Sangue de
Carneiro (COS)

Meio para crescimento de
microrganismos exigentes
(Streptococcus spp, Listeria, entre

outros)

Zona esverdeada a
volta da colénia — a

hemolise

Zona clara a volta
da coldnia — B

hemolise

Exsudato vaginal, vaginal e
anal, uretral, faringeo,
nasal, auricular, pus e

expetoragao

Gelose chromID
Strepto B
(STRB)

Isolamento seletivo de Streptcoccus do

grupo B (Sreptococcus agalactiae)

Colénias rosa-palido

a vermelho

Exsudato vaginal, vaginal e

anal, uretral

Gelose Chocolate
Haemophilus

(HAE)

Isolamento seletivo de Haemophilus spp

Colodnias opacas

acinzentadas

Exsudato uretral, nasal,
auricular, pus e

expetoragao

Gelose Chocolate

PolyViteX (PVX)

Isolamento seletivo de bactérias do
género Neisseria,spp e Haemophilus spp

e de Streptococcus pneumoniae

Colodnias

transparentes

Exsudato vaginal e anal,

uretral, faringeo e pus

Gelose Sabouraud
Gentamicina
Cloranfenicol

(SGC)

Isolamento seletivo de Leveduras e

Bolores

Exsudato vaginal, uretral,
faringeo, nasal, auricular,

pus e expetoragao

Caldo Coracio -
Cérebro

(BHI-T)

Crescimento de microrganismos

aerodbios exigentes

*x

Exsudato faringeo, nasal,

auricular, pus

Caldo TODD -
Hewitt +
Antibioticos

(TODD H-T)

Caldo de enriquecimento seletivo para
Streptococcus do grupo B e

Staphylococcus aureus (MRSA)

ek

Exsudato vaginal, vaginal e

anal, uretral

* Realizada a prova da filamentagio (+) para identificagdo de Candida albicans. A identificagdo dos restantes microrganismos
é realizada pelo equipamento VITEK® 2 Compact.

** Apods enriquecimento é realizada a repicagem do Caldo Coragdo - Cérebro para Gelose Columbia + 5% de Sangue de
Carneiro (COS).

% Apods enriquecimento é realizada a repicagem do Caldo TODD - Hewitt + Antibidticos (TODD H-T) para Gelose
Columbia + 5% de Sangue de Carneiro (COS).

Nota: A identificagdo definitiva da espécie bacteriana responsavel pela infegdo é realizada pelo equipamento automatizado
VITEK® 2 Compact, com excegao da identificagio de Staphylococcus aureus que é identificado com recurso as provas da
coagulase (+) e catalase (+).
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ANEXO B

Caso Clinico

Os valores em seguida apresentados sdo referentes a um homem de 55 anos.

Tabela IX - Resultados Analiticos do Hemograma do utente.

Resultado Intervalo de Referéncia
Hemograma
Eritrécitos 4,85 x 10'%/L 4,50 — 5,90 x 10'%/L
Hemoglobina 9,3 g/dL 135-17,5
Hematdcrito 31,9 % 41 -53
VM 66 fL 80— 100
HM 19 pg 26 —34
CHCM 29 g/dL 32-36
RDW 21,7 % 11,6 —14,0 %
Leucdcitos 5,44 x 10°/L 4,00 - 10,00
Neutréfilos 2,34 x 10°/L 1,8-7,0
Eosindfilos 0,07 x 10°/L <05
Baséfilos 0,04 x 10°/L <0,l
Linfécitos 2,1 x 10°/L 1,00 — 4,00
Mondcitos 0,89 x 10°/L 0,2 - 1,00
Plaquetas 251 x 10°/L 150 — 400

Verifica-se que este utente possui uma concentragio de hemoglobina bastante reduzida
indicativa de uma anemia grave. Para além disso, o valor do hematocrito também se encontra bastante
reduzido sendo compativel com a patologia anémica que o utente apresenta. Analisando os indices
eritrocitarios conclui-se que esta é uma anemia microcitica (VCM diminuido) e hipocrémica (HCM
reduzido). A causa mais frequente de anemia microcitica e hipocréomica é a deficiéncia em ferro no
entanto outras causas sao possiveis como anemia devido a doenga croénica ou sindromes talassémicas.*!
O valor do RDW encontra-se bastante aumentado o que permite excluir a hipotese de sindrome
talassémicas, uma vez que nestas condigoes o valor do RDW ¢é frequentemente normal ou diminuido.
Para além disso, na eletroforese de hemoglobinas nao se observam alteragdes, o que permite descartar,
mais uma vez, a hipotese de sindromes talassémicas. Um valor aumentado do RDW ¢é sugestivo de
anemia por deficiéncia em ferro. Os parametros referentes as populagoes leucocitaria e plaquetaria

nao apresentam alteragoes.

Para avaliar a causa da anemia foram efetuados os doseamentos do ferro, ferritina e

transferrina:
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Tabela X — Resultados Analiticos do Doseamento de Ferro, Ferritina e Transferrina do utente.

Resultado Intervalo de Referéncia
Ferro ‘ 12 pg/dL 65 - 175
Ferritina ‘ 4,2 g/l 20 - 250
Tranferrina ‘ 412 mg/dL 215 - 365

Verifica-se que este utente apresenta uma concentragao extremamente baixa de ferro
(12 pg/dL) e de ferritina (4,2 pg/dL). A determinagao da concentragao de ferro sérico permite
analisar o ferro disponivel no organismo que neste utente se encontra bastante reduzido

estando de acordo coma hipétese de anemia por deficiéncia em ferro.

A determinagao da concentragao de ferritina permite uma analise do ferro armazenado
uma vez que todo o ferro em excesso no organismo encontra-se armazenado ligado a esta
proteina intracelular. A diminuicao acentuada da concentragao de ferritina indica que as
reservas de ferro também se encontram bastante reduzidas o que esta de acordo com a
hipotese de anemia por deficiéncia em ferro. Para além disso, a diminuigao da ferritina permite
ainda descartar a hipdtese de anemia da doenga crénica uma vez que a ferritina é uma proteina

de fase aguda positiva.**'

A concentragao de transferrina encontra-se bastante aumentada (412 mg/dL) o que
também esta de acordo com a hipétese de anemia por deficiéncia em ferro. Esta proteina tem
como finalidade o transporte do ferro absorvido até a medula oOssea para sintese de
hemoglobina. A diminuicao do ferro sérico induz o aumento da transferrina para possibilitar
o aumento da absorcgao de ferro a nivel intestinal de forma a normalizar a concentragao de

ferro sérica e por esse motivo se verifica um aumento da concentragio de transferrina.**'

Verifica-se entao que todos os parametros sao concordantes com uma anemia por

deficiéncia em ferro.
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ANEXO C

Caso Clinico

Mulher de 37 anos gravida de |10 semanas faz analises previstas no acompanhamento

pré-natal que incluem, para além de outras, as determinagoes presentes na tabela seguinte:

Tabela XI - Resultados Analiticos dos Parametros Imunolégicos da utente.

Resultado Intervalo de Referéncia
HIV (Ag p24 + Ac HIVI/2) Negativo
Hepatite B, Ag HBs Negativo
Hepatite C, Ac anti-HCV Negativo
Ac anti-Toxoplasma gondii 1gG Positivo (27,6 Ul/mL) Positivo > 8,0
Ac anti-Toxoplasma gondii IgM Positivo (>10) Positivo > 1,1
Ac anti-virus da Rubéola 1gG Positivo (75,3 Ul/mL) Positivo > 10
Ac anti-virus da Rubéola IgM Negativo (0,71) Positivo > 1,1
Ac anti-Citomegalovirus IgG Negativo (0,25) Positivo > 1,1
Ac anti-Citomegalovirus IgM Negativo (0,35) Positivo > 1,1

A presenca de anticorpos anti-virus da Rubéola IgG e a auséncia de anticorpos IgM é
indicativa da ocorréncia de uma infegao no passado que confere a utente imunidade ao virus
da rubéola. Os anticorpos anti-Citomegalovirus IgG e IgM sao negativos e por isso indicativos
de que esta utente nunca teve contacto com o virus, nao apresentando infecio aguda nem
imunidade para o Citomegalovirus. Por outro lado, os anticorpos anti-Toxoplasma gondii IgG e
IgM sao ambos positivos e por isso indicativos de uma infegao relativamente recente. Devido
ao resultado IgG positivo foi realizou-se o teste de avidez do anticorpo IgG que determina a
forca de ligagao entre o antigénio e este anticorpo e permite efetuar uma datagao relativa da

primoinfecao.
Tabela XII - Resultados Analiticos do Teste da Avidez da utente.

Resultado Intervalo de Referéncia

Avidez fraca < 50
Avidez do Anticorpo anti-Toxoplasma gondii 1gG 67,8% Avidez intermédia 50 — 59,9
Avidez forte > 60,0
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A avidez do anticorpo anti-Toxoplasma gondii IgG foi de 67,8% indicativa de uma avidez
forte, sugerindo assim que a primo-infegao ocorreu a mais de 4 meses. Uma vez que a utente
esta gravida de 10 semanas, a avidez forte é sugestiva de que a primo-infecao ocorreu antes
da concegao e por isso representativa de baixo perigo de transmissao da infecao ao feto nao

sendo necessaria a administracio de qualquer tratamento.”

84



