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Prefacio

Enquadramento do trabalho.

No ambito do Mestrado de Andlises Clinicas da Faculdade de Farmdicia da
Universidade de Lisboa, foi realizado o Estagio Curricular no Laboratério Dr. Joaquim
Chaves. O mesmo, resultou na elaboragdo do presente relatério, onde ¢ realizada uma
descricao das valéncias frequentadas, bem como de alguns dos equipamentos contactados

e os analitos mais frequentemente solicitados na pratica clinica.

O relatério denominado “A infecdo por Toxoplasma gondii em individuos
infetados com HIV” est4 dividido em cinco partes: Core Laboratorial, que compreende as
valéncias de Bioquimica e Hematologia, a Imunologia, a Microbiologia, o

Radioimunoensaio e a Quimica Analitica.

Na parte I, encontra-se o prefacio, os resumos em Portugués e Inglés, a lista de

abreviaturas e os indices.

Na parte II, encontra-se o relatdrio descritivo das valéncias frequentadas e

anteriormente referidas, no Laboratorio Dr. Joaquim Chaves.

Na parte III, encontra-se a monografia desenvolvida no ambito da Parasitologia
Clinica, denominada “A infe¢do por Toxoplasma gondii em individuos infetados com

HIV”.

Este relatorio estd de acordo com o disposto no Artigo 37.° do Regulamento Geral
do Ciclo de Estudos conducente ao Grau de Mestre da FFULisboa, n° 134/2016, DR, 2.2
série — N.° 26, de 8 de fevereiro de 2016.
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Resumo

O presente relatéorio de estdgio tem como objetivo a descricdo de alguns
parametros analiticos, bem como as metodologias e os equipamentos contactados durante

o estagio curricular realizado no Laboratorio Dr. Joaquim Chaves.

As dreas analiticas contactadas integram a Bioquimica, a Hematologia, a
Imunologia, a Microbiologia, o Radioimunoensaio e a Quimica Analitica. Foi ainda
estabelecido contacto com a fase pré-analitica, integrando as colheitas de produtos

bioldgicos e, posteriormente, a triagem das respetivas amostras.

Ao longo de todo o trabalho, irdo também ser abordados os procedimentos de

Controlo da Qualidade (Interna e Externa) existentes no laboratério.

Palavras-chave: Bioquimica, Hematologia, Imunologia, Microbiologia
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Abstract

This report aims to describe some of the analytical parameters, as well as
methodologies and equipment used during this academic internship in Laboratorio Dr

Joaquim Chaves.

The analytical areas integrate Biochemistry, Haematology, Immunology,
Microbiology, Radioimmunoassay and Analytical Chemistry. Some methodologies
resolving the pre-analytical phase, including biological collections and posterior sample

sorting, were also developed and are described here.

Throughout this report, proceedings of Quality Control (Internal and External)

present in the laboratory are also raised.

Key-words: Biochemistry, Haematology, Immunology, Microbiology
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ACTH Adrenocorticoestimulina

ADH Anti diuretic hormone — Hormona Antidiurética
ADN Acido Desoxirribonicleico

AES Advanced Extert System™

AgHBc Antigénio do core do Virus da hepatite B
AgHBe Antigénio de replicagdo viral do Virus da hepatite B
AgHBs Antigénio de superficie do Virus da hepatite B
ALT Alanina Aminotransferase

ARN Acido Ribonucleico

AST Aspartato Aminotransferase

BAAR Bacilos Alcool-Acido Resistentes

CAM Gelose Campylosel

CAN Gelose chromID™ Candida

CDC Centers for Disease Control and Prevention
CHGM Concentra¢do de Hemoglobina Globular Média
CK-MB Creatinina Quinase fragdo MB

CLED Gelose CLED

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute
CMI Concentra¢do Minima Inibitéria

CMV Citomegalovirus
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CNA
COS
CPS
CQE
CQIl
CRSS
c¢Tnl
cTnT
DGS
EAM
EA
EDTA
ELISA
ESBL
FA
FTA-abs
GAR
GFR
GN
GP
HAEM
Hb
HbAlc
HDL
HEKT

HGM
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Gelose Columbia ANC

Gelose Columbia

Gelose chromID™ CPS

Controlo de Qualidade Externo

Controlo de Qualidade Interno

Consortium for Retrovirus Serology Standartization
Troponina I

Troponina T

Direcao-Geral da Satde

Enfarte Agudo do Miocardio

Ester de Acridina

Ethylenediamine Tetraacetic Acid
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Extended-Spectrum Beta-Lactamases
Fosfatase Alcalina

Fluorescent Treponemal Antibody adsorption

Gelose Gardnerella

Taxa De Filtracdo Glomerular, do inglés, Glomerular Filtration

Rate -
Gram Negativos

Gram Positivos

Gelose Chocolate Haemophilus
Hemoglobina

Hemoglobina Glicada

High Density Lipoprotein
Gelose Hektoen

Hemoglobina Globular Média
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HIV

HPFH
Ht

ID

IF

Ig
IRA
ITU
LDL
LJ-T
LMC
MCK
MSA
NAD
NADH
PAI
PCR
PSA
PTH
PTOG
PVX
RBC
RDW
RIA

SCS

Virus da Imunodeficiéncia Humana, do inglés, Human
Immunodeficiency Virus

Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal
Hematdcrito

Identificacdo Microbioldgica
Imunofluorescéncia

Imunoglobulina

Indice Relativo da Avidez

Infe¢des do Trato Urinario

Low Density Lipoprotein

Meio de Lowenstein-Jensen

Leucemia Mieloide Cronica

Gelose MacConkey

Gelose Chapman

Nicotinamida Adenina Dinucledtico oxidado
Nicotinamida Adenina Dinucleétido reduzido
Pesquisa de Anticorpos Irregulares
Polymerase Chain Reaction

Antigénio Especifico da Prostata
Paratormona

Prova de Tolerancia Oral a Glucose

Gelose Chocolate PolyViteX

Contagem de eritrocitos

Indice de Dispersao Eritrocitario
Radioimunoensaio

Gelose Schaedler
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SGC

STRB

TA

TP

TPHA

TSA

TSH

TT

TTPa

T3

T4

UFC

VDRL

VGM

VHA

VHB

VHC

VLDL

VS

WHO

YER
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Ac/s  Anticorpo/s

Ag/s  Antigénio/s

DGS Diregdo Geral de Saude

DNA  Acido Desoxirribonucleico

ET Encefalopatia por Toxoplasma

GP Glicoproteina

HIV  Virus da Imunodeficiéncia Humana, do inglés, Human Immunodeficiency Virus
IF Imunofluorescéncia

IFN  Interferdo

Ig Imunoglobulina

IL Interleucina

LCR Liquido Cefalo-raquidiano

NAT Nucleid Acid Test

PCR Polymerase Chain Reaction

RM  Ressonincia Magnética

RNA  Acido Ribonucleico

SIDA Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
SNC  Sistema Nervoso Central

VIS  Virus da Imunodeficiéncia em Simios
TAC Tomografia Axial Computadorizada

TR Transcriptase Reversa
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Relatorio de estagio realizado no Laboratorio
Dr. Joaquim Chaves

1. Introducao

O presente relatorio de estagio resulta do estdgio curricular como parte integrante
do plano de estudos do Mestrado em Anadlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da

Universidade de Lisboa.

O estagio foi realizado no Laboratério de Analises Clinicas Dr. Joaquim Chaves
(Laboratorio Central), com sede em Miraflores. Teve a duracdo de 1080 horas e foi
realizado sob a orientacdo do Dr. Carlos Cardoso, Especialista em Analises Clinicas e
Diretor Técnico da institui¢do, integrante do Grupo Joaquim Chaves Satde. Toda a
atividade ¢ exercida por uma equipa diversificada, composta por Médicos Patologista
Clinicos, Farmacéuticos Especialistas em Analises Clinicas, Técnicos de Analises

Clinicas e Saude Publica e Técnicos Superiores licenciados em Farmacia e em Biologia.

O laboratorio realiza andlises no ambito da Bioquimica Clinica, Endocrinologia,
Hematologia, Imunologia, Imunohematologia, Alergologia, Microbiologia, Biologia

Molecular e Genética.

Durante toda a duragdo do estagio foi proporcionada uma integracdo no meio
profissional, aprofundando os conhecimentos técnico-cientificos relacionados com os
processos envolvidos na rotina laboratorial contactando com diversos equipamentos e

metodologias.

Ao longo deste relatorio de estagio vao ser descritos os principais parametros
analiticos determinados em cada valéncia, bem como os equipamentos utilizados durante

o periodo de estdgio e ainda a sua importancia e significado clinico.

Vera Estevdao Correia 3
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2. Fase Pré-Analitica

A fase pré-analitica ¢ definida como todo o procedimento desde a preparacdo do
utente até a realizagdo do exame laboratorial. Inclui a preparagdo do utente, a colheita da
amostra (técnica e material utilizado e identificagdo das amostras bioldgicas), a triagem, o
acondicionamento, a conserva¢do e o transporte para o laboratorio, a sua rececdo,

verificag@o e preparagdo ou processamento para a fase analitica.

Esta fase ¢ de extrema importancia para a fase que se segue, sendo este o processo
de analise laboratorial, uma vez que a ma qualidade das amostras poderd comprometer
todos os procedimentos seguintes. A maioria dos erros laboratoriais estdo associados a
esta fase, no entanto, podem ser minimizados através do cumprimento de requisitos

referentes a maioria dos procedimentos.

Na colheita da amostra biologica devem-se considerar as varidveis controldveis
que poderdo influenciar os resultados, tais como o exercicio fisico, a varia¢do circadiana,
influéncia da dieta e farmacos, postura e imobilizagdo. Quanto aos fatores ndo
controlaveis (idade, género, medicacdo e doengas existentes) deve-se ter o seu
conhecimento, sendo realizado um inquérito na altura da colheita, de modo a que os
resultados estejam adaptados a situacdo de cada utente. Os aspetos mais relevantes
durante a colheita de sangue s3o: a confirmag¢do de dados e obtengdo de informagdes
relevantes acerca do utente, a correta identificacdo da amostra, obtencdo de amostra

integra (sem hemolise) e com volume suficiente e a homogeneizacdo adequada.

Para a colheita de sangue existem varios tipos de tubos, entre eles os sem
anticoagulante e com anticoagulante. Nos primeiros, obtém-se o soro que ¢ utilizado
maioritariamente em andlises de bioquimica. Nos segundos, destaca-se o tubo de EDTA,
no qual se obtém o sangue total, utilizado frequentemente em técnicas de hematologia. O
tubo com citrato trissdédico, do qual se obtém o plasma, ¢ frequentemente utilizado para
provas da coagulacdo. Por ultimo, o tubo com heparina, do qual se obtém sangue total, ¢

utilizado para determinagdo de metais.
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3. Core Laboratorial

E uma &rea laboratorial maioritariamente automatizada onde, diariamente, so
processadas mais de 1000 de amostras. E a area em que se verifica a maior integracdo de
metodologias nos sistemas analiticos instalados (cerca de 260 parametros analiticos em
diferentes amostras bioldgicas, nomeadamente no soro, plasma, sangue total, urina e
liquor). A fim de aumentar a capacidade e a velocidade de processamento de amostras, o
Core Laboratorial possui um sistema automatizado de processamento de amostras, ao
qual estdo acoplados os equipamentos, IMMULITE® 2000, ADVIA® 2400, ADVIA®
2120 e ADVIA® Centaur; e, detém adicionalmente um sistema de transporte integrado
que gere, automaticamente, a distribuicdo das amostras pelos varios equipamentos. Os
resultados das determinagdes analiticas serdo conectados ao software eDeialab,
permitindo a validacdo dos mesmos e, também, a visualizacdo do histoérico dos resultados

do paciente.

3.1 Bioquimica

Estd integrada no Core Laboratorial e engloba a determinacdo de parametros
pertencentes a diversas valéncias, como a Bioquimica Clinica e a Endocrinologia.
Seguidamente, serdo descritos os equipamentos utilizados, bem como as metodologias
empregues € os parametros considerados mais representativos, quer pelo nimero de

pedidos, quer pelo seu valor semiolégico.

3.1.1 ADVIA® 2400

O equipamento ADVIA® 2400 Chemistry System (SIEMENS) ¢ um sistema
analitico de ensaio in vitro, automatizado e utilizado na determinacdo de parametros
bioquimicos a partir de diferentes amostras biologicas, como por exemplo: soro, plasma,

derrames de serosas, liquido cefalorraquidiano e urina. As metodologias utilizadas pelo
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equipamento sdo a espectrofotometria e potenciometria indireta (analisador de eletrélitos).
Neste sistema, sdo realizados a maioria dos parametros referentes a valéncia de

Bioquimica Clinica.

O processo espectrofotométrico inicia-se com a emissdo de luz (lampada de
halogénio) a uma determinada intensidade, a luz trespassa a solugdo (contida na cuvete),
sendo absorvida a um determinado comprimento de onda. Posteriormente, a quantidade de
luz absorvida ¢ medida pelo espectrofotometro e os valores da absorvancia convertidos
em concentracdo. O espectrofotometro faz a leitura da absorvancia de acordo com o
comprimento de onda exigido para o ensaio. A potenciometria indireta, utilizada para a
determinagdo da concentracdo dos ides sédio, potdssio e cloretos, baseia-se na diferenca
de potencial que se gera entre o elétrodo de referéncia e o seletivo, para cada um dos ides,

em fungdo da sua concentragdo na amostra.

3.1.2 Analisador de Urina CLINITEK Atlas® (SIEMENYS)

O equipamento Analisador de urina Clinitek Atlas® (SIEMENS) ¢ um sistema
analitico automatizado, utilizado no ambito do exame sumario de urina, também
designado por Urina Tipo II, para determinar a densidade (por refratometria), bem com o
pH, proteinas, esterases leucocitdrias, nitritos, glicose, corpos cetonicos, hemoglobina,
pigmentos biliares e urobilinogénio por espectrofotometria de refletancia, através da cor e
da intensidade da luz refletida das areas de regente especificas nas tiras reativas. Uma vez
que a luz refletida nd3o possui uma correlacdo linear com a concentragdo de um
determinado analito, ¢ necessdrio aplicar um algoritmo de forma a obtermos valores
lineares e converter o resultado em unidades com significado clinico. A analise da urina ¢
um exame que permite despistar a presenca de patologias extra-renais e do aparelho
urinario, bem como monitorizar a evolugdo clinica da patologia e resposta ao tratamento.

A amostra ideal ¢ a primeira urina da manha (8h a 12h de concentracao).

3.1.3 ADVIA Centaur®
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O equipamento ADVIA Centaur® ¢ um equipamento de ensaio multiparamétrico
que efetua imunoensaios utilizando a tecnologia de quimioluminescéncia direta. Desta
forma, a luz emitida pelo ensaio corresponde a quantidade de analito presente numa
amostra. A quimioluminescéncia corresponde a medicdo direta da luz/energia (sem
amplificador ou procedimentos complementares), que ¢ emitida por um eletrdo quando
este regressa de um estado excitado, ou de um nivel de energia superior, para um nivel de
energia inferior. Os imunoensaios consistem na ligacdo de um anticorpo a um antigénio
especifico. E ligado o éster de acridina (EA), como composto organico, covalentemente,
ao anticorpo ou ao antigénio, dependendo do que se pretende medir. O equipamento
utiliza, como fase sdlida, particulas magnéticas (cristais de 0xido de ferro) revestidas por
anticorpos ou antigénios e, quando a cuvete ¢ exposta a um campo magnético, as
particulas ligadas ao analito sdo atraidas e posicionadas numa determinada orientacdo na

cuvete. O equipamento realiza imunoensaios em ‘“sanduiche”, competitivos e de captura

de anticorpos).

O equipamento determina parametros analiticos como Antigénio Especifico da
Prostata (PSA), Tiroxina total e livre (T4T e T4L), Triiodotironina total e livre (T3T e

T3L), Vitamina B12, Ferritina e Testosterona Total, entre outros.

3.1.4 IMMULITE® 2000

O equipamento IMMULITE® 2000 ¢ um sistema de ensaio multiparamétrico que
executa imunoensaios quimioluminescentes em amostras de soro, plasma e urina. O
principio metodologico, usado por este equipamento, ¢ semelhante a0 do equipamento
Advia Centaur®. Este equipamento realiza imunoensaios competitivos e do tipo
“sanduiche”. No ensaio tipo “sanduiche” a quantidade de luz emitida ¢ diretamente
proporcional a concentragdo do analito na amostra, enquanto no ensaio competitivo a

situacdo ¢ inversa.

O equipamento determina pardmetros analiticos tais como a Calcitonina,

Eritropioetina, Adrenocorticoestimulina (ACTH), entre outros.
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3.15 COBAS” ed11

O equipamento COBAS e411 de ensaio multiparamétrico executa imunoensaios
em soro ou plasma, utilizando a metologia de eletroquimioluminescéncia. Neste método
sdo formadas espécies altamente reativas, através de uma reacao eletroquimica, a partir de
precursores estaveis existentes a superficie de um elétrodo. Este equipamento realiza
inumoensaios utilizando trés principios diferentes, nomeadamente o “sanduiche” (para a
analise de moléculas de alto peso molecular), o competitivo (na andlise de analitos de
baixo peso molecular) e o principio de ligacdo em ponte (para a analise de anticorpos IgA,
IgG e IgM, presentes na amostra). Os imunoensaios em “sanduiche” e competitivos,
detém principios semelhantes aos descritos anteriormente. No final, a quantidade de luz

produzida ¢ diretamente proporcional a concentracdao do analito.

O equipamento determina parametros analiticos como Osteocalcina, Troponina-T,

entre outros.

3.1.6 CAPILLARYS" 2

O equipamento CAPILLARYS® 2 ¢ um equipamento automatico de eletroforese
capilar de zona (ECZ) aplicado a separagdo de proteinas, resultando em
eletroforetogramas. Na ECZ, a separagdo das moléculas ocorre no interior de capilares de

pequenas dimensdes, preenchidos com uma solucdo tampao alcalina (eletrolito condutor).

Neste equipamento sdo realizadas as Eletroforeses de Hemoglobinas, Eletroforeses

de Proteinas Séricas e ainda Eletroforeses de Proteinas Urinarias.

Relativamente aos analitos abordados, serdo divididos por areas, para que seja
mais facil a sua descri¢gdo: Metabolismo Proteico, Metabolismo Lipidico, Metabolismo
dos Hidratos de Carbono, Fun¢do Hepatica, Fun¢do Renal, Fun¢do Pancreatica, Func¢do

Tiroideia, Metabolismo Osseo ¢ Marcadores Tumorais.
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3.1.7 Metabolismo Proteico

Relativamente ao metabolismo proteico, as proteinas plasmaticas estdo distribuidas
entre 0 espago intravascular e o extravascular, e sdo sintetizadas no figado (exceto
imunoglobulinas e algumas hormonas proteicas). A sua concentra¢do depende sobretudo

da sintese, distribuicdo extracelular e da depuracdo plasmatica renal (clearance).

A albumina ¢ a proteina em maior concentragdo sérica e constitui a maior parte das
proteinas totais urindrias, em parte devido ao seu tamanho. Isto porque, durante a filtracao
glomerular s6 as proteinas de baixo peso molecular (menores que a albumina) passam
livremente, sendo a maioria reabsorvidas, posteriormente, pelo o tubulo proximal.
Enquanto as proteinas de elevado peso molecular ndo sdo filtradas. Desta forma, as
proteinas totais plasmaticas (proteinémia) sdo sobretudo afetadas pela fungdo hepatica,
funcdo renal, alteracdes fisiologicas (alteracdes de volémia) e por alteragdes nutricionais e

metabolicas.

A eletroforese de proteinas origina 6 diferentes fragdes proteicas numa amostra de
soro fresco, caso contrario apenas sdo obtidas 5 fragdes proteicas. Um dos fatores que
interfere, significativamente, com a analise das proteinas plasmaticas ¢ a resposta de fase
aguda (conjunto de alteracdes que ocorrem em reagdes ndo especificas, como a infecao,

lesdo tecidual e processos inflamatorios).

A realizagdo da eletroforese implica a determinacdo previa das proteinas totais de
forma a obtermos o valor absoluto da sua concentracdo. Para esta analise ¢ recomendavel
a utilizacdo de uma amostra de soro, pois ndo contém fibrinogénio (ao contrario do
plasma). O fibrinogénio migra na fracdo B2 e a sua presenga pode levar ao aumento desta
fracdo através da sobreposicao e, desta forma, pode mascarar o aumento de uma banda
monoclonal ou da respetiva fracdo, interferindo na andlise do resultado. J4 andlise de
soros com algum tempo ndo ¢ recomendavel, devido a ocorréncia de deterioragdo do

complemento C3, o que pode levar a reducdo ou distor¢do da fracao B2.
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3.1.8 Metabolismo Lipidico

Os lipidos possuem uma grande diversidade de estruturas e desempenham fungdes
importantes, desde consumiveis metabolicos a percussores de hormonas, participando na
sinalizacdo celular e na formacdo das membranas celulares. Estes podem ser classificados
com lipidos simples, conjugados ou derivados. Devido as suas caracteristicas, estes
associam-se com proteinas (apoproteinas) para formar macromoléculas complexas. As
lipoproteinas contém diferentes proporgdes de lipidos e proteinas, originando diferentes
propriedades quimicas e fisicas. Na avaliacdo e monitorizagdo do perfil lipidico procede-
se a determinagcdo do colesterol total, conjuntamente, com triglicéridos, LDL (Low

Density Lipoprotein) e HDL (Higth Density Lipoproteins).

O colesterol ¢ um dalcool esteroide com propriedades anfipaticas, presente nas
membranas celulares de todos os animais. E uma molécula inicial de varias vias
metabolicas, sendo necessario na formagdo de acidos biliares, na sintese de hormonas
esteroides e vitamina D. O colesterol total resulta da juncdo do colesterol esterificado e
livre. Na forma esterificada (forma de éster) o grupo hidroxilo esta conjugado a um 4acido
gordo, através de uma ligacdo éster. O colesterol livre ¢ hidrofobico, encontrando-se no
centro das lipoproteinas, juntamente com os triglicéridos. Um colesterol total superior a
200 mg/dL, constitui um risco elevado para o desenvolvimento de doencas corondrias. A
sua determinagdo ¢ util no diagnoéstico e tratamento de disturbios, que implicam o excesso

de colesterol, e, também, de perturbagdes do metabolismo das lipoproteinas e lipidos.

Os triglicéridos sdo lipidos simples (ésteres de acidos gordos com glicerol) e
neutros. Apresentam varias combinagdes de acidos gordos em cadeia, variando no tipo de
acidos gordos (mono-, di- ou triglicéridos) ligados ao glicerol, bem como na extensdo e
grau de saturacdo. A sua determinacdo ¢ util na monitoriza¢ao de doentes com suspeita de
aterosclerose e, também, na identificacdo de hipertrigliceridemia. Tal, ocorre na existéncia
de anomalias genéticas ou devido a causas secundarias, como alteracdes hormonais
associadas ao pancreas, glandulas adrenais, a doenga hepatica e sindrome nefrotico ou

devido a diabetes Mellitus ndo controlada.
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As LDL transportam, aproximadamente, 70% do colesterol total plasmatico e
contém uma pequena percentagem de triglicéridos. SO possuem a apoproteina B-100
(sintetizada no figado), a qual ¢ fundamental no reconhecimento das LDL pelos recetores
celulares. Formam-se devido a lipdlise das VLDL (Very Low Density Lipoproteins). Por
possuirem uma elevada concentracdo de colesterol e terem a capacidade de penetrar o
vaso sanguineo, estdo envolvidas no processo de desenvolvimento de ateromas e,
consequentemente, no aparecimento de doenca aterosclerdtica. Logo, a sua determinagdo

¢ importante na avaliagdo da doenga em questao.

As HDL sdo as menores e mais densas das lipoproteinas. Contém cerca de 20-
30% do colesterol total plasmatico. Contém duas moléculas de apoAl que formam um
anel a volta da camada central de fosfolipidos (lipido maioritario) e colesterol. Sao
sintetizadas pelo figado e intestino e estdo envolvidas no transporte reverso de colesterol,
transportando o colesterol em excesso, presente nos tecidos extra- hepaticos, de volta ao
figado. O facto de fazerem o transporte reverso e, também, de possuirem uma baixa
percentagem em colesterol em parte explica a agdo protetora das HDL nas doencas
corondrias, sendo a sua determinagdo importante na avaliacdo do risco da respetiva

doenga.

3.1.9 Metabolismo dos Hidratos de Carbono

No metabolismo dos hidratos de carbono, a glicose, fonte primaria de energia no
organismo, ¢ utilizada como unica fonte de energia nos eritrocitos, retina e cérebro. As
patologias relacionadas podem ser divididas em hipoglicemia e hiperglicemia. As
hipoglicemias devem-se sobretudo a excessiva producdo de insulina ou do aumento da
utilizagdo da glicose. O exercicio fisico, jejum, excesso de insulina exdgena ou enddgena
e tumor das células B (insulinoma), sdo algumas das causas de hipoglicémia. A
hiperglicemia ocorre em patologias, como a diabetes Mellitus (tipo 1 e 2) e diabetes
gestacional, que resultam da existéncia de alteracdes na secrecdo e/ou na acao da insulina.
Logo, a determinagdo da glicose ¢ fundamental no diagnostico, tratamento e
monitoriza¢do das referidas doencas metabolicas. De acordo com a DGS (002/2011), o

diagnostico da diabetes baseia-se nos seguintes critérios:
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o Glicemia de jejum > 126 mg/dl

o Sintomas cléssicos (politria, perda rapida de peso, polidipsia e polifagia) +
glicemia ocasional > 200 mg/dl

o Glicemia > 200 mg/dl as 2 horas, na Prova de Tolerancia Oral a Glicose
(PTOG) com 75g de glicose;

o Hemoglobina glicada Alc (HbAlc) > 6,5%

Numa pessoa assintomatica, o diagndstico da diabetes ndo deve ser feito s6 com
base num unico valor anormal de HbAlc ou de glicemia em jejum, devendo-se confirmar
os valores 1-2 semanas depois, numa segunda determina¢do. No caso de ambos os valores
estarem fora dos intervalos de referéncia (HbAlc e glicemia), o diagndstico ¢ confirmado.
A identificagdo da existéncia de um elevado risco de vir a desenvolver diabetes, assenta
na obtencdo de valores anormais da glicemia em jejum (glicemia de jejum > 110 e < 126

mg/dl) e nos valores obtidos numa PTOG (glicemia as 2 horas > 140 e < 200 mg/dl).

A PTOG consiste na ingestao de uma solugdo, contendo 75g de glicose (depende
da idade e do peso), com colheita aos 0 e 120 minutos e na gravida aos 0, 60 ¢ 120
minutos. No diagndstico da diabetes gestacional (primeira consulta de gravidez), valores
de glicose plasmatica < 92 mg/dl, é aconselhavel a realizacdo de uma PTOG as 24-28
semanas de gestacdo. Caso o valor obtido em jejum seja > 92 mg/dl e <a 126 mg/dl, faz o
diagnostico de diabetes gestacional (ndo ¢ necessaria uma PTOG as 24-28 semanas de
gravidez) (DGS 002/2011). Segundo a DGS (002/2011), os valores de referéncia para
diagnéstico de diabetes gestacional (PTOG) sdo:

o as 0 horas, glicemia > 92 mg/dl
o a1 hora, glicemia > 180 mg/dl

o as 2 horas, glicemia > 153 mg/dl

A HbAIlc forma-se através da exposicdo da HbAl a elevadas concentragdes
sanguineas de glicose, onde ocorre a ligagdo irreversivel, ndo enzimatica, entre a glicose e
o N-terminal da cadeia B da HbA1l. A determinag¢do da HbAlc ¢ utilizada como indicador
do controlo dos niveis de glicemia no sangue, especialmente, em diabéticos, pois indica a

média dos niveis de glicose nos tltimos 2 a 3 meses.

A formagdo da insulina comega com a sintese da pré-insulina, a qual ¢ clivada no
reticulo endoplasmatico das células B (ilhéus de Langerhans do pancreas), formando a

pro-insulina (armazenada nas células B). No final, a protedlise da pro-insulina forma a
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insulina e o péptido C e, ambos, numa situagdo normal, sdo libertados para a corrente
sanguinea em concentragdes iguais, em resposta aos niveis de glicose no sangue. Em
algumas situacdes de diabetes tipo 2, ocorre a libertacdo de pré-insulina (sem atividade)
para a corrente sanguinea. A insulina estimula a glicogenolise (hidrolise do glicogénio em
glicose e intermediarios), reduz os niveis de glicose no sangue e leva a producdo de
triglicéridos (adipdcitos). A sua determinagdo ¢ utilizada no estudo da patofisiologia da
diabetes, mas, também, ¢ util na apreciagdo da hipoglicemia em jejum, na determinagao
da resisténcia a insulina, na populacdo em geral, e na avaliagdo de anomalias da func¢do

secretoria das células f.

3.1.10 Funcio Hepatica

Na funcdo hepatica, uma das principais fun¢des do figado ¢ o processamento e
excre¢do via biliar ou urindria das proteinas exdgenas e enddgenas. A bilirrubina ¢
formada pela conversio do heme libertado, ap6s a fagocitose dos eritrocitos e do
catabolismo de proteinas que contém o grupo heme (citocromos, peroxidases e

mioglobina).

A bilirrubina plasmatica liga-se a albumina (bilirrubina ndo conjugada), sendo
transportada para o figado. No figado a bilirrubina liberta-se da albumina, sendo depois
transportada por ligandinas até ao reticulo endoplasmatico do hepatocito, onde ocorre a
sua conjugacao. Na conjugacdo ha transferéncia do acido glucurénico, pela uridildifosfato
glucuronil transferase, para as cadeias laterais da bilirrubina, formando a bilirrubina
diglucuronideo (bilirrubina conjugada). Posteriormente, ¢ excretada pelo figado para a
bilis, onde constitui o principal pigmento. No intestino origina o urobilinogénio, onde
parte ¢ reabsorvida para a corrente sanguinea e excretada via renal. A retencdo sérica da
bilirrubina (hiperbilirrubinémias) ocorre em varias doengas hepdticas e pode ter origem a
nivel pré-hepatico (exemplo: anemias hemoliticas e ictericia fisiologica do recém-
nascido), hepatico (como a doenca ou defeito intrinseco) ou pos-hepatico (exemplo:
doenca obstrutiva biliar). Na ictericia pré-hepatica ocorre o aumento da forma nao
conjugada, enquanto na pds-hepatica aumenta a forma conjugada e na hepatica podemos

ter a elevacdo da forma conjugada ou ndo conjugada, dependendo da causa. A
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determinag¢do da bilirrubina direta pode ser feita a partir da subtracdo da bilirrubina

conjugada a bilirrubina total.

A determinagdo da bilirrubina total é semelhante a da bilirrubina direta, a

diferenga ¢ a presenga no meio de tensioativo.

As transaminases estdo envolvidas na sintese e degradacdo dos aminoacidos e
transferem o grupo amina (o- aminoacido) para um cetoacido. A aspartato
aminotransferase (AST) estd presente em diversos tecidos e encontra-se em maiores
concentragdes, no tecido cardiaco, hepatico, muscular esquelético e renal. Existem duas
isoenzimas (citosolica e mitocondrial). Na presenca de dano celular moderado a citosolica
¢ a mais elevada e na preseng¢a de dano celular mais grave ambas aparecem elevadas.
Devido a sua ampla distribui¢do e concentragdo intracelular, qualquer lesdo celular pode
levar ao seu aumento sérico. Os niveis séricos de AST aumentam em patologias

hepatocelulares, como a hepatite (aumenta cerca de 100 vezes) e cirrose (4-8 vezes).

A alanina aminotransferase (ALT) esta distribuida por varios tecidos, mas devido a
sua maior concentragdo a nivel hepatico em comparagdo com os restantes tecidos, €
considerada como a mais especifica das transferases na avaliagdo hepatica. A
concentragdo sérica de ALT ¢ maior em patologias hepatocelulares, comparativamente,
com patologias obstrutivas intra ou extra-hepaticas. A sua elevacdo ¢ maior e mantém-se
elevada durante mais tempo (maior tempo médio de vida) do que a AST, especialmente,

em situagdes de inflamacao hepéatica aguda.

A fosfatase alcalina (FA) ¢ uma enzima ndo especifica que catalisa em pH
alcalino, a hidrolise de vérios fosfomonoésteres, produzindo fosfato inorganico
(ionizado). Est4 presente na maioria dos tecidos do organismo e, no figado, esta localizada
nos canaliculos biliares. A enzima também participa na formacao da matriz 6ssea. Devido
a localizagdo, a quantificacdo da FA ¢ util em desordens oOsseas (que evolve os
osteoblastos) e, também, na avaliagdo de desordens hépato-biliares. Nas desordens
hépato-biliares, a elevacdo sérica da FA ¢ maior em comparagdo com o aumento que
ocorre em desordens hepatocelulares. Na obstrug¢do biliar (desordem hépato-biliar) a
concentragdo de FA eleva-se 3-10 vezes, devido ao aumento da sintese (induzida pela
colestase), enquanto nas desordens hepatocelulares (exemplo: cirrose e hepatite) a FA

atinge concentracdes até 3 vezes superiores ao limite do intervalo de referéncia. A
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determina¢do da FA, em conjunto com outros testes da funcao hepatica, apresenta maior

significado clinico, uma vez que a enzima se eleva em varias doengas hepaticas.

A gama glutamil transferase (yGT) € responsavel pela transferéncia de residuos vy-
glutamil para pequenos péptidos e encontra-se presente sobretudo no rim, prostata,
pancreas, figado e cérebro. A sua quantificacdo ¢ importante na avaliacdo de patologias
hepaticas e biliares. De modo geral, esta elevada na doenca hepatica (exemplo: hepatites),
ndo sendo especifica da respetiva doenga. Os seus niveis séricos sdo muito elevados na
obstrucdo intra e extra-hepatica, principalmente, devido a sua localizagdo (células
epiteliais que revestem os ductos biliares). Também esta elevada no alcoolismo cronico e
com a ingestdo de fArmacos (fenitoina e fenobarbital). Portanto, a sua determinagdo ¢ ttil
na avaliacdo e monitorizacdo da terapéutica de doencas hepatobiliares e na avaliagdo do

alcoolismo.

3.1.11 Func¢ao Renal

Na fungdo renal, os rins, cuja unidade funcional ¢ o néfron, desempenham fungdes
reguladoras da agua, do equilibrio eletrolitico e &4cido-base, excretam produtos de
degradacdo do metabolismo, como ureia, creatina e acido urico, formando a urina e,

também, participam na regulagdo endocrina.

A creatinina forma-se na fase inicial de filtragio do plasma no glomérulo. E
produzida a partir da creatina e da fosfocreatina presente no musculo, estando a sua
concentragdo relacionada com a massa muscular, assim como com a fun¢ao renal e o seu
turnover (varia com o consumo de proteinas na dieta). A determinacdo da sua
concentragdo ¢ util na avaliacdo de insuficiéncia renal e da gravidade da lesdo e na
monitorizagdo da progressao de doenca renal. Apesar de ser um pardmetro imperfeito para
estimar a taxa de filtracdo glomerular, ¢ amplamente utilizada na avaliacdo da fungao
renal. Os niveis de creatinina plasmadtica estdo inversamente relacionados com o grau de
filtragdo glomerular (GFR - taxa de filtracdo glomerular). Niveis plasmaticos elevados de
creatinina significam que a GFR estd diminuida, indicando alteracdo da fun¢do renal,
nomeadamente no que se refere a fungdo glomerular. E um marcador insensivel, pois s6

se altera quando mais de 50% da fungdo renal esta danificada.
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A clearance da creatinina ¢ medida através da razdo entre a débito urinario por
minuto da creatinina (urina de 24 horas) e a sua concentragdo no plasma e, assim, ¢
determinado o volume de filtrado glomerular formado por minuto (ml/min.). A equagao
desenvolvida por Cockroft e Gault (utiliza a concentracdo da creatinina plasmatica na
determinagdo da clearance) inclui variaveis como a idade, sexo, peso corporal e origem
étnica e, deste modo, a relacdo inversa entre a creatinina plasmatica e a GFR, ¢

melhorada. Além disso, elimina erros associados a obtengao da urina de 24 horas.

A microalbumintria ¢ um marcador bioldgico de nefropatia (mais sensivel

(¢)]

especifica do que as proteinas totais), cuja concentragdo ¢ diretamente proporcional a
gravidade da lesdo renal. A microalbumindria ¢ definida pela excre¢do urinaria de 30 a
300 mg/g de creatinina (a sindrome nefrética caracteriza-se por uma proteinuria > 50
mg/kg ou > 3,5g/1,73m2/24h, constituida predominantemente por albumina (albuminuria
> 3500 mg/g creatinina)). E utilizada no seu diagndstico e tratamento, assim como na
detegdo e tratamento de utentes em risco de desenvolver doenga renal. E recomendavel a
sua determinacdo anual em doentes diabéticos. Na sua determinagdo, a partir de uma
amostra de urina a tempo determinado (24 horas) ou ocasional (segundo a indicagdo
médica), ¢ aconselhavel a determinacdo simultdnea da creatinina, de forma a ndo haver
resultados falsamente positivos ou negativos, devido a variacdo da concentragdo da urina.
Fatores como o exercicio fisico (num intervalo de 24 horas), infecdo e febre, provocam o

aumento da excre¢do da albumina.

A ureia ¢ o produto metabdlico com maior conteido em nitrogénio e advém do
catabolismo das proteinas e aminoacidos. No total, mais de 90% da ureia ¢ excretada via
urindria, sendo filtrada livremente pelo glomérulo e absorvida, cerca 40-70%,
passivamente, pelo tibulo renal. A acumulacdo de ureia na corrente sanguinea estad
relacionada com a doenga renal, onde o aumento da concentracdo ¢ caracteristico do
estado urémico (azotemia), contudo a determinacdo da creatinina ¢ preferivel na avaliagdo
da funcdo renal, uma vez que a concentracao plasmatica da ureia ¢ influenciada por uma
série de fatores, como a dieta, aumento do catabolismo proteico, tratamento com
corticosteroides e desidratacdo. A sua determinacdo € util no diagnoéstico e tratamento de
doenga renal, assim como de obstrugdo do trato urinario e de insuficiéncia renal aguda ou
cronica. Também ¢ utilizada na verificagdo da adaptacdo a didlise e na avaliagdo do estado

nutricional.

16 Vera Estevdo Correia



Relatorio de Estdgio no Laboratério Dr. Joaquim Chaves
XMAC

O 4cido urico ¢ um composto nitrogenado que resulta sobretudo do catabolismo
dos nucleosideos de purina. A determinag¢do da concentragdo do acido trico tem o seu
maior valor semioldgico no rastreio, estudo e monitorizagdo da resposta ao tratamento dos
doentes com gota ou outras alteracdes relacionadas, quer com o metabolismo das purinas,
quer com a excrecao renal do acido trico, por exemplo, litiase urica. Dada a rela¢do direta
do 4cido urico com o catabolismo das nucleoproteinas e com a fungdo tubular renal
proximal, a determinacdo da sua concentragdo sérica ¢ relevante na avaliagdo de doentes
com neoplasias, designadamente doencas mielo ou linfoproliferativas, antes e durante a
terapéutica (citostaticos e radioterapia), ou com insuficiéncia renal, para monitorizar a
hiperuricemia secundaria associada. A sindrome de lise tumoral pds quimioterapia ou a
nefropatia Urica aguda, caracterizam-se por hiperuricemia, frequentemente com valores >
15 mg/dl, hipercaliémia, hiperfosfatémia e aumento da atividade sérica da LDH (lactato
desidrogenase). A determinagdo da uricostria utiliza-se sobretudo para selecionar o tipo

de terapéutica a instituir nas hiperuricemias clinicamente significativas.

O exame sumdrio da urina ¢ efetuado no equipamento Clinitek Atlas (exame
fisico-quimico) e no Citometro de fluxo Sysmex UF 1000i (identificagdo e contagem dos
elementos figurados, nomeadamente células epiteliais, leucocitos, eritrécitos e cilindros).
Se os resultados obtidos forem discrepantes, ou quando prescrito houver necessidade de
identificar a presenga de eritrocitos dismorficos, identificar e caracterizar os cilindros ou
cristais, efetua-se a observagao do sedimento por microscopia o6tica. O exame fisico inclui
a andlise da cor, aspeto e gravidade especifica. A gravidade especifica estd relacionada
com a quantidade de elementos presentes na urina, que variam de acordo com o poder de
excrecdo e concentragdo renal. O exame quimico, efetuado através de tiras reativas
(Clinitek Atlas), inclui a determinacdo do pH, proteinas, glicose, cetona, sangue,
bilirrubina, urobilinogénio, nitritos e esterases leucocitérias, fornecendo resultados semi-
quantitativos. O pH numa urina normal varia entre 4,5 e 8, sendo menos acida durante e
apos a refeicdo. A causa mais comum de um pH superior a 8 ¢é proliferacdo de bactérias
produtoras de urease (conservacdo inapropriada). A presenca de sangue na urina nem
sempre ¢ detetdvel pela a cor (uma reacdo positiva pode indicar hematuria,
hemoglobinuria ou mioglonindria). A observagdo do sedimento urindrio, permite
distinguir hematuria de hemoglobinuria. A hematiria pode resultar, por exemplo, de
doengas do aparelho urinario e renal, trauma, hipertensdo e atividade fisica. A

hemoglobinuria ¢é, principalmente, devido a hemolise intravascular e pode surgir em

Vera Estevdo Correia 17



Relatorio de Estagio no Laboratério Dr. Joaquim Chaves
XMAC

situacdes de lesdo muscular (exemplo: rabdomiolise). A positividade das esterases
leucocitarias (neutréfilos), presenca de mais de 10 leucdcitos/ul, observa-se,
frequentemente, em processos inflamatdrios (exemplo: infeciosos e autoimunes), que
envolvem o aparelho urindrio. A determinacdo dos nitritos ¢ Util na identificacdo de
infecdes urinarias por microrganismos que reduzem os nitratos a nitritos, em particular as
bactérias pertencentes a familia das Enterobacteriaceae. As proteinas existem,
normalmente, em pequenas concentracdes na urina, sendo as mais comuns a albumina e a
proteina de Tamm-Horsfall (mucoproteina). A existéncia de proteintria ¢, geralmente, o
primeiro indicador de doenca renal. A glicose filtrada ¢, posteriormente, reabsorvida.
Quando a concentragdo de glicose plasmatica ¢ superior a 160-180 mg/dl, a capacidade de
reabsor¢do dos tiibulos renais ¢ excedida, ocorrendo glicosuria. A sua positividade reflete
a existéncia de hiperglicemia, disfun¢do dos tibulos proximais renais ou pode ser devida a
ingestdo de farmacos, como diuréticos tiazidicos. Os corpos cetonicos (acido
acetoacético) resultam do metabolismo dos 4cidos gordos e, normalmente, ndo estdo
presentes na urina. Os corpos cetdnicos existem na urina, em casos de jejum prolongado,
gravidez e diabetes descompensada. A bilirrubina, em individuos normais, ¢ excretada em
quantidades vestigiais. Surge quando ocorrem distirbios na formacdo da bilirrubina e
anomalias hepaticas e metabolicas de armazenamento ou de excreg¢do. O urobilinogénio
estd normalmente presente na urina numa concentracdo aproximada de 1 mg/dl, estando

aumentado na doenga hepatica e hemolitica.

3.1.12 Func¢ao Pancreatica

Na funcdo pancredtica, as enzimas digestivas amilase e lipase sdo frequentemente
utlizadas no diagndstico e monitorizagdo da evolugdo clinica e da resposta ao tratamento

para a pancreatite aguda.

A amilase catalisa e hidrolisa moléculas de amido (composto por amilose e
amilopectina) e de glicogénio (estrutura semelhante a amilopectina) na presenca de ides
calcio e cloreto. A a-amilase atua nas ligagdes 1-4 glicosideas, degradando o amido em
moléculas de glicose, maltose e dextrina. E produzida, principalmente, nas células
acinares pancreaticas (amilase pancreatica) e nas glandulas salivares. A amilase

pancredtica ¢ utilizada sobretudo no diagnostico e tratamento da pancreatite aguda. Apds
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o inicio da sintomatologia (pancreatite aguda), os seus niveis s€ricos aumentam a partir
das 2 a 12 horas, atingindo o valor maximo entre as 12 e as 72 horas, na maior parte dos
casos com uma atividade 4 a 6 vezes superior ao limite do intervalo de referéncia,

retornando ao valor basal ao fim de 4 a 7 dias (em 80 % dos casos).

A lipase hidrolisa os ésteres do glicerol na presenca de colipase e sais biliares. A
enzima ¢ produzida no pancreas e, em menores quantidades, no estdbmago e intestino
grosso. A sua determinacdo ¢ utilizada sobretudo no diagnostico de pancreatite aguda,
sendo mais sensivel e especifica do que a amilase, no diagndstico de distirbios
pancreaticos. Apos 4 a 8 horas do inicio da sintomatologia (pancreatite aguda), a sua
atividade aumenta, atingindo o valor méximo entre as 12 e as 72 horas, na maior parte dos
casos com uma atividade 2 a 50 vezes superior ao limite do intervalo de referéncia. O

valor da atividade da lipase retorna aos valores basais ap6s 1-2 semanas.

3.1.13 Funcio Tiroideia

Na fungao tiroideia, a tiroide ¢ a glandula responsavel pela produgao de calcitonina
(hemostase do cdlcio) e hormonas tiroideias (triiodotironina (T3) e a tetraiodotironina
(T4)). O iodo (I) é fundamental na sintese hormonal, logo uma deficiéncia nutricional
pode provocar hipotiroidismo. A tiroide peroxidase (TPO) ¢ uma enzima ligada a
membrana das células foliculares da tiroide, responsavel pela oxidacdo do I- a I+ e
incorporagdo do I+ nos residuos tirosil da tiroglobulina, resultando na producdo das
formas ativas T3 e T4. Na circulagdo T3 e T4, ligam-se irreversivelmente as proteinas
transportadoras, nomeadamente a globulina transportadora de tiroxina (TBG) e, em menor
frequéncia, a albumina. A T3 e T4 ligadas sdo metabolicamente inativas, sendo a forma
ativa as suas formas livres. A TSH (hormona estimuladora da tiroide) estimula a tiroide a
produzir e a secretar T3 e T4. A produgdo de TSH ¢ estimulada pela TRH (hormona
libertadora de tirotropina) no hipotalamo, onde a sintese e secre¢do da TSH na pituitaria
anterior, ¢ estimulada por feedback negativo, afetando as concentra¢des séricas das

fragodes livres de T3 e T4.

A determinacdo de T3 e T4 ¢ fundamental no diagnoéstico e monitorizagdo da
terapéutica de patologias da tiroide. A producdo de hormonas tiroideias estd dependente

do eixo hipotdlamo-pituitaria-tiroide, logo uma disfuncdo em qualquer parte do sistema
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pode alterar os niveis séricos de T3 e T4. A producdo excessiva de T3 ou T4, resulta em
hipertiroidismo, enquanto a sintese diminuida conduz ao hipotiroidismo. Visto que os
niveis séricos de T3 alteram mais rapidamente e acentuadamente do que a T4, a
determinagdo da T3 ¢ 1til em testes supressores ou estimuladores, como indicador de
resposta da glandula e, também, serve para estimar as reservas da tiroide quando esta ¢
estimulada. As fragdes livres de T3 e T4 sdo tuteis para despistar quaisquer variacdes na
concentragdo total T4 e T3, devido a variagdes na concentracdo sérica das suas proteinas
transportadoras. Por exemplo, na gravidez ha elevacdo da concentracdo de TBG e,
consequentemente, o aumento sérico de T3 e T4 total, mas os niveis séricos de T3 e T4

livres encontram-se inalterados.

A TSH ¢ fundamental na avaliacdio do funcionamento da tiroide, pois a sua
quantificagdo ¢ Util no diagnostico diferencial entre hipotiroidismo primario (tiroide),
secundario (pituitaria) e terciario (hipotdlamo). Os niveis séricos de TSH estao elevados
no hipotiroidismo priméario e reduzidos no hipotiroidismo secundario e terciario. E
utilizada na confirmacao de hipotiroidismo primario, onde ¢ frequente os niveis de TSH
estarem elevados e os de T4 livre diminuidos. Uma das formas de detetar doengas
tiroideias autoimunes ¢ através da quantificagdo de anticorpos contra a peroxidase da
tiroide (anti-TPO). Estes anticorpos estdo aumentados em 80 a 99% dos casos de
hipotiroidismo autoimune e em 45 a 80% dos casos de doenca de Graves, embora também
estejam presentes em 10 a 15% dos individuos saudaveis. A quantificagdo de auto-
anticorpos contra a tiroglobulina (anti-Tg) ¢ util no diagndstico de hipotiroidismo
autoimune. Na Tiroidite de Hashimoto, a produ¢do de hormonas da tiroide diminui devido
a existéncia de anticorpos. Os anti-Tg estdo aumentados, em 80 a 100% dos casos, de
hipotiroidismo autoimune (Tiroidite de Hashimoto), embora, também, estejam presentes
em 60 a 70% dos casos de doenga de Graves e em 3% dos individuos saudaveis. A doenga
de Graves ¢ de origem autoimune, sendo uma das causas mais frequentes de
hipertiroidismo. Na referida patologia produzem-se anticorpos anti-recetor de TSH
(TRAD - TSH recetor antibodies), que estimulam o recetor e levam a sintese excessiva de
hormonas tiroideias. Deste modo, a produ¢do de TSH ¢ suprimida, os niveis totais e livres

de T3 e T4, encontram-se aumentados e TRAb positivos (70-100%).
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3.1.14 Metabolismo Osseo

O calcio (Ca2+) ¢ importante na contragdo muscular, nomeadamente do musculo
cardiaco e, também, detém um papel fundamental no metabolismo dsseo. No organismo,
aproximadamente, 99% do célcio faz parte dos ossos e a sua homeostasia ¢ regulada
sobretudo a nivel do intestino delgado, esqueleto e rins. No sangue, o cdlcio existe na
forma ionizada e, em menor quantidade, ligado a anides e a proteinas, sobretudo a
albumina. Os niveis séricos de Ca2+ sdo regulados pela PTH (paratormona), vitamina D e
calcitonina. A sua determinagdo ¢ util no diagnostico e tratamento de varias doengas

Osseas, assim como de doenga paratiroide e insuficiéncia renal crénica.

A sintese de PTH na glandula paratiroide ¢ estimulada pela diminui¢do dos niveis
séricos de calcio e inibida pela elevagdo dos mesmos. A produgdo da PTH, desencadeada
em resposta a hipocalcémia, aumenta a reabsor¢do Ossea pelos osteoclastos, ocorrendo
elevagdo sérica de calcio, devido a desmineralizacao Ossea, e estimula a producdo renal de
vitamina D ativa. A sua determinacdo, em conjunto com a determinagdo de calcio
ionizado, ¢ util, como auxiliar, no diagndstico diferencial de hiperparatiroidismo,
hipoparatiroidismo ou hipercalcemia maligna. O hiperparatiroidismo primario ¢
confirmado pela hipercalcemia com elevacdo da PTH. A sua quantificacdo também ¢ ttil

na avaliacdo e tratamento de problemas dsseos metabolicos (exemplo: osteoporose).

A vitamina D inativa advém da alimentagdo (vitamina D2) e da sintese dérmica
(vitamina D3), estimulada pela exposi¢do solar. A forma inativa é convertida,
enzimaticamente, por hidroxilagdo no figado e rins. No rim ocorre a ultima etapa de
hidroxilagdo, dando origem a forma biologicamente ativa da vitamina D, a 1,25-
dihydroxycholecalciferol (1,25-[OH]2-D3). A vitamina D (hormona) em resposta a
diminui¢do sérica de célcio, estimula a absor¢do intestinal de célcio, melhorando o efeito
da PTH sob a desmineralizagdo Ossea. A sua determinacdo ¢ util na avaliacdo do

metabolismo 6sseo.

A calcitonina, produzida pelas células tiroideias, ¢ secretada em resposta ao
aumento da concentragdo sérica de calcio. A hipercalcémia estimula a secrecdo da
calcitonina, que por sua vez causa a diminuigdo sérica de calcio, através da inibi¢cdo da

sintese da PTH e da vitamina D, ocorrendo aumento da excregdo renal e deposicdo Ossea
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de calcio. A hipercalcemia resulta sobretudo da existéncia de hiperparatiroidismo primério
(excesso de secrecdo de PTH), enquanto hipocalcémia resulta, por exemplo, do
hipoparatiroidismo primario (ndo ha produc¢do de PTH), da diminui¢do ou resisténcia a
vitamina D, da hipoalbuminemia (afeta apenas o calcio total) e do pseudo-
hipoparatiroidismo (resposta & PTH reduzida ou resisténcia do oOrgdo). A sua
determinagdo ¢ 1util no diagndstico e tratamento de doencas da tiroide e paratiroide,
incluindo carcinomas (exemplo: carcinoma medular da tiroide e tumor das células

secretoras de calcitonina da tiroide).

3.1.15 Marcadores Cardiacos

Nos marcadores cardiacos, uma das manifestacdes mais graves da doenca
isquémica cardiaca ¢ o enfarte agudo do miocardio (EAM), que surge como uma das
consequéncias da aterosclerose. O EAM ocorre devido ao desequilibrio no abastecimento
de oxigénio ao miocardio, causando lesdo celular e eventual morte dos miocitos. Se o
fluxo sanguineo corondrio for bloqueado por mais de alguns minutos, a regido ¢
seriamente afetada, ocorrendo necrose no miocardio. Eventos menos graves variam entre
episoddios de angina estavel a instavel. As sindromes coronarias agudas variam entre
angina (sem necrose) ¢ EAM (h& necrose). Os biomarcadores cardiacos sdo Uteis na
monitorizacdo e avaliacdo da lesdo celular do miocérdio. Alguns dos marcadores sdo a

creatina quinase fracio MB (CK-MB), mioglobina, troponina I (¢cTnl) e T (¢TnT).

O CK-MB ¢ uma das isoenzimas da creatina quinase com origem primdria no
miocérdio. A elevagdo de CK-MB esta associada a necrose celular e ocorre apés EAM.
Os individuos com angina instavel com elevacdo de CK-MB, apresentam maior risco de
EAM. Apoés a lesdao do miocardio, entre 4 a 6 horas os niveis de CK-MB aumentam,
atingindo o pico de concentragdo apds 12-24 horas e regressam a normalidade apos 2-3
dias. Nos que apresentam EAM, apos terap€utica trombolitica, a elevagdo do CK-MB

dentro de 2 horas indica reperfusdo com sucesso.

A mioglobina ¢ uma proteina de transporte molecular de oxigénio. Esta presente
no musculo cardiaco e esquelético, logo nao ¢ especifica do musculo cardiaco. E o melhor
biomarcador precoce de necrose, sendo libertada num periodo 1-4 horas apods os sintomas,

atingindo o pico 6-9 horas, e retoma a normalidade entre 18-24 horas. A elevagdo nas
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primeiras horas ndo determina a ocorréncia de EAM e se os seus valores permanecerem
dentro do intervalo de referéncia 8 horas apds os sintomas, 0o EAM pode ser excluido, pois

indica sucesso da reperfusdo do miocardio.

As troponinas T e I sdo proteinas consideradas marcadores de primeira linha com
especificidade cardiaca absoluta e elevado indice de exatiddo na detecdo de lesdes
minimas de necrose (focais ou microscopicas), independentemente, da sua etiologia. Sao
uteis na estratificacdo do risco de morbilidade e mortalidade, relacionado com a
probabilidade de ocorréncia de episddios cardiacos adversos. Para além do seu valor
diagnodstico e prognoéstico, permitem identificar os doentes com doenga instavel das
artérias corondrias, que podem beneficiar de uma terapéutica médica ou cirurgica precoce
agressiva. Apos um episddio de angina de peito, em poucas horas, os niveis da cTnT
aumentam, atingindo o pico as 24 horas. Os niveis de TnTc mantém-se elevados durante
7-10 dias, tendo uma janela de 2-3 dias em relacdo ao CK-MB. A c¢Tnl, apds enfarte, ¢
libertada na corrente sanguinea num intervalo 4-6 horas, atingindo o pico de concentragdo

apoOs 12-18 horas, mantendo-se durante 6 dias.

3.1.16 Marcadores Tumorais

Os marcadores tumorais produzidas pelo tumor ou pelo organismo sao
determinados como complemento no diagnostico e prognostico, na detec¢do de recidivas,
na monitorizacdo da eficicia da terapéutica e na determina¢do de alvos terapéuticos de

doenca oncoldgica.

O PSA (Antigeno Prostatico Especifico) ¢ utilizado no rastreio e monitoriza¢ao
terapéutica do cancro da prostata. E produzido pela prostata, sendo especifico para o
respetivo tecido, mas ndo para o cancro prostatico. Possui um tempo médio de vida de 22-
33 horas. Apos procedimentos, como biopsia transrectal, ressec¢ao transuretral da prostata
e prostatectomia radical, os niveis séricos de PSA total demoram 2-3 semanas a
normalizar. Uma vez que o PSA s6 ¢ produzido na existéncia de prostata, em casos de
prostatectomia radical, os niveis de PSA diminuem para niveis indetetdveis. A sua
elevacdo ocorre no cancro prostatico e em situagdes benignas, como a hiperplasia
prostatica benigna e prostatite. A sua determinagdo, em conjunto com exame retal digital,

¢ mais especifica e sensivel na detecdo inicial de cancro, comparativamente s6 com
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realizagdo do exame digital. Como medida preventiva, homens a partir dos 50 anos devem

realizar a determinagdo do PSA, como auxiliar na dete¢do do cancro prostatico.

O CEA (antigeno carcinoembrionario) ¢ uma glicoproteina pertencente a familia
das imunoglobulinas, que participa nos processos de adesdo, apoptose e imunidade
celular. E 1til no diagnéstico, prognostico e monitorizagio da terapéutica no cancro colo-
rectal. Estd, igualmente, aumentado em tumores pulmonares, mamarios e
gastrointestinais. O CEA ndo ¢ especifico para cancro colo-rectal, ndo sendo utilizado
para o seu rastreio. Devido ao facto de participar na adesdo celular, normalmente, esta

associado com o aparecimento de metastases.

O CA 125 (antigénio cancerigeno) ¢ uma glicoproteina reconhecida pelo anticorpo
monoclonal OC125. Os tumores epiteliais ovaricos podem expressar o CA 125, logo esta
associado ao cancro epitelial ndo mucinoso dos ovarios, bem como a outros tipos de
cancro dos ovarios. E utilizado na monitorizagdo da terapéutica e, também, na dete¢ao
precoce de recidivas de cancro nos ovarios em conjunto com outras metodologias de
diagnéstico. O marcador esta associado com o tamanho e grau do cancro, estando presente
em 50% dos individuos com cancro ovarico de estadio I, em 90% dos casos de estadio Il e
superior 90% nos estadios III e IV. Numa situag¢do pos-operatoria os niveis de CA 125 sdo
um indicador de progndstico, pois estdo relacionados com a massa tumoral. Também pode
estar aumentado em outros carcinomas, como tumores gastrointestinais, pulmonares,

pancredaticos e colo-rectais.

O CA 15-3 é uma glicoproteina polimérfica expressa pelo epitélio mamario. E dos
marcadores mais utilizados na monitoriza¢ao de cancro mamadrio. O CA 15-3 ¢ utilizado
para avaliar o sucesso da terapéutica no cancro da mama metastatico. Igualmente, pode
ser aplicado na detecdo de recidivas de cancro em doentes anteriormente tratados. As suas
concentragdes séricas podem estar elevadas em outras doengas malignas, como cancros

pancreaticos, pulmonares, ovarianos, colo-rectais e hepaticos.

O CA 19-9 ¢ um antigénio do tipo carbohidrato produzido pelas células dos
ductos pancreaticos e biliares e nos epitélios salivares, gastrico, colon e endométrio. E
utilizado na monitorizagdo do cancro pancredtico e, também, no gastrointestinal e colo-
rectal. E atil na detegdo precoce de recidivas de cancro. A sua concentragio sérica estd
associada ao grau do cancro pancreatico. E, igualmente, utilizado na diferenciagdo entre

doencas pancreaticas benignas e malignas.
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3.2 Hematologia

Na valéncia de hematologia serdo destacados os parametros mais representativos,
em termos de valor semioldgico, nomeadamente parametros hematologicos e estudo
morfoldgico do sangue periférico, determinacao de grupos sanguineos (teste de Coombs e
a pesquisa de anticorpos irregulares - PAI), velocidade de sedimentagdo (VS), parametros
relacionados com a pesquisa e identificacdo de variantes de hemoglobina (estudo das

hemoglobinopatias) e estudo da hemostase, trombofilia e fibrindlise.

O anticoagulante mais usual, o K3EDTA (sal tripotassico de EDTA), ¢ utilizado
na determinagdo dos indices hematologicos, no estudo morfoloégico do sangue periférico e
na determinagdo da VS. O citrato trissédico (9 volumes de sangue para 1 de citrato) ¢
usado na colheita de amostras para estudo da hemostase, trombofilia e fibrindlise, assim
como na determinacdo do numero de plaquetas, caso se verifiquem agregacdes

espontaneas plaquetarias em EDTA.

3.2.1 Hemograma

O hemograma ¢ uma das analises mais prescritas na pratica clinica. Compreende a
analise e interpretacdo dos resultados dos elementos figurados do sangue total em EDTA,
de forma quantitativa e qualitativa. Este inclui o eritrograma, reticuldcitos, leucograma e
trombocitograma, sendo importante na avaliacdo da funcdo hematoldgica e das doencas
relacionadas, bem como na avaliacdo do estado geral de saude, fornecendo informagdes
sobre a quantificacdo e morfologia celular (tamanho e forma) e orientado para eventuais

testes adicionais.

Os parametros reportados pelo laboratério no ambito do eritrograma sdo:
contagem de eritrocitos (RBC), hemoglobina (Hb), hematocrito (Ht), volume globular
médio (VGM), hemoglobina globular média (HGM), concentracdo de hemoglobina
globular média (CHGM) e indice de dispersdo eritrocitdirio (RDW). O hematdcrito
representa a massa eritrocitdria e ¢ um parametro calculado (VGMxRBC/10). A
hemoglobina caracteriza a anemia e reflete a capacidade potencial de transporte de

oxigénio. O VGM ¢ 1til na classificagdo morfoldgica/citométrica da anemia (microcitica,
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normocitica ou macrocitica). A CHGM avalia a concentragdo média de hemoglobina por
unidade de volume de eritrocitos, sendo util na classificagdo da anemia (hipocrémica e
normocrémica) e na detecdo de esferocitose. O RDW mostra o coeficiente de variacao da
distribui¢do do volume dos eritrdcitos, sendo importante na classificacdo da anemia
microcitica, assim como na identifica¢do de fragmentacdo celular, aglutinacdo eritrocitaria
e dimorfismo dos eritrocitos. A avaliagdo de reticuldcitos abrange o valor percentual,
concentragdo, volume dos reticulocitos (VGMr), hemoglobina reticulocitaria (CHr) e
concentragdo de hemoglobina reticulocitaria globular média (CHGMr). A Contagem de
reticulocitos permite o diagnostico diferencial entre as anemias ndo regenerativas e
regenerativas, permitindo a monitorizagdo da sua evolugdo clinica e resposta ao
tratamento. A determinagdo da hemoglobina reticulocitdria tem o seu maior valor
semiologico na identificagdo das anemias por deficiéncia funcional de ferro e

monitorizagdo da terapéutica com ferro ou fArmacos estimulantes da eritropoiese.

O leucograma inclui a contagem do nimero total de leucécitos e a sua contagem
diferencial (em percentagem e em valor absoluto), também designada de formula
leucocitaria, que integra os valores de neutréfilos (segmentados e ndo segmentados),
eosindfilos, basoéfilos, linfocitos e mondcitos. E importante na avaliagdo do niimero e
distribuicao das células brancas, detetando alteragdes nas mesmas, bem como alteragoes
atipicas celulares (exemplo: segmentacdo) e a existéncia de blastos no sangue periférico.
Como tal, ¢ 1til no rastreio de infe¢des e processos inflamatdrios, doencas autoimunes e

doencas oncologicas.

O trombocitograma compreende a contagem total de plaquetas, o volume médio
(VPM) e o coeficiente de distribui¢do (PDW). O trombocitograma ¢ util na avaliagdo da
hemostase primaria e na detecdo de doencas que implicam alteragdes no nimero de

plaquetas, tais como neoplasias mieloproliferativas e doengas autoimunes e hereditarias.

3.2.2 Equipamento ADVIA® 2120

O equipamento ADVIA® 2120 Hematology System (SIEMENS) ¢ um
equipamento automatizado de diagnostico aplicado a determinagdo de parametros
hematologicos, por ensaio colorimétrico e citometria de fluxo, associada a diversas

reagdes citoquimicas, sobretudo a partir de amostras de sangue total.
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Os canais do Sistema ADVIA® 2120 e os métodos usados sdo:

Canal HGB — Hemoglobina - Os eritrdcitos sao lisados libertando Hb, o ferro do
heme da Hb ¢ oxidado, passando do estado ferroso para o estado férrico, sendo depois
combinado com o cianeto do reagente ADVIA para formar o produto da reagdo. As

leituras Oticas sdo obtidas colorimetricamente a 546 nm.

Canal RBC/PLT - Eritrocitos e Plaquetas - O reagente ADVIA contém dodecil
sulfato de sodio (SDS) e glutaraldeido que provoca a esferificagdo isovolumétrica dos
eritrocitos e plaquetas, de maneira a eliminar a forma como fator de variabilidade. As

plaquetas e os eritrdcitos sdo fixados.

Canal Retic. — Reticulocitos - O reagente ADVIA autoRETIC contém um
detergente zwitterionico (surfactante) que esferifica isovolumetricamente os eritrocitos.

Também contém um corante vital, oxazina 750, que cora as cé¢lulas de acordo com o seu

conteudo de RNA.

Canal PEROX - Peroxidase - Os surfactantes combinados com stress térmico
lisam os eritrocitos. O formaldeido fixa os leucocitos. O meio hipertonico causa alguma
contracdo e crenacao dos leucdcitos incrementando o indice de refracdo das células
melhorando a dete¢@o dos linfocitos. No citograma Perox (Figura 1) as células absorvem a
luz proporcionalmente a quantidade de coloragdo da peroxidase presente (eixo x). As
células dispersam a luz proporcionalmente ao seu tamanho (eixo y). Quando os dados de
dispersdo da luz e de absorc¢do sdo tragados, formam-se clusters distintos. A analise de
clusters identifica cada populacdo com base na sua posicao, area e densidade, a seguir, ¢

processado o numero de células de cada populagdo.

Vera Estevdo Correia 27



Relatorio de Estagio no Laboratério Dr. Joaquim Chaves
XMAC

Neutrophils

. Eosinophiis

Figura 1) Representagdo da distribuigdo celular (citograma Perox). Adaptado de Siemens Healthcare
Diagnostics 2010.

Canal BASO - O reagente ADVIA BASO contém 4cido ftalico e um surfactante
que lisam os eritrocitos, as plaquetas e o citoplasma dos leucocitos com excecdo dos
basoéfilos. No citograma BASO (Figura 2) a dispersdo da luz relativa a configuracdo do
nucleo ¢ tracada no eixo x e a dispersao da luz relativa ao tamanho da célula ¢ tragada no

eixo y e formam- se populagdes ou clusters diferentes.

Basophils

—
Mononuciearf; Polymorphonuciear
. ;

Figura 2) Citograma BASO. Adaptado de Siemens Healthcare Diagnostics 2010
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3.2.3 Equipamento ADVIA® 2120 AutoSlide"

Ao sistema hematolédgico € acoplado o sistema ADVIA® Autoslide que prepara e
aplica a coloragdo nos esfregacos sanguineos. O método de coloracdo utilizado ¢ o May-
Griinwald-Giemsa, que utiliza um corante modificado de azul metileno-eosina, que
contém uma mistura de duas coloragdes distintas. Durante a coloragdo, as granulacdes
neutrofilas dos leucécitos e as zonas acidofilas celulares sdo coradas com a aplicacdo do
corante May-Griinwald (metanol (99,65%) e azul metileno-eosina a 0,35%).
Seguidamente, a cromatina dos nucleos e o citoplasma dos mondcitos e dos linfocitos sdo
corados através da aplicagdo de outro corante (metanol (56%), glicerina (43%) e azul

metileno-cosina a 1%).

Esfregaco de Sangue Periférico

A observacdo do esfregagco de sangue periférico permite a caracterizacao
morfologica e a identificagdo de todos os elementos figurados presentes (células
hematopoiéticas e hematozodrios). Realiza-se o estudo morfologico da série eritrocitaria,
leucocitéria e plaquetaria, identificando e caracterizando células anormais, como as que
surgem nas neoplasias linféides, mieloproliferativas e sindromes mielodisplasicos,
reportando as alteracdes significativas. Os critérios para a observagdo do esfregago sdo
estabelecidos pelo laboratério em fungdo dos alarmes quantitativos (altos e baixos) e
qualitativos (sinalizadores de morfologia), configurados nos contadores automaticos

hematologicos e critérios clinicos.
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Técnica do esfregaco sanguineo

area muito espessa
ruim para observagao
do esfregaco

lamina

sangue

foose

area muito fina

) . ruim para
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observacao do do esfregaco

esfregaco

Figura 3) Esfregaco de Sangue Periférico. Adaptado de http://www.vidrariadelaboratorio.com.br/tecnica-esfregaco-
sanguineo/

3.2.4 Analisador de Velocidade de Sedimentacio VES - MATIC cube 200

O equipamento Analisador de Velocidade de Sedimentagdo VES - MATIC cube
200 determina diretamente a VS a partir de amostras colhidas em tubo de hemograma,
através do método Westergren modificado. As amostras deverdo estar a temperatura
ambiente e ¢ critério de rejei¢do a presenga de um coagulo ou volume insuficiente
(inferior a £ 1.5 ml). A andlise inicia-se com a homogeneizagdo da amostra, seguindo-se a

sedimenta¢do, durante um periodo de tempo predeterminado. O equipamento possui

sensores analdgicos que determinam automaticamente a VS.

A VS ¢ expressa em mm/h e ocorre em 3 fases: agregacdo (forma-se o rouleaux);
precipitacdo (aumento do processo de sedimentagdo); empacotamento, onde os agregados
de eritrocitos se concentram no fundo. E um método de screening, ou seja, ¢ um
parametro inespecifico e deve ser avaliada em conjunto com os dados e historia clinica do
paciente. A VS esta aumentada, por exemplo, em situagdes inflamatorias agudas, infe¢des
agudas e cronicas, doengas autoimunes, doengas reumadticas, anemias, em situacdes de

hemolise e, de forma geral, em neoplasias.
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3.2.4 Analisador Imunohematologico AutoVue® Innova

E um equipamento automatico de imunohematologia, utilizado na fenotipagem

sanguinea ABO/Rh e pesquisa de anticorpos anti-eritrocitdrios.

O Teste de Coombs e a Fenotipagem ABO/Rh, segundo a ISBT (International
Society of Blood Transfusion), atualmente existem 36 sistemas de grupos sanguineos,
sendo o sistema ABO e Rh os mais importantes na pratica clinica didria. Os testes de
fenotipagem, assim como a pesquisa de anticorpos, sdo de extrema importancia para os
bancos de sangue e para a terapéutica transfusional homoéloga, a fim de evitar reagdes
transfusionais, sobretudo as imunologicas. Estas reagdes podem ser imediatas, tal como a
hemolise intravascular aguda por incompatibilidade ABO ou tardias, como a hemolise
extravascular com ictericia e a puarpura trombocitopénica pos-transfusional. O
conhecimento do sistema Rh na gravida ¢ importante na preven¢do da doenca hemolitica
do recém-nascido por incompatibilidade feto-maternal de Rh. Na determinagdo do sistema
ABO/Rh, pesquisa-se a presenca de antigénio de superficie membranar eritrocitaria (prova
direta) e a existéncia de anticorpos presentes no soro/plasma (prova reversa). Na prova
direta utilizam-se anticorpos monoclonais (IgM) anti-A, anti-B, anti-AB e anti-D,
enquanto na prova inversa se verifica a ocorréncia, ou ndo, de reacdo entre o soro/plasma

do doente e os eritrocitos Al e B (testar os eritrocitos A2, ou O, ndo sdo obrigatorios).

O antigénio D ¢ o mais imunogénico e clinicamente importante do sistema Rh e,
caso os anticorpos monoclonais anti-D reajam com a amostra, considera-se a amostra

RhD+.

O teste de Coombs direto utiliza soros anti-IgG/C3d poliespecifica a fim de
determinar a presenga, ou auséncia, de anticorpos e/ou de complemento na superficie de
eritrocitos. Um teste positivo pode ocorrer no recém-nascido por incompatibilidade feto-
maternal, reacdes transfusionais e doencas autoimunes. A pesquisa de anticorpos
irregulares (PAI), ou teste Coombs indireto, deteta os anticorpos anti-eritrocitarios mais
relevantes, sendo util nas gravidas Rh- e antes de transfusdes sanguineas. Quando se
obtém uma amostra positiva, a fim de se obter o titulo de anticorpos, executa- se uma

série de dilui¢des sucessivas, com o objetivo de identificar a mais baixa dilui¢do, onde o
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resultado se mantem positivo. Na amostra positiva deve ser identificado o anticorpo

especifico.

3.2.5 VARIANT™ ]I Hemoglobin Testing System

O equipamento VARIANT™ II Hemoglobin Testing System possui dois
programas distintos, nomeadamente o programa HbAlc e o programa de rastreio de -
talassémias (identifica e quantifica hemoglobinas A2, F e variantes de hemoglobina). O
equipamento separa, identifica e determina a percentagem relativa de hemoglobinas, com

base nos tempos de reteng@o e nas areas dos picos de cada amostra.

A hemoglobina em maior percentagem no adulto ¢ a HbA (95-98%), a qual resulta
da jungdo de 2 cadeias de a-globina com 2 de B-globina. As hemoglobinopatias sdo
doencas genéticas, onde a estrutura ou a hemoglobina estdo alteradas. A B-talassémia, a-
talassémia e a Persisténcia Hereditiria de Hemoglobina Fetal (HPFH) sao
hemoglobinopatias do tipo quantitativo, ou seja, resultam da auséncia ou diminuicdo da
sintese de uma cadeia globinica, enquanto que as do tipo qualitativo (variantes de
hemoglobina) resultam da altera¢@o da estrutura de uma cadeia globinica. Em Portugal as

hemoglobinopatias mais comuns sdo a -talassémia e a drepanocitose.

Na detecdo de portadores de hemoglobinopatias ¢ fundamental ter em conta
aspetos como a historia clinica e familiar e o hemograma. O hemograma ¢ 1til na
diferenciagdo de talassemias (geralmente, existe anemia microcitica e hipocromica) de
outras hemoglobinopatias, sendo, o passo seguinte, a quantificagdo de variantes de
hemoglobina. Anomalias na cadeia -globina sdo uma das altera¢des mais frequentes nas
hemoglobinopatias sintomaticas que levam a diminuicdo ou auséncia de HbA e ao
aumento de HbF (a2y2) e/ou HbA2 (0262), sendo o aumento percentual das mesmas, uma
pista para a presen¢a de uma hemoglobinopatia. Por exemplo, a persisténcia de HbA2 (>
3,5%) ¢ caracteristica da B-talassémia e a elevagdo de HbF (5-30%) tipica da HPFH. Na
a-talassémia, em casos mais severos (gendtipo --/-a), existe a presenca de HbH (p4). O
sistema cromatografico permite a identificagdo presuntiva de HbS, HbC e HbD- Punjab e
¢ o método de referéncia para a detecdo de portadores de hemoglobinopatias, pois permite

a quantificacdo HbA, HbA2 e HbF. Quando a variante ndo ¢ identificada, pelos dois
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métodos anteriormente referidos, € necessario recorrer a métodos adicionais, como a

métodos de sequenciamento de ADN (4cido desoxirribonucleico).

3.2.6 Analisador BCS® XP

O equipamento BCS® XP é um sistema analitico espetrofotométrico automatizado,
que permite executar os ensaios utilizados na pratica clinica para o estudo da hemostase,
trombofilia e da fibrindlise, por métodos baseados na formacdo e dete¢do do codgulo
(turbidimetria), bem como por métodos cromogénicos e imunoldgicos, a partir de
amostras de plasma anticoagulado com citrato trissddico. A turbidimetria ¢ aplicada na
determinag¢do do tempo de protrombina, tempo de tromboplastina parcial ativada e do
tempo de trombina, onde se mede o tempo de formacdo do coagulo, isto €, mede-se o
tempo que demora a atingir um ponto final 6tico pré-determinado. A turbidimetria &,
também, utilizada para detetar a formacdo de imunocomplexos (método imunolédgico),

como ¢ o caso da determinagdo de D-dimeros.

No Tempo de Protrombina (TP), os valores do TP/INR refletem a atividade dos
fatores do sistema extrinseco (fator VII) e da via comum (fatores X, V, protrombina e
fibrinogénio) do sistema da coagulagdo, que sdo sintetizados no figado. Os resultados do
TP sdo reportados em tempo (segundos) e sob a forma de Razdo Normalizada
Internacional (INR), que ¢ calculada em fungdo do Indice de Sensibilidade Internacional
(ISI) da tromboplastina tecidular utilizada, permitindo que os resultados de todos os
laboratorios sejam comparaveis entre si, independentemente do tipo de reagente utilizado.
Os valores do INR sao utilizados para monitorizar a terapéutica com anticoagulantes orais

antagonistas da Vitamina K, por exemplo, varfarina e acenocumarol.

No Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa), os valores do TTPa refletem
a atividade dos fatores de contacto, do sistema intrinseco (fatores VIII e 1X) e da via
comum (fatores X, V, protrombina e fibrinogénio). O TTPa ndo ¢ afetado pelas
deficiéncias do fator VII, sendo mais sensivel para as dos fatores VIII e IX do que para as
de contacto e da via comum. Os seus resultados s3o reportados em tempo (segundos) e
sob a forma de razdo, em fun¢do de um plasma controlo normal. A determinag¢do do TTPa
tem o seu maior valor semioldgico no rastreio e diagnostico das deficiéncias hereditérias e
adquiridas dos fatores do sistema intrinseco e da via comum, assim como na

monitorizagdo da terapéutica anticoagulante com heparina nao fracionada. E de salientar
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que o TTPa, assim como o TP, sdo testes de screening e a obtencdo de resultados dentro
dos intervalos de referéncia ndo anula a possibilidade da existéncia de um disturbio
hemorragico, pois podem ocorrer resultados normais num utente com uma suave

deficiéncia num determinado fator.

Os D-dimeros, presentes na circulagdo sanguinea periférica, advém da ativagao do
sistema procoagulante que resulta da atividade da trombina (cliva o fibrinogénio,
originando mondmeros de fibrina, os quais contém mondémeros D) e do sistema
fibrinolitico, onde a plasmina, ao participar na clivagem do fibrinogénio e na destrui¢ao
do codgulo de fibrina, origina FDPs (Fibrin Degradation Products) que contém D-
dimeros. Logo, os valores de D-dimeros estdo diretamente relacionados com o estado de
ativacdo do sistema procoagulante e da fibrindlise, mas ndo podem ser diretamente
correlacionados com a gravidade clinica das patologias responsaveis pelo o seu aumento,
nomeadamente as doencas tromboembolicas, como a trombose venosa profunda e a
embolia pulmonar. A determinacdo da concentragdo dos D-dimeros ¢ til, sobretudo, no
diagnostico da doenga tromboembolica venosa, nomeadamente na sua exclusdo em
determinadas situagdes, bem como no diagnéstico de Coagulagdo Intravascular

Disseminada (CID).

4. Imunologia

As analises de imunologia sdo realizadas em trés diferentes areas laboratoriais,
nomeadamente no designado Core Laboratorial, drea de Radioimunoensaio e na area de
imunologia. No core efetuam-se, automaticamente, grande parte dos testes de screening
de infe¢des virais. A area de imunologia inclui os ensaios relacionados com a serologia
infeciosa e autoimunidade, nomeadamente técnicas de aglutinacdo, ELISA (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay) e imunofluorescéncia.
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4.1 Métodos Analiticos

ELISA

A técnica de ELISA ¢ das mais utilizadas na rotina laboratorial. Neste tipo de
ensaio, um dos componentes da reagdo esta ligado a superficie da fase solida. A ligagdo a
fase solida, pode ser por absor¢do ndo especifica ou ligagdo quimica/imunoquimica, a
qual facilita a posterior separa¢do dos reagentes ligados dos livres durante as sucessivas
lavagens. O principio basico da técnica consiste na ligagdo de um antigénio ou anticorpo a
fase solida. O analito estd, normalmente, ligado a um anticorpo acoplado a uma enzima,
onde a adi¢@o do substrato enzimatico provoca a alteracdo de cor no meio. A alteracdo de
cor pode ser detetada e medida por espetrofotometria. A cor produzida no meio ¢
proporcional ao analito na amostra. Este tipo de teste ¢ rapido, de facil execugdo e pode
ser automatizado, permitindo a analise quantitativa e em simultaneo de um grande volume

de amostras.

Imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia (IF) possui um principio semelhante ao da técnica ELISA.
Os testes de IF podem ser utilizados na dete¢do de anticorpos ou antigénios presentes na
amostra. O método utiliza uma molécula florescente como marcador a fim de detetar as
reagdes imunologicas. Neste caso, o fluoréforo usado ¢ a fluoresceina absorve a 490-495
nm, que ao regressar ao estado fundamental emite uma cor esverdeada a 517-520 nm,
sendo esta observavel ao microscopio de florescéncia. Este tipo de microscopio € capaz de
excitar o fluorometro presente na amostra e captar a energia emitida, permitindo a
observagdo do antigénio/anticorpo (analito) em fundo escuro. Os ensaios de IF podem ser
categorizados como indiretos e diretos, dependo se o primeiro anticorpo tem, ou nio, o
marcador ligado. Na IF direta ¢ utilizado apenas um anticorpo marcado com o fluoréforo.
Esta técnica utiliza-se na detecdo de antigénios presentes em fluidos corporais ou tecidos,
como biopsias dérmicas. A técnica mais utilizada na detecdo de anticorpos ¢ a IF indireta,
a qual utiliza um segundo anticorpo marcado. Na IF indireta utiliza-se uma lamina que

contém o substrato (o tipo de substrato ¢ variavel), onde se encontram os antigénios. No
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final do processo ha a formagdo de imunocomplexos marcados (antigénio - anticorpo
(amostra) - anticorpo marcado com fluoresceina), onde a florescéncia emitida ¢
proporcional a quantidade dos anticorpos presentes na amostra. O método indireto ¢ mais
sensivel do que o direto, uma vez que multiplos anticorpos podem ligar-se ao anticorpo
primario. E uma técnica relativamente rapida, sendo a interpretagio subjetiva (dependente

da experiéncia do operador).

Imunoblot

O Imunoblot ¢ utilizado como ensaio complementar e/ou confirmatoério. O método
consiste na incorpora¢cdo de proteinas derivadas do agente infecioso em fitas de papel
absorvente ou num gel (western blot ou imunoblot). As fitas sdo incubadas com a amostra
soro/plasma e os respetivos controlos. Se a amostra tiver anticorpos especificos, estes
fixam-se as proteinas na fita. Os anticorpos ligados sdo visualizados através de um ensaio
imunoenzimatico, semelhante ao ELISA. O anticorpo marcado com uma enzima liga-se
ao anticorpo humano, que por sua vez estd ligado ao antigénio. A adi¢cdo do substrato
forma linhas visiveis, que correspondem aos locais onde ocorreu a formacdo de
imunocomplexos. E um teste sensivel e especifico, detetando quantidades minimas de

anticorpo presente na amostra.

Imunodifusao

A Imunodifusdo Radial utiliza placas contendo um gel de agarose, onde se
encontra os anticorpos especificos, uniformemente distribuidos no suporte em gel. O
antigénio (amostra) ¢ aplicado no pogo junto ao gel. Apds a aplicagdo, o antigénio
difunde-se radialmente para fora do pogo, combinando-se com o anticorpo, formando
imunocomplexos. A formacdo dos complexos origina um halo de precipitagdo. O
didmetro do halo formado ¢ medido, podendo ser comparado com uma curva de

calibracao, obtendo-se, assim, o valor da concentragdo do analito.

Na Imunodifusdo Dupla o antigénio e o seu anticorpo homologo soluvel sdo
colocados em diferentes pogos, ondes estes se difundem independentemente no meio em
duas dimensdes, horizontal e vertical. Entre os dois pogos estabelece-se um gradiente de

concentragdo, variando entre excesso de antigénio (perto do pogo do anticorpo), a excesso
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de anticorpo (perto do poco do antigénio). O precipitado forma uma linha visivel, que
corresponde ao ponto de equivaléncia, onde a densidade da linha reflete a quantidade de
complexos formados. Normalmente, a placa contém um poco central, onde ¢ colocado um
anticorpo multiespecifico, e diferentes pocos circundantes, nos quais ¢ aplicado diferentes
antigénios (incluindo as amostras e os controlos), a fim de determinar se os antigénios
partilham epitopos idénticos. No final, a posicdo das bandas permite a comparagdo entre

os antigénios.

Imunocromatografia

A Imunocromatografia ¢ um tipo de ensaio utilizado em testes rapidos qualitativos.
Estes tipos de testes sdo de uso Unico (descartaveis) e possuem uma elevada sensibilidade
e reprodutibilidade. Sao constituidos por um cartucho de pldstico € uma membrana de
nitrocelulose, onde ¢ acoplado o antigénio ou anticorpo. A extremidade da tira do
dispositivo sdo adicionados a amostra e o reagente (com o anticorpo ou antigénio
marcado), os quais migram em direcdo a extremidade oposta, onde existe uma almofada
absorvente que permite manter um fluxo capilar constante ao longo da membrana. No
dispositivo, as zonas de marcacdo e de dete¢do sdo definidas entre as duas extremidades.
Na zona de detegdo, antigénio ou anticorpo, imobilizado na membrana, capta o
imunocomplexo formado, originando uma linha corada na zona. Este tipo de dispositivos

contém o seu proprio controlo interno, que permite a validagao do teste.

Aglutinacio

A Aglutinagdo consiste na agregacdo visivel (macro ou microscopicamente) de
particulas, resultantes da reacdo de precipitacdo, que ocorre entre antigénios € 0S seus
respetivos anticorpos especificos (aglutininas). Utiliza-se para a dete¢do de anticorpos ou
antigénios presentes na amostra. O processo de aglutinacdo ocorre em duas etapas: a
sensibilizacdo e formacdo de agregados. A primeira etapa, consiste na ligacdo estavel e
reversivel entre os antigénios a superficie da particula e os anticorpos especificos. A
sensibilizacdo ¢ um processo rapido, onde a ligacdo do anticorpo ¢ determinada pela sua
avidez e afinidade e pela natureza das particulas (nimero de epitopos e disponibilidade).

A segunda etapa, consiste na soma das intera¢cdes que ocorrem entre 0s anticorpos € 0s
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seus respetivos epitopos. A ligacdo dos antigénios as outras particulas, através da criagdo
de pontes entre os anticorpos, forma ligagdes cruzadas (semelhantes a uma rede),
conduzindo a formacdo de agregados visiveis. E dependente das condi¢des ambientais
(pH e temperatura) e das concentracdes relativas de antigeno e anticorpo no meio. Os
anticorpos IgM sao aglutininas mais fortes do que as da classe IgG (sdo mais pequenas e
com uma flexibilidade restrita, condicionando a fase de agregagdo). As particulas
envolvidas na reagdo, incluem eritrocitos (hemaglutinagdo), células bacterianas e

particulas de latex.

4.2 Serologia Infeciosa

Hepatite A

O virus da hepatite A (VHA), pertence ao género Hepatovirus (familia
Picornaviridae), possui um genoma de ARN (4&cido ribonucleico) em cadeia simples. A
via de transmissdo de infecdo mais comum ¢ oral-fecal (4gua e alimentos contaminados),
associada a mas condi¢des sanitdrias, e, raramente, por via sanguinea e sexual. Cerca de
90% dos casos de infe¢do, ocorrem em criangas. Na Europa a prevaléncia da infe¢do nos
adultos ¢ entre 10-50%, sendo a infecdo normalmente assintomatica. O virus replica-se no
figado e possui um periodo médio de incubagdo de 28 dias. Os sintomas, como néuseas,
febre e ictericia, surgem apds algumas semanas (duram 1-2 semanas), sendo
acompanhados com alteracdes das provas da funcdo hepatica, sobretudo da ALT. O
diagnostico inclui a dete¢do dos anticorpos anti-VHA IgM e totais. Os anticorpos anti-
VHA IgM sao detetaveis, durante 3 a 6 meses ap6s o aparecimento da doenga, sendo a sua
determinagdo importante no diagnoéstico de infecdes agudas pelo VHA. A determinacgdo
de anti-VHA Total deteta todas as classes de anticorpos (incluindo IgG), sendo utilizado
para identificar individuos suscetiveis a infecdo e para determinar a aquisi¢do de

imunidade ap6s vacinagao.

Hepatite B

O virus da Hepatite B (VHB) ¢ hepatotropico, possui cadeia dupla de ADN

circular e uma enzima ADN polimerase e pertence a familia Hepadnaviridae. A
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transmissao da infe¢do ocorre por via sanguinea, sexual e vertical. A infecdo manifesta- se
entre 6 semanas a 6 meses apos da exposi¢ao ao virus. Os sintomas associados a infecdo
por VHB sdo ictericia, vomitos, nduseas € dor abdominal, normalmente, acompanhados
do aumento das transaminases e da bilirrubina, devido a destrui¢do dos hepatocitos
(mediada pela resposta imunologica). Clinicamente, a infe¢cdo pode ser aguda (com ou
sem sintomatologia) ou cronica (assintomdtica ou sintomatica). A infe¢do aguda,
dependendo do tipo de virus e da resposta imunologica do hospedeiro, pode evoluir para
infecdo cronica ou fulminante (situagdo rara). A resposta imunoldgica na maioria dos
casos ¢ suficiente para a resolucdo da infecdo com eliminag¢do do virus, convalescenca e,
por fim, cura da infecdo. Em algumas situacdes ocorre infe¢do cronica (infegdo aguda nao
resolvida). A hepatite cronica pode conduzir a cirrose hepdtica e a carcinoma
hepatocelular. O diagnoéstico laboratorial consiste na dete¢do seroldgica dos antigénios
virais (AgHBe e AgHBs) e dos seus respetivos anticorpos (anti-HBs, anti-HBe, anti-HBc
(IgM e IgG)). O primeiro marcador a surgir apds a infecdo ¢ o AgHBs (antigénio de
superficie do VHB), sendo detetdvel entre 2-8 semanas. O AgHBs desaparece da
circulagcdo apos 4 a 6 meses, mas se este permanecer por mais de 6 meses, indica infe¢cdo
cronica. O AgHBs ¢ 1til no diagnostico de infecdes agudas e cronicas e, também, na
monitorizagdo da resposta a terapéutica. E, igualmente, utilizado para rastreio de infecio
durante a gravidez, de forma a determinar o risco de transmissdo durante o periodo
perinatal. O AgHBe (antigénio de replicacdo viral) surge apds o AgHBs e antes dos
sintomas, sendo um marcador de replicagdo e, consequentemente, de infecdo ativa. Na
infecdo aguda resolvida o AgHBe desaparece antes do AgHBs, havendo seroconversao. O
antigénio pode nao ser detetavel em individuos infetados, denominados mutantes do pré-
core (h4 mutacdo na regido promotora do gene core e pré-core). O anti-HBs (anticorpo
especifico do AgHBs) indica recuperagdo e resolu¢do da infecdo, embora nio seja
produzido em algumas infegdes agudas (desenvolvimento de infe¢do cronica). Pode,
excecionalmente, coexistir com AgHBs em caso de sub-infe¢do com subtipos virais
diferentes. O anti-HBs pode permanecer por toda a vida, conferindo prote¢do imunitéria.
O anti-HBc (anticorpo especifico do AgHBc (antigénio do core - ndo detetavel
serologicamente) do tipo IgM, ¢ o primeiro anticorpo detetavel, surgindo cerca de 1 més
ap6s o AgHBs, e, normalmente, desaparece ap6s 6 meses. Encontra-se presente durante a
infecdo aguda e pode existir em titulos baixos na infecdo cronica. A sua determinagao
qualitativa, por imunoensaio de captura de IgM, ¢ util para diagnosticar infe¢do hepatica

aguda, pois ¢ dos marcadores mais especificos para esta fase da infe¢do. O anti-HBc IgG
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ndo ¢ indicador de imunidade (ndo surge apds vacinagdo), podendo surgir durante ou apos
uma infe¢do cronica ou durante o periodo “janela” (quando ndo ¢ detetdvel AgHBs e

ainda nao existe o anti-HBs).

O anti-HBe (anticorpo especifico do AgHBe) surge antes do anti-HBs, no final da
fase aguda da infecdo, e estd associado a resolucdo da infe¢do, na auséncia do AgHBe. O

anticorpo € util para monitorizar a eficacia da terapéutica.

Hepatite C

O virus da hepatite C (VHC) ¢ hepatotropico, pertente a familia Flaviviridae,
possui 6 genoétipos e ¢ um virus de cadeia simples de ARN. Na grande maioria dos casos
de infecdo, a transmissdo ocorre por via sanguinea (também pode ocorrer por transmissao
sexual e vertical). O periodo de incubagdo ¢ variavel, desde 2-3 semanas até 3 meses. O
VHC raramente provoca hepatite aguda, sendo mais comum (70% dos casos) a infecdo
crénica, que pode evoluir para cirrose e carcinoma hepatocelular. A maior parte das
infecdes na fase inicial sdo assintomaticas, sendo a infe¢do, normalmente, diagnosticada
na fase cronica. Para o rastreio da hepatite cronica sdo determinados os anticorpos anti-
VHC IgG. Um resultado positivo ¢ sugestivo de infecdo, sendo necessarios testes mais
especificos e complementares para confirmar a infecdo (exemplo: imunoblot e/ou
pesquisa de acidos nucleicos do VHC). A determinagdo do genotipo ¢ fundamental para a
prescricdo de terapéutica adequada. Enquanto, a quantificacdio do ARN viral ¢

fundamental para avaliar estado da infeg@o.

HIV

O HIV pertence ao género Lentivirus (familia Retroviridae). O virus possui
tropismo para as células que expressam o receptor CD4 (mondcitos, macrofagos e
linfocitos T auxiliares). As vias de transmissdo sdo a via sanguinea, sexual e vertical.
Existem dois tipos, HIV 1 e 2, sendo diferentes na estrutura genémica, mas com um modo
de propagacdo e de manifestacdo clinica indistinguiveis. O HIV-1 é o virus mais
predominante. O HIV-2 possui uma taxa de replicag@o inferior, transmite-se com menor
facilidade e a progressdo da infecdo para doenca ¢ mais prolongada. O virus esta

relacionado com a SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), que surge quando o
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seropositivo apresenta uma contagem de células TCD4+ inferior a 200 células/pl. Possui
um periodo de incubagdo, entre 2-6 semanas, podendo estender-se até 3 meses. No
diagnostico de infecdo, a detecao de anticorpos anti-HIV constitui um método indireto de
rastreio e confirmagdo, enquanto a determinagdo do antigénio viral Ag p24 ¢ considerado
um método direto. Um teste positivo para anti-HIV e/ou Ag p24, indica presenca de
infecdo. Uma vez que estes testes ndo sdo 100% especificos para resultados positivos,
estes devem, obrigatoriamente, ser confirmados por um teste confirmatorio (imunoblot),
através da repeticdo do ensaio numa nova colheita de amostra do paciente. O ensaio de
screenning, utilizado na determinagdo dos anticorpos anti HIV-1 e HIV-2, deteta
simultaneamente o Ag p24 por imunoensaio em “sanduiche”. A determinacdo do ARN
viral, utiliza-se no diagnostico de infecdes agudas, na monitorizagdo da terapéutica e

progressao da doenga.

Existem, para além dos testes referidos anteriormente, testes de rastreio rapidos
para a dete¢do de anticorpos HIV-1/HIV-2, executados a partir de amostras de soro,
plasma ou sangue total. S3o testes imunocromatograficos que permitem a detecdo
qualitativa (simultdnea) dos dois tipos de HIV, detetando anticorpos especificos das
classes IgA, IgM e IgG. Para a detecdo do virus a membrana estd revestida numa
determinada regido com os antigénios gpl4 e p24 (HIV-1) e, noutra regido, com
antigénios gp36 (HIV-2). Caso o anticorpo esteja presente da amostra, interage com o
antigénio, formando uma linha visivel na zona correspondente ao HIV-1 ou HIV-2. O

resultado positivo implica a pesquisa de anticorpos por outro método.

4.3 Rastreio na Gravidez

Citomegalovirus

O Citomegalovirus (CMV) ¢ um virus da familia Herpesviridae (género
Cytomegalovirus). A transmissdo pode ocorrer através da saliva e vias sexual, sanguinea e
vertical (durante a gravidez, parto ou aleitamento) e possui um periodo de incubagao de 3-
6 semanas. Normalmente, a infecdo por CMV estd associada a situagdes benignas ou sem
sintomatologia, mas a infe¢do pode ter propor¢des mais sérias em grupos de risco,
nomeadamente imunocomprometidos e gravidas. O CMV pode provocar diversos tipos de

infegdes (cujo periodo de incubacdo varia entre 3 a 12 semanas), nomeadamente as
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congénitas (adquiridas durante a gravidez), podem causar embriopatias graves, sobretudo
no primeiro trimestre, as perinatais, geralmente assintomaticas, e as pds-natais. Estas
ultimas, para além de serem as mais frequentes, sdo em mais de 90% dos casos
assintomaticas, quando ocorrem em criangas e adultos imunocompetentes. Na gravida
uma primoinfecdo ¢ a situa¢do que apresenta maior risco para o recém-nascido. Durante a
gravidez uma primoinfe¢do apresenta um risco de transmissdo congénita de 40%, nos
quais, aproximadamente, 1% dos bebés apresentam uma infecdo grave/fatal e 10%
sintomatologia leve. E de salientar que recém- nascidos assintomaticos, de maes que
apresentaram infecdo primdria durante a gravidez, podem vir a desenvolver surdez e
atraso mental a médio prazo. Na gravida, uma reativagdo viral possui um risco de
transmissdao quase nulo. Durante o parto e aleitamento, a transmissdo do virus esta

associada a situacdes menos graves, para o recém-nascido.

Rubéola

No que diz respeito ao virus da Rubéola, para além do HIV e da Hepatite B, &,
igualmente, recomendavel o rastreio da Rubéola durante a gravidez. E um virus de cadeia
simples de ARN, do género Rubivirus (familia Togaviridae). A transmissdo ocorre através
de goticulas de saliva e secre¢des nasais. Detém um periodo de incubagdo de 14- 21 dias
(na maioria entre 16-18 dias). A doenga ¢ benigna, normalmente, assintomatica ou com
erupcao maculo-papulosa (duragdo 3 dias). O grupo de risco integra imunocomprometidos
e mulheres gravidas, sobretudo durante o primeiro trimestre. A presenca de anticorpos
rubéola IgG indica imunidade, nomeadamente, ap6s vacinacdo (a imunidade adquirida
dura cerca de 16 anos). Este teste deve ser realizado numa consulta pré-concecional, de
forma a avaliar a existéncia ou ndo de imunidade e o nivel de protecdo. Durante uma
gravidez uma primoinfe¢do materna durante o primeiro trimestre, constitui um risco de
anomalia fetal em 80-85% dos casos, havendo a possibilidade de aborto espontaneo. Este
risco ¢ menor numa infe¢do, ap6s 20 semanas de gravidez. Neste caso, a probabilidade de
malformagao fetal ¢ menor, mas hé a possibilidade de o recém-nascido vir a desenvolver
alteracdes neuro-sensoriais e surdez, sendo aconselhdvel o acompanhamento do bebé a
longo prazo. Uma reinfecdo sem sintomatologia, raramente, esta associada a transmissao
vertical. Caso a gravida ndo apresente imunidade documentada, deve ser determinado o

titulo de IgG e IgM no primeiro trimestre e se o resultado ndo demonstrar existéncia de
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imunidade, o teste deve ser repetido no segundo trimestre. O diagnostico de infecdo aguda
efetua-se através da determinacdo de IgM e IgG contra o virus da rubéola, associando, ou

ndo, a determinacao da avidez da IgG.

Toxoplasma gondii

O Toxoplasma gondii é um parasita (protozodrio intracelular) transmissivel através
da ingestdo de carne crua/mal cozinhada e por contacto com fezes de gato. Possui um
periodo de incubacdo 4- 10 dias. O rastreio de toxoplasmose ¢ recomendavel pela DGS,
visto que as gravidas sdo suscetiveis a uma infe¢do severa. Pode haver transmissdao
materno-fetal em qualquer altura da gravidez. Uma infe¢do no primeiro trimestre esta
associada a existéncia de infe¢do congénita em cerca de 25% dos casos, dos quais 75%
dos fetos infetados desenvolvem lesdes severas. No segundo trimestre (54% de
probabilidade de infecdo congénita) e terceiro trimestre (60-70% de possibilidade de
haver infecdo congénita), a ocorréncia de uma infecdo esta associada a um menor risco de
lesdo fetal. A determinagdo de IgG para toxoplasmose € util para estabelecer o estado
imunitario e para calcular a suscetibilidade de infe¢do. A semelhanga da rubéola, gravidas
sem imunidade devem efetuar a determinagao IgM e IgG especificas no primeiro trimestre
e repetir o teste no segundo trimestre. A avidez forte de IgG indica que a infecdo ocorreu
ha mais de 4 meses. A presenca de IgM especifica aponta para a existéncia de uma

infecdo aguda/recente (a IgM pode permanecer em circulagdo durante varios meses).

Sifilis

A Sifilis, causada pelo Treponema pallidum (subespécie pallidum) ¢ uma bactéria
espiral, causadora da sifilis. E transmissivel por via sexual e vertical. A infe¢do numa
gravida pode resultar em infecdo congénita, morte fetal ou morte do recém-nascido. A
severidade ¢ dependente do estadio da gravidez, sendo mais grave no principio da mesma,
porque a bactéria afeta o desenvolvimento do sistema nervoso central. Ao contrario da
transmissdo sexual, a vertical pode ocorrer quando a infecdo esta latente. Segundo as
recomendacdes da DGS, o rastreio de sifilis deve ser efetuado no primeiro e terceiro
trimestre de gravidez, através do teste VDRL (Venereal Disease Research Laboratory).

Caso o VDRL seja positivo, o diagndstico deve ser confirmado por um teste treponémico
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TPHA (T. pallidum haemaglutination assay) ou FTA-abs (fluorescent treponemal
antibody absorption). O diagnostico da infecdo treponémica consiste na combinacdo da
avaliagdo clinica com a dete¢do direta da bactéria e testes serologicos. Na infecdo
primaria precoce, antes dos anticorpos serem detetaveis, a detecdo direta da bactéria por
microscopia e/ou PCR ¢, especialmente, util. Contudo, nos restantes estadios da infe¢do, o
diagndstico laboratorial baseia-se na serologia. Os testes seroldgicos sdo classificados em
testes treponémicos (detetam anticorpos treponémicos especificos) e ndo treponémicos
(detetam anticorpos ndo especificos). Numa infe¢do, o anticorpo IgM treponémico surge
apos a segunda semana e o anticorpo IgG ¢ detetavel, aproximadamente, apds 4 semanas.
A serologia ¢ aplicavel ndo s6 no rastreio durante a gravidez, como também na triagem de
doadores de sangue e 6rgdos, no auxilio do diagnéstico de doentes com suspeita de sifilis,
na avaliagcdo do estadio da infe¢@o e na monitorizag¢do da terapéutica. O VDRL ¢ um teste
seroldgico ndo treponémico de aglutinacdo em lamina para a determinacdo qualitativa de
reaginas plasmaticas. O teste ndo deteta anticorpos treponémicos, mas sim anticorpos
direcionados contra o proprio organismo (reaginas). Um teste positivo corresponde a

observagao microscopica de aglutinacao.

4.4 Autoimunidade

As doencas autoimunes surgem devido a produ¢do, pelo proprio organismo, de
autoanticorpos ou células autoreativas, contra componentes do mesmo, como Orgaos ou
tecidos. Podem ser classificadas, como doencas sistémicas ou especificas de 6rgdo,
embora possa ocorrer uma sobreposicao das duas situagdes. O laboratério tem um papel
fundamental, desde o rastreio/despiste de uma suspeita, ao auxilio no diagnostico deste
tipo de doencas. As técnicas implementadas englobam a imunofluorescéncia direta,
ELISA e imunoblot. A pesquisa de anticorpos anti-nucleares (ANA), um exemplo do tipo
de testes efetuados nesta area, cuja finalidade é a pesquisa de doengas autoimunes. E um
teste de imunofluorescéncia direta, onde € possivel fazer uma determinagdo qualitativa ou
quantitativa, quanto a presenca dos autoanticorpos. O teste utiliza células HEp-2, que
permitem a detecdo de autoanticorpos (das classes IgA, I1gG e IgM) dirigidos contra os
varios componentes nucleares. Existem varios subtipos de ANAs e a obten¢do de um
resultado positivo, implica a interpretagdo do padrao fluorescente. Neste caso, os padrdes

mais importantes sdo os nucleares homogéneos (existéncia de anticorpos dirigidos ao
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acido nucleico e histonas) e pontilhados (presenca de anticorpos direcionados a proteinas
nucleares, ribonucleoproteinas e centromeros). Em células mitoticas € possivel distinguir,
com maior facilidade, autoanticorpos dirigidos a nucléolos e centrémeros. Um teste de
screening positivo, implica a realizacdo de testes complementares, a fim de confirmar a
suspeita. Consoante o padrdo de florescéncia obtido, pode-se proceder para os testes mais
especificos, como os ENAs (Extractable Nuclear Antigens) e anti-dsDNA (ADN de hélice
dupla). Estes autoanticorpos estdo presentes em inumeras doengas autoimunes, por
exemplo, nas doencas reumaticas. Logo, sdo uteis no diagndstico de doengas reumaticas

inflamatorias, como a artrite reumatoide.

5. Microbiologia

A érea da Microbiologia Clinica compreende a bacteriologia, micologia e a
parasitologia. O laboratorio realiza a andlise de diversos produtos bioldgicos, sendo os
mais frequentes as urinas assépticas, as coproculturas e os exsudados, sobretudo os
vaginais. A area esta organizada de modo a que o fluxo de trabalho cumpra, sempre que
possivel, o principio de “marcha em frente”, reduzindo ao maximo o risco de
contamina¢do cruzada. Assim sendo, a area encontra-se dividida em zonas especificas,
nomeadamente triagem de amostras, processamento de produtos, identificagdo e
antibiograma, avaliagdo de exames microbioldgicos, parasitologia e citometria de fluxo

(urinas).

5.1 Meios de Cultura

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

O COS (meio ndo seletivo) contém uma mistura de peptonas, que torna o meio
indicado para o crescimento de bactérias exigentes, como Streptococcus e Listeria, €
sangue de carneiro que permite o crescimento da maior parte das espécies bacterianas e a
visualizacdo da hemodlise, a qual ¢ um critério fundamental para a orientagdo da

identificagdo.
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Gelose Mac Conkey (MCK)

O meio seletivo permite a diferenciagdo de enterobactérias. A gelose contém
cristal violeta, que possibilita a demonstracdo da fermentacao da lactose pela mudanga da
coloracdo do meio (vermelho neutro). Deste modo, as bactérias fermentadoras da lactose

originam colonias vermelhas ou rosa, por vezes, contornadas por um halo de sais biliares.

Os microrganismos ndo fermentadores da lactose geram coldnias incolores ou
bege ténue. Os sais biliares, juntamente com o cristal violeta, inibem o crescimento da

maioria das bactérias Gram positivas.

Gelose Chocolate Haemophilus (HAEM)

E um meio seletivo que permite, a partir de uma amostra polimicrobiana, o
isolamento das diferentes espécies de Haemophilus. Contém uma base nutritiva,
enriquecida em hemina e NAD (nicotinamida adenina dinucleético), os quais advém do
PolyViteX e da hemoglobina. Inclui, igualmente, uma associagdo de antifingicos e
antibidticos, que inibem o crescimento da maioria das bactérias Gram positivas e das

leveduras, tornando o meio seletivo.

Gelose Chocolate PolyViteX (PVX)

E um meio de isolamento, concebido para espécies com necessidades nutricionais
exigentes, como a Neisseria, Streptococcus pneumoniae € Haemophilus. O isolamento de

espécies exigentes ¢ proporcionado pela adi¢do de hemina e NAD, ao meio.

Gelose Chapman (MSA)

Destina-se ao isolamento de Staphylococcus. O meio contém manitol que permite
distinguir as bactérias fermentadoras, das ndo fermentadoras, do manitol. As bactérias
fermentadoras originam coldnias amarelas (critério para a orientacdo da identificagdo de
Staphylococcus aureus). O meio contém um elevado teor em cloreto de sodio que

restringe o crescimento de alguns microrganismos.
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Gelose Gardnerella (GAR)

E um meio de isolamento seletivo para a Gardnerella vaginalis. Contém
antibioticos (inibem a maioria das leveduras e microrganismos) e sangue humano, que
facilita o crescimento e possibilita a visualiza¢ao da f-hemolise a volta das colonias, que
quando obtida, em gelose de sangue humano, significa que existe uma elevada

probabilidade de ser G. vaginalis.

Gelose Schaedler + 5% de Sangue de Carneiro (SCS)

A gelose ¢ um meio de isolamento, reservado a pesquisa de microrganismos
estritamente anaerobios e anaerobios facultativos, em hemoculturas. O meio contém
fatores de crescimento, como a hemina, extrato de levedura, vitamina K3 e sangue de
carneiro. O desenvolvimento das espécies anaerdbias ¢ favorecido pela adi¢do de um

agente redutor (L-cistina) e glucose altamente concentrada.

Gelose CLED (CLED)

Este meio de isolamento destina-se a amostras urindrias. A gelose permite a
diferenciagdo dos microrganismos fermentadores da lactose (exemplo: E. coli) e impede o
desenvolvimento de Proteus. As bactérias lactose positivas, através da acidificagdo do
meio, geram colonias amarelas a amarelas-palidas, enquanto os microrganismos nao

fermentadores da lactose originam coldnias verdes, azuis ou incolores.

Gelose Hektoen (HEKT)

Destina-se ao isolamento seletivo e diferencial de Salmonella e Shigella, em
coproculturas. O meio tem como principio a fermentagdo, de um, dos trés acucares,
incluidos no meio (lactose, sacarose e salicina). As colonias de interesse sdo verdes ou
azuis-esverdeadas (ndo ha acidificagdo do meio), ja as restantes sdo amarelas-salmao ou
amarelas (devido a acidificacdo do meio). O meio contém sais biliares e corantes (citrato

de ferro amoniacal, azul de bromotimol e fuscina acida) que inibem o desenvolvimento de
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bactérias Gram positivas e limitam o crescimento de Proteus. O meio, também, contém
hipossulfito de sédio, o que permite a distingdo de bactérias produtoras de sulfureto de
hidrogénio (H2S - reduzem o composto adicionado ao meio), através da formagao de um
centro negro, na colonia. Apds a incubagdo, as colonias de Salmonella sdo verdes ou
azuis-esverdeadas, com ou sem centro negro, enquanto as de Shigella sdo da mesma cor,

mas sem centro negro.

Gelose Yersinia CN (YER)

Meio de isolamento seletivo de Yersinia (coproculturas). O meio contém
cefsulodina, irgasan e novobiocina, responsaveis pela seletividade do meio. O irgasan
(contém colato, desoxicolato, cristal violeta e antibidticos) inibe o desenvolvimento de
bactérias Gram positivas e a maioria das bactérias Gram negativas. O manitol e o
vermelho neutro, possibilitam a diferenciacdo da espécie pretendida, através da coloragao.
As coldnias de Yersinia diferenciam-se das restantes bactérias, pela coloragdo rosa escuro
a vermelho (devido a fermenta¢cdo do manitol) ou, por vezes, incolor com centro colorido,

e, ainda, podem apresentar um precipitado (2 volta da colonia).

Sangue Desfibrinado de Carneiro ou Cavalo (Todd Hewitt Quilaban)

Meio de enriquecimento, adaptado ao crescimento de bactérias com necessidades
nutricionais exigentes. Além de permitir o desenvolvimento de bactérias com um
crescimento, ligeiramente mais lento, também permite a visualizagdo da hemolise. Apos a

utilizacdo do meio, a cultura ¢é repicada para meios seletivos.

Caldo Selenito F

O caldo ¢ um meio de enriquecimento que favorece o crescimento da Salmonella
(em colheita de fezes). O caldo ¢ constituido por peptonas de caseina, carne e lactose, que
favorecem o crescimento das espécies bacterianas, sobretudo as de crescimento mais
lento, como a Salmonella. Apds o enriquecimento, a cultura ¢ repicada para meios

seletivos.
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Gelose Sabouraud Gentamicina Cloranfenicol (SGC)

Meio seletivo, indicado para o isolamento de fungos filamentosos e leveduras. A
presenga de glicose e peptonas, favorece o crescimento de espécies flingicas. A
gentamicina e o cloranfenicol inibem a maioria das bactérias Gram positivas e Gram
negativas e melhora a seletividade, em relagdo a algumas espécies que possam exibir

resisténcia a gentamicina, como o Streptococcus e o Proteus.

Gelose Columbia ANC + 5% de Sangue de Carneiro (CNA)

Indicado para o isolamento seletivo de espécies bacterianas exigentes (bactérias
Gram positivas). O meio contém 4cido nalidixo e colimicina, que inibem a maioria dos
Gram negativos e dos Bacillus. Permite a visualizagdo da hemolise, devido a presenca de
sangue. Também contém uma mistura de peptonas adaptadas a bactérias exigentes, como

a Listeria e Streptococcus.

Gelose Campylosel (CAM)

Utilizada no isolamento seletivo de Campylobacter intestinais, como C. jejuni e C.
coli em coproculturas. O meio contém antibioticos, antifingicos e sangue de carneiro, que
facilitam o crescimento da espécie em causa. O Campylobacter cresce em colonias

pequenas e cinzentas, ao longo das estrias da sementeira.

Gelose chromIDTM Strepto B (STRB)

Meio cromogénico seletivo para a detecdo de Streptococcus do grupo B de
Lancefield, nomeadamente S. agalactiae, em recém-nascidos e mulheres gravidas. E
composta por uma mistura de peptonas, trés substratos cromogénicos e antibioticos, que

permitem a detecdo de S. agalactiae (exibe uma coloragao rosa-vermelho).
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Meio de Lowenstein-Jensen (LJ-T)

Destina-se a cultura de micobactérias, como o Mycobacterium tuberculosis. E um
meio de enriquecimento, constituido por ovo, asparagina e fécula, os quais beneficiam o
crescimento de micobactérias. Apos a incubagdo, o M. tuberculosis apresenta colonias

com aspeto “couve-flor”.

Gelose chromIDTM CPS® (CPS)

E um meio cromogénico destinado ao isolamento e identificacio de espécies
bacterianas em colheitas urinarias. Possibilita a identificacdo direta de Escherichia coli,
Enterococcus, KESC (Klebsiella, Enterobacter, Serratia e Citrobacter) e Proteeae. O meio
permite a contagem das bactérias (unidades formadoras de colonias - UFC), através da
utilizacdo de um método padronizado de sementeira. O meio ¢ composto por uma base
nutritiva (mistura de peptonas) e dois substratos cromogénicos, que revelam a respetiva
atividade enzimatica. A gelose também contém uma elevada concentragdo de agar, que
delimita a invasdo do meio pelo Proteus. Relativamente a identificagdo, as colonias de E.
coli apresentam uma coloragdo rosa a vermelho escuro (ou translucida com o centro rosa a
vermelho escuro), enquanto os KESC exibem uma coloragdo verde azulado a azulado-
cinza, Enterococcus turquesa e Proteus beije com um halo castanho. Utiliza-se o meio s6

para a identificagdo direta de E. coli.

Gelose chromIDTM Candida (CAN)

Meio cromogénico destinado ao isolamento seletivo de leveduras e a identificacao
direta de Candida albicans. Permite a identificagdo presuntiva de um conjunto de espécies,
que incluem C. tropicalis, C. lusitaniae e C. Kefyr. A C. albicans apresenta uma coloragdo

azul, devido a hidrolise especifica de um substrato cromogénico de hexosaminidase.
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5.2 Coloracoes e Testes de Identificacao

Coloracao de Gram

E uma técnica de diferenciagio microbiologica sobretudo utilizada para distinguir
as bactérias Gram positivas das Gram negativas. Permite a determina¢do da morfologia
celular, tamanho e disposi¢io. E utilizada em produtos bioldgicos e em coldnias
provenientes dos meios de cultura, sendo, usualmente, o primeiro teste de diferenciacao.
Em alguns casos permite-nos a identificagdo presuntiva de um microrganismo ou a
eliminacdo da hipdtese de estar presente um determinado microrganismo. A técnica
consiste em utilizar uma coloracdo primaria com um corante basico (cristal violeta), apos
a fixacdo da amostra. Seguidamente, aplica-se uma solu¢do contendo iodo (agente fixador
- forma um complexo com o corante, permitindo o aumento da afinidade da célula para o
mesmo). Depois, procede-se a descoloracdo com alcool (remove a coloragdo das bactérias
Gram negativas). Por fim, aplica-se a safranina (corante basico) que cora as Gram
negativas. As bactérias Gram positivas adquirem uma coloragdo purpura, enquanto as
Gram negativas obtém uma coloracdo vermelho a rosa. A técnica baseia-se na diferenca
da constitui¢do das paredes celulares entre as Gram negativas e as Gram positivas. O
agente descorante (alcool) atua nos lipidos (extrai- os), tornando a parede mais porosa das
Gram negativas e incapaz de reter o complexo cristal violeta/iodo. Contrariamente, as
Gram positivas, devido ao facto de terem uma camada mais espessa de peptidoglicano e
um maior numero de cross-linking (devido aos acidos teicoicos), retém o complexo com

uma maior eficécia, o que as torna menos suscetiveis a descoloragao.

Coloracio Alcool-acido

Neste caso, utiliza-se 0 método de Kinyoun (uma variagdo da coloracdo de Ziehl-
Neelson). E uma coloragdo diferencial, utilizada para identificar e quantificar Bacilos
alcool-acido resistentes (BAAR), na pesquisa de bactérias do género Mycobacterium. A
técnica ¢ util no diagndstico preliminar da tuberculose, tendo um valor preditivo superior
a 90% em amostras de expetoracdo. Também, ¢ util para a monitorizacdo da terapéutica

antibidtica e para a determinacdo do grau de contagiosidade. O método baseia-se na
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presenca de acido micolico na parede celular de bactérias alcool-acido resistentes. Este
componente da parede possibilita uma maior afinidade para a coloracdo ¢ uma maior
resisténcia a descoloracdo microbioldgica, pelo tratamento com uma solu¢do &cido-
alcool. Primeiro, faz-se uma coloracdo com a carbolfucsina (composto fendlico e
lipossoluvel, com a capacidade de penetrar na parede celular). Uma vez que o corante esta
concentrado e, também, devido a sua elevada lipossolubilidade, ndo ¢ necessario
aquecimento da preparagdo (utilizado no método de Ziehl-Neelsen), pois o corante entra,
igualmente, para o interior da célula. Depois, procede-se a descoloragdo com uma solugao
acido-alcool (remove a coloragdo de células nio BAAR) e, por fim, aplica-se o azul de
metileno (contraste). O fundo ¢ corado de azul para facilitar a visualizagdo dos BAAR, os
quais apresentam uma coloragdo vermelha a plrpura e sdo 0s unicos que resistem a

coloragdo alcool-acido.

Teste da Catalase

Permite identificar a presenca da enzima catalase. E utilizado na distingdo dos
Staphylococcus (catalase positiva), dos Streptococcus (catalase negativa), orientando a
identificagdo definitiva. A enzima hidrolisa o perdxido de hidrogénio (H202) em agua
(H20) e oxigénio (02). Verifica-se a realizagdo da hidrélise pela libertagdo de oxigénio

(hé a formagdo de “pequenas bolhas™).

Identificacido de Staphylococcus aureus

Utiliza-se o Kit de identificacdo rapida Pastorex™ Staph-Plus. O teste contém
particulas de latex (reagente) sensibilizadas com anticorpos monoclonais especificos, que
permitem detetar os polissacarideos capsulares de S. aureus, a proteina A (presente na
parede celular) e, também, possui um fator de afinidade do fibrinogénio (igualmente,
denominado de coagulase ligada ou fator de aglutinagdo). O teste permite detetar bactérias
altamente capsuladas através dos anticorpos anti-capsulares, como também estirpes de S.
aureus mal encapsuladas. As estirpes ndo encapsuladas sdo detetadas através do
fibrinogénio e da IgG (sensibilizada para a proteina A). O reagente ¢ adicionado a uma
amostra proveniente de um isolamento e, caso haja aglutinacdo visivel, o resultado indica

a presenca de S. aureus.
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Teste da Oxidase

O teste rapido baseia-se na detecdo da enzima intracelular oxidase. As bactérias
que apresentam um sistema de transporte de eletrdes (cadeia respiratoria), designado
citocromo oxidase, tém a capacidade de oxidar o citocromo, ao reduzir o oxigénio
molecular (aceitador de eletrdes da cadeia, em aerobios). Desta forma, os recetores de
eletrdes da cadeia podem ser substituidos por substratos artificiais, onde a oxidacdo dos
substratos pelo citocromo oxidase, na presenga de oxigénio, produz um produto colorido.
As bactérias oxidase positiva sdo aerdbias, mas tal nao significa que sejam estritamente
aerdbias, pois também podem ser oxidase negativa (quando ndo possuem citocromo
oxidase). Se o resultado for positivo visualiza-se, em cerca de 10 a 30 segundos, apos a
adi¢do do reagente oxidase (discos de papel), uma coloracdo entre o violeta e purpura. Se

o resultado for negativo ha auséncia de cor .

Utiliza-se o teste na identificacdo de bactérias Gram negativas, nomeadamente
para distinguir as Pseudomonadeceae (oxidase positiva) das Enterobacteriaceae (oxidase
negativa). O teste ¢, igualmente, til na identificacdo das Neisseriaceae, pois sdo oxidase

positiva.

Teste da Optoquina

Utiliza-se na identificagdo presuntiva de Streptococcus pneumoniae. Ao contrario
das restantes espécies de Streptococcus a-hemoliticos, o S. pneumoniae ¢ sensivel a
optoquina. O composto quimico atua ao nivel da membrana celular do S. pneumoniae,
provocando a lise da membrana através da alteragdo da pressdo osmética. Inoculam-se no
meio Columbia, coldnias isoladas com a-hemolise sugestivas de S. pneumoniae. Coloca-
se um disco de optoquina e incuba-se durante 18-24 horas. A forma¢do de um halo de
inibicdo > 15 mm ¢é sugestivo da presenca de S. pneumoniae. Embora seja raro, pode
existir estirpes de S. pneumoniae resistentes ao respetivo composto e, nesta situacao, os

halos s3o < 5 mm ou nao ha inibigao.
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5.3 Testes de Suscetibilidade aos Agentes Antimicrobianos (TSA)

O Teste de Sensibilidade aos Agentes Antimicrobianos deve ser realizado para
qualquer microrganismo que seja responsavel por um processo infecioso e que necessite
de terapéutica antimicrobiana, sempre que a suscetibilidade ndo puder ser previsivel pelo

conhecimento da identidade do microrganismo.

Os critérios para a selecdo dos agentes antimicrobianos utilizados e a valoriza¢ao
qualitativa dos seus resultados (sensivel, intermédio ou resistente) baseiam-se nas
recomendacdes publicadas pelo EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing), pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) e pela
Direcao-Geral da Satde (Norma 004/2013 - Vigilancia Epidemioldgica das Resisténcias
aos Agentes Antimicrobianos). A selecdo dos AM e os resultados reportados sdo
condicionados principalmente pelas caracteristicas do microrganismo identificado e pela
localizagdo da infe¢do. Contudo, existem outros fatores importantes como a idade, o
género, a situagdo clinica do doente e o seu estado fisiologico (exemplos: estado funcional
do sistema imunitario e gravidez), para além dos resultados dos exames microbioldgicos

anteriores, a quimioterapia antimicrobiana efetuada e a resposta ao tratamento.

Os varios tipos de testes de suscetibilidade disponiveis podem-se classificar em

dois grandes grupos: testes de diluicdo e testes de difusao.

O Me¢étodo de Microdiluicdo em Meio Liquido ¢ realizado no Vitek® 2 Systems a
partir do isolamento de colonias de microrganismos com interesse clinico. O processo
baseia-se na monitorizagdo continua da atividade in vitro de cada um dos agentes
antimicrobianos presentes nas cartas (placa de microtitulagdo adequada para o
microrganismo) em relagcdo a estirpe bacteriana em estudo. Neste sistema analitico sdo
realizados TSA de bacilos Gram negativos, Staphylococcus spp., Enterococcus spp.,
Streptococcus agalactiae e Streptococcus pneumoniae. O principio das cartas de
antibiograma assenta na determinac¢do da concentragdo minima inibitoria (CMI) e efetua-
se através de uma técnica de microdiluicdo. Cada carta contém uma combinagdo de
farmacos especificos, adequados ao tipo de microrganismo que pretendemos analisar. Os
resultados, facultados pelo equipamento, sdo reportados para cada farmaco, como

“sensivel”, “intermedio” ou “resistente”.
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O Método de Difusao Kirby-Bauer Modificado ¢ um dos mais utilizados na rotina
para testar in vitro, a suscetibilidade aos antimicrobianos das bactérias de crescimento
rapido e de alguns microrganismos exigentes. Esta metodologia permite obter um
resultado qualitativo que se baseia na relagdo dos “breakpoints” das CMI com os niveis
terapéuticos dos antimicrobianos atingidos no sangue nas infegdes sistémicas, ou ainda
com niveis de antimicrobianos concentrado na urina para aqueles utilizados apenas em
infecdes do aparelho urinario. E aplicado na superficie de uma placa de gelose Mueller-
Hinton um inéculo padronizado do microrganismo, onde se colocam discos impregnados
de antimicrobianos. Apds incubacdo, em geral durante 16-18 horas, sdo medidos os
didmetros dos halos de inibicdo de crescimento para cada disco. O tamanho do halo de
inibicdo ¢ inversamente proporcional a CMI e os resultados sdo reportados

qualitativamente: sensivel, intermédio ou resistente.

5.4 Produtos Biologicos

Urina

A infecdo urindria aguda ¢ geralmente causada por bactérias da flora intestinal
saprofita, que invade o aparelho urinério por via ascendente através da uretra. Os agentes
etiologicos mais frequentes, sem outras doengas associadas, sdo as Enterobacteriaceae
com grande destaque para a Escherichia coli. No entanto podem ser encontrados para
além das Enterobacteriaceae, outros microrganismos, nomeadamente Enterococcus spp,
Pseudomonas spp, Acinetobacter spp, Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase

negativos e fungos (ex: Candida albicans).

A colheita da urina devera ser obtida, apos boa higiene ou desinfe¢do local, por
mic¢do (jato médio), saco de colheita (poe exemplo em criangas) ou cateterismo vesical
transuretral (algalia). As amostras de urina deverdo ser semeadas até uma hora apds a
colheita ou, em caso de impossibilidade, deverao ser refrigeradas a 4°C e processadas até
as 24h apo6s a colheita. Em alternativa, a colheita pode ser efetuada para um recipiente

estéril contendo acido borico, como conservante.

O exame direto ¢ realizado para identificagdo e contagem dos elementos figurados
presentes (células epiteliais, leucocitos, eritrocitos, fungos ou parasitas) e para a sua

realizacdo as amostras de urina sdo processadas inicialmente pelo citometro de fluxo (UF-
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10001). Todas as amostras que apresentem uma leucocitiria > 20/uL, uma contagem de
bactérias > 400/uL ou ambas, ou de criangas com idade inferior a 7 anos sdo processadas,

sendo realizado o exame cultural.

Para a realizagdo do exame cultural as amostras sdo semeadas em meios de cultura
CLED com uma ansa calibrada (10 pl) descartavel. O meio ¢ incubado em atmosfera de
aerobiose a 35° C, durante 18 a 24 horas. A valorizacao dos resultados devera ter em conta
o método de colheita da urina, tipo de doente, sintomatologia, observagdo microscopica
do sedimento urinario e resultados de exames bacterioldgicos anteriores. Quando existir
crescimento de duas ou mais estirpes bacterianas devemos considerar que houve uma ma
técnica de colheita da urina, e por esse motivo, devemos requisitar uma nova amostra.
Considera-se que uma contagem de colénias >10° (100 000 UFC) é significativo de

infecdo urindria.

Exsudado Vaginal e Uretral

A determinagcdo de amostras apropriadas para o diagndstico de infecdes do
aparelho genital depende do local de infe¢do e dos microrganismos. Algumas infe¢des do
aparelho genital feminino sdo devidas a microrganismos endégenos cuja patogenicidade ¢
ativada por fatores do hospedeiro ou por desequilibrio da flora saprofita. Nos exsudados
vaginais deve ser efetuada pesquisa para Trichomonas vaginalis (exame direto a fresco),
Gardnerella vaginalis (vaginose bacteriana - “clue cells” no exame a fresco),
Staphylococcus aureus, Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus agalactiae - grupo B
(mulheres gravidas entre a 35* e 37* semanas para despiste da coloniza¢do) e Candida
albicans. Nos exsudados uretrais, em ambos os géneros, ¢ realizada pesquisa para a

presenga de Neisseria gonorrhoeae.

A colheita do exsudado vaginal ¢ realizada ao nivel do colo do utero, endocolo e
nas paredes vaginais com zaragatoa, apos colocac¢do do espéculo. A zaragatoa devera ser
colocada em meio de Stuart e manter a temperatura ambiente. A operacdo deverd ser
repetida com uma segunda zaragatoa para a realizagdo de esfregacos. O exsudado uretral
devera ser colhido, no minimo, uma hora depois da ultima mic¢do. Introduzir a zaragatoa
com um movimento de rotacdo até cerca de 1 cm (género feminino) ou 2 cm (género
masculino) dentro da uretra e colocar em meio de Stuart. A operacdo deverd ser repetida

com uma segunda zaragatoa para a realizagdo de esfregagos.
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O exame direto ¢é realizado com um exame a fresco, onde ¢ feita uma avaliacao do
esfregago quanto a presenca de células epiteliais, leucdcitos, eritrocitos e ¢ observada a
presenga ou nao de 7Trichomonas vaginalis e de elementos leveduriformes. Apds

coloragdo de Gram, deve ser observada ¢ descrita a flora existente.

Para a realiza¢do do exame cultural dos exsudados vaginais e uretrais, as amostras
sdo semeadas em meios de cultura Gelose de Sangue. Caso sejam identificadas clue cells
no exame a fresco dos exsudados vaginais, ¢ ainda utilizado um meio para Gardnerella
vaginalis. Todas as amostras de exsudados vaginais sdo também semeadas em meio de
Sabouraud com gentamicina e cloranfenicol e para ambos os exsudados, vaginais e
uretrais, ¢ ainda utilizado o meio de gelose chocolate suplementado com polyvitex -
VCAT. Para mulheres entre a 35 ¢ a 37° semana de gravidez ¢ semeado também um meio

Strep B nos exsudados vaginais.

Exsudado Faringeo

O aparelho respiratério superior tem caracteristicamente uma flora bacteriana
comensal mista abundante, constituida por aerdbios e anaerdbios. Varios agentes
patogénicos tais como o Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes,
Haemophilus  influenzae, Neisseria meningitidis, leveduras e membros das
Enterobacteriaceae, podem ser isolados e constituir uma flora transitdria ou estar presente
em pequeno numero na orofaringe de individuos saudédveis. Usado para a detecdo de
Streptococcus B-hemolitico do grupo A. Se solicitado, podera ser efetuado para pesquisa
de N. gonorrhoeae, N. meningitidis (despiste de portadores), Bordetella pertussis e

Corynebacterium diphfteriae.

A colheita devera ser realizada com uma zaragatoa, pela via oral, sem tocar nos
labios, na lingua ou na uvula e deve obter-se uma amostra da orofaringe e das amigdalas.
Também pode ser realizada pela via nasal, introduzindo a zaragatoa até sentir uma
resisténcia compativel com a parede posterior da nasofaringe. De seguida, a amostra

devera ser introduzida em meio de Stuart para conservagao e transporte.

Para a realizacdo do exame cultural a amostra deverd ser semeada em meios de
gelose de sangue, meio de Todd-Hewit suplementado com sangue (ap6s 24h ¢ realizada a

sementeira num meio de gelose sangue para o isolamento e identificacdo dos
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Streptococcus P-hemolitico do Grupo A), um meio Chapman para isolamento de
Staphylococcus spp. e a identificagdo presuntiva de S. aureus e de um meio de Gelose
Chocolate — Haemophilus. E usada serologia com teste de aglutinagdo com latex para
identificacdo dos Streptococcus pyogenes (coldnias pequenas com B-hemolise). A estirpe

valorizada ¢ isolada em cultura pura para ser identificada e determinado o TSA.

Exsudado Nasal

E um exame usado essencialmente para a detegdo de portadores de Staphylococcus

aureus resistente a meticilina (MRSA).

A colheita devera ser realizada através da inser¢do de uma zaragatoa em cada
narina até encontrar resisténcia e rodar contra a mucosa nasal. A zaragatoa devera ser

colocada em meio Stuart.

Para realizagdo do exame cultural, a amostra ¢ semeada em meio de Chapman para
isolamento de Staphylococcus spp e a identificagdo presuntiva de S. aureus. A estirpe
valorizada ¢ isolada em cultura pura para ser identificada e determinado o TSA incluindo

a pesquisa de estirpes MRSA.

Expetoracio e Secrecdes Bronquicas

O diagnéstico das infegdes respiratorias inferiores € frequentemente dificultado
pela contaminag¢do das amostras por microrganismos presentes na flora comensal da

orofaringe e da cavidade oral durante a colheita.

A colheita deve ser, preferencialmente, a primeira expetora¢do da manha em jejum
provocada por tosse profunda. O utente devera lavar a boca e gargarejar s6 com agua
antes de iniciar a colheita. As amostras devem ser colhidas em recipiente esterilizado, de

boca larga de encerramento hermético.

O exame direto ¢ realizado através da observagdo de esfregacos realizados a partir
das porg¢des purulentas ou das amostras. E efetuada a coloragdo de Gram e a partir da

mesma ¢ analisada a presenca de células epiteliais pavimentosas e leucécitos.
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Para a realizagdo do exame cultural, as amostras s3o semeadas em meios de gelose
de sangue, Gelose Chocolate — Haemophilus e de MacConkey utilizando o método dos
quatro quadrantes. A valorizacdo do crescimento bacteriano ¢ efetuada em funcdo da
historia clinica do doente, da observacdo do Gram e do microrganismo que a partir da 3*
zona de sementeira inclusive ¢ predominante ou apresenta, no minimo, > 5 coldénias. Os
microrganismos responsaveis pelas infecdes bronco-pulmonares mais prevalentes na
comunidade s3o: Streptococcus pneumoniae, H. influenzae, Enterobacteriaceae
(exemplos: E. coli, Klebsiella spp, Proteus spp e Enterobacter spp), S. aureus e

Moraxella catarrhalis.

Hemocultura

A grande maioria das doencas infeciosas podem decorrer com bacteriemia
transitoria, intermitente ou persistente (ex. endocardite). Como o sangue ¢ um produto
biologico estéril, o isolamento de um microrganismo a partir duma hemocultura ¢
geralmente o agente etioldgico da infecdo. Geralmente, s6 ¢ ponderada a valoriza¢do do
isolamento de mais de uma estirpe microbiana em doentes imunocomprometidos. O
isolamento de Streptococcus o-hemoliticos s6 se valoriza se for um S. pneumoniae, se
estivermos perante uma endocardite ou endarterite, ou essa estirpe voltar a estar presente
numa segunda hemocultura. SO se valorizam as estirpes de Staphylococcus coagulase

negativas se os doentes tiverem material de préotese implantado.

A colheita do sangue para a hemocultura deve ser efetuada por puncao venosa de
qualquer das veias periféricas. A rolha de borracha do frasco deve ser desinfetada com
alcool, o sangue deve ser aspirado e inoculado no frasco, sem mudar de agulha, nao
ultrapassando a propor¢do recomendada. Sdo colhidas 3 hemoculturas em 24 horas, em
veias periféricas diferentes e distribuidas ao longo do dia, no momento da subida da
temperatura corporal (nunca no pico febril) ou imediatamente antes da administracdo do

agente antimicrobiano se o doente estiver a fazer tratamento.

Para a realizacdo do exame cultural sdo utilizados meios liquidos para aerdbios e
para anaerobios de sistemas automaticos. Sdo também realizadas subculturas das
hemoculturas positivas. Para aerobios ¢ utilizada gelose de sangue e para anaerdbios ¢

utilizado o meio Schaedler com 5% de sangue de carneiro. S3o utilizados frascos de
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hemocultura BacT/Alert FA Plus, adaptados ao sistema de dete¢do microbiana BacT/Alert

3D-60.

Coprocultura

As fezes sao um produto bioldgico que caracteristicamente t€ém uma flora saprofita
mista muito abundante. S3o consideradas indicagdes para coprocultura: diarreia
sanguinolenta, febre, tenesmo, sintomas severos e persistentes, presenca de leucocitos
fecais e historia de exposi¢do a agentes bacterianos. No exame bacteriologico das fezes
sdo pesquisados Salmonella spp. e Shigella spp. Quando solicitado sdo pesquisados

Campylobacter spp., Yersinia spp. € Escherichia coli enterohemorragica.

A colheita das amostras deve ser realizada em dias diferentes e devem conter,
aproximadamente, o tamanho de uma noz. A amostra deve ser entregue no laboratério tao

rapidamente quanto possivel, apds a colheita.

Para a realizagdo do exame cultural, a amostra ¢ semeada em meio MacConkey,
em meio de Hektoen e caldo de selenito F. No dia seguinte ¢ semeado um meio de
Hektoen a partir do caldo de selenito F. Caso seja pedida a pesquisa de Campylobacter
spp., a amostra ¢ semeada em meio Campylosel; se for pedida a pesquisa de Yersinia spp.,
a amostra ¢ semeada em meio Yersinia — CYN; e de Escherichia coli enterohemorréagica ¢é

semeada em meio CPS.

6. Radioimunoensaio (RIA)

A 4rea de RIA estd confinada a um espaco laboratorial restrito, devido aos perigos
radiologicos existes durante a execucio dos testes. E um método altamente especifico,
utilizado na quantificagdo de analitos de diversas naturezas. Devido as suas inumeras
desvantagens, como necessidade de licenga da DGS, monitorizacao da radiacdo e trabalho
manual, s6 ¢ utilizada em parametros analiticos especificos em que ndo existam métodos

alternativos para a sua determinagao.

Esta 4rea engloba as técnicas que utilizam radioatividade e as técnicas de

alergologia com determinagdo de IgE total e especifica, RAST (radioallergosorbent test).
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Este tipo de ensaio utiliza is6topos radioativos de iodo como marcadores, sendo o 0

mais frequente.

6.1 Contador Gama Wallac — Wizzard 1470

O Contador de Raios Gama Wallac Wizard 1470 deteta e quantifica raios gama
emitidos pelos is6topos radioativos. O equipamento € constituido por um cristal de iodeto
de s6dio, com um orificio para colocagdo das amostras. A absor¢do da radiagdo (fotdes
1251 _ is6topos radioativos emissores de raios gama) produz excitagdo e ionizagio, que por
sua vez converte esta energia absorvida em luz visivel ou ultravioleta que vai atingir
fotomultiplicador. O tubo fotomultiplicador transforma as cintilagdes em impulsos

elétricos que sdo medidos. Para a determinagdo de qualquer pardmetro, ¢ necessaria uma

curva de calibragao.

A intensidade da radiacdo gama emitida (sinal) ¢ direta ou inversamente
proporcional a concentracdo do analito presente na amostra, conforme o tipo de ensaio
que for realizado. No radioimunoensaio competitivo existe uma competi¢do entre um
antigénio radioativo e ndo radioativo para um numero fixo de locais de ligagdo a
anticorpos. Neste caso, a quantidade de analito marcado ligado ao anticorpo ¢
inversamente proporcional a concentragdo do analito presente na amostra. O
radioimunoensaio ndo competitivo ¢ um ensaio imunoradiométrico baseado na separagao
em fase solida revestida. O sinal detetado ¢ diretamente proporcional a concentragdo do

antigénio a analisar.

Desta forma, sdo doseados pardmetros como aldosterona, renina, testosterona

livre, entre outros.

6.2 ImmunoCAP 250

O ImunoCAP 250 ¢ um equipamento totalmente automatizado que se baseia no
método de ensaio imunofluorenzimatico (FEIA). A fase so6lida consiste em polimeros de
derivados de celulose contidos numa capsula. O alergénio de interesse, acoplado

covalentemente ao ImmunoCAP (inseridos em canetas), reage com a imunoglobulina
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respetiva, contida na amostra de soro do doente. Apds lavagem, sdo adicionados
anticorpos marcados por uma enzima para formarem complexo. Apos incubagdo, o
anticorpo ndo ligado marcado por enzima ¢ lavado e o complexo ligado ¢ incubado com o
substrato que promove a emissdo da fluorescéncia. No final da reagdo mede-se a
fluorescéncia do eluido, sendo esta diretamente proporcional a concentracdo do analito

especifico presente na amostra do doente.

Os testes laboratoriais ImmunoCAP incluem uma grande variedade de ensaios
para alergias e asma. Estes ensaios incluem testes que abrangem vdrias categorias,
incluindo poélenes de gramineas, ervas e arvores, microrganismos, acaros, caes, gatos e
outros animais com pelo, insetos, venenos de animais, alergénios alimentares, ECP
(marcador celular de asma e inflamagdo), triptase (marcador de mastdcitos). Para estes
ensaios sdo determinados os niveis de IgE total, IgE especifica, IgA especifica, 1gG

especifica e IgG4 especifica.

7. Quimica Analitica

7.1 Cromatografia Liquida de Alta Definicao (HPLC)

Na area da Quimica Analitica sdo aplicados diferentes tipos de metodologias, e
uma delas ¢ a Cromatografia Liquida de Alta Defini¢do. Baseia-se na separagdo de uma
mistura de compostos nos seus constituintes, utilizando uma fase liquida movel sob
pressdo e uma fase estacionaria. A separagdo baseia-se ndo s6 na relacdo entre a
solubilidade dos solutos nas duas fases, mas também na sua interacdo com a fase
estaciondria. E uma técnica extremamente versatil devido a extensa variedade de
mecanismos de separagdo, solvente, fases estaciondrias e detetores que foram empregues.
Um sistema automatizado de HPLC ¢ constituido por uma bomba, um sistema de injecao
automatica (“auto-sampler”) ou manual, forno de colunas, detetor (eletroquimico,

fluorescéncia, indice de refracdo ou UV/VIS) e um controlador do sistema.

O sistema de HPLC doseia pardmetros como catecolaminas, hidroxiprolina,

metanefrinas, entre outros.
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7.2 Cromatografia Gasosa — Espectrometria de Massa (GC-EM)

A cromatografia gasosa ¢ uma técnica que permite a separacdo de substancias
volateis arrastadas por um gas, através de uma fase estaciondria. Esta fase estaciondria
pode ser um sélido ou um liquido que propicia a distribuicdo dos componentes da mistura
entre as duas fases. A fase movel utilizada é normalmente um gas inerte (azoto, hélio ou
argon) que transporta a amostra através da coluna. A separagdo dos solutos baseia-se em
diferencas relativas nas suas pressdes de vapor e na sua interagdo com a fase estaciondria.
E um método bastante utilizado devido a sua alta resolucdo, baixos limites de detecio,

precisdo e tempo analitico curto.

Os parametros determinados pelo método GC-EM sdo os acidos organicos, a

cocaina, 0s opidceos, entre outros.

7.3 Espetrofotometria de Absorcao Atomica (EAA)

A espectrofotometria ¢ um processo de medi¢do da intensidade da luz em fung¢do
do comprimento de onda. A absor¢do atomica ¢ uma técnica analitica de detecdo
qualitativa e determinag@o quantitativa de determinados elementos, recorrendo a absor¢ao
de radiacdo pelos atomos no seu estado gasoso. A amostra ¢ submetida a altas
temperaturas, de forma a ser dissociada nos seus elementos. Quando a radiacdo incide
num grupo de atomos livres, no seu estado fundamental, os &tomos podem absorver essa
radiacdo, passando para o estado excitado — Absor¢do Atomica. Através da medi¢do da
quantidade de radiagdo absorvida, pode determinar-se quantitativamente o elemento

presente.

Os parametros determinados pelo método EAA incluem o chumbo, selénio, cobre,

entre outros.
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7.4 Espetroscopia de Infravermelho (IV)

Baseia-se na interagdo da radiacdo infravermelha com a configuragdo atomica dos
grupos funcionais de determinadas moléculas, originando espectros de absor¢do que lhes
sdo caracteristicos. E a metodologia utilizada para determinar a composicdo quimica dos
célculos renais e biliares. E possivel identificar a natureza do célculo através da
interpretacdo do espectro originado e respetiva comparagdo com uma biblioteca de
espectros puros. Apods a realizacdo da andlise macroscopica dos calculos (peso e
coloragdo), procede-se a realizacdo de uma pastilha homogénea a partir da mistura
brometo de potassio com o calculo, onde esta ¢ prensada e colocada no suporte para

leitura do equipamento.

8. Fase Pos-Analitica

Apos a colheita dos produtos bioldgicos e a sua respetiva analise, segue-se a fase
pos-analitica. Esta fase compreende a interpretacio e a validagdo dos resultados,
iniciando-se apds a obten¢do de resultados validos e terminando com a validagdo do
boletim. Materializa-se na emissdo do boletim de resultados, no qual a sua qualidade e

contetido de informacao deve merecer grande cuidado.

No processo pds-analitico, a fungdo e responsabilidade do especialista ¢ central e
ainda mais predominante que nos restantes processos do laboratério, uma vez que deve
existir exclusividade na validagdo biopatologica, no aconselhamento ao doente e na

consultoria a0 médico e outros prestadores de servigos de saude.

Durante esta fase, o especialista deve assegurar a exatiddo dos resultados dos
exames laboratoriais no boletim, assegurar a confidencialidade de transmissdo de
resultados e definir atuagdo perante resultados andmalos ou inesperados. Deve ainda
assegurar o aconselhamento ao doente na interpretacdo dos resultados laboratoriais e
assegurar consultoria a comunidade prestadora de servicos de satde, nomeadamente na
selecdo de exames laboratoriais (periodicidade e tipo de amostra), bem como na

interpretacdo dos resultados. Por ultimo, deverd garantir que o sistema informadtico seja
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capaz de reproduzir o relatério e todos os dados originais, como valores de referéncia ou

comentarios.

O diretor técnico deve assegurar que os processos sdo sempre realizados por
colaboradores qualificados em equipamentos aprovados, segundo métodos e
procedimentos especificos e que ¢ feita uma validagdo biopatoldgica final integradora
para garantir a conformidade com as exigéncias do servigo prestado e evitar que qualquer

deficiéncia se manifeste posteriormente, depois do servico ter sido prestado.

No laboratério de analises clinicas o elemento fundamental da comunica¢ao com o
utente ¢ o relatorio de exames laboratoriais, também denominado boletim de analises. O
diretor técnico deve elaborar, aprovar e rever periodicamente o formato dos relatdrios de

exames laboratoriais, sejam em suporte informatico ou em papel.

Estes devem incluir a identificacdo do laboratério que emite e € responsavel pelo
relatorio; a Identificagdo do diretor técnico; a identificagdo da unidade onde foi efetuada a
colheita; a identificagdo do médico prescritor; a identificagdo inequivoca do doente, em
todas as paginas do relatorio; a data da colheita da amostra biologica; a data da emissao
do relatdrio; a identificacdo clara e sem ambiguidades dos exames, resultados obtidos e,
quando aplicavel, as respetivas unidades de medicdo em unidades SI ou rastredveis a
unidades SI; a amostra bioldgica; os valores de referéncia biologica; e os comentarios
relativos a qualidade da amostra (como lipémica, hemolisada); o nimero da pagina em
relacdo ao numero total de pdaginas; a identificacio e assinatura do especialista

responsavel pela validacdo do relatdrio.

A fase pos-analitica encerra o ciclo, referenciando de forma sintética no boletim os
esforcos de uma equipa especializada, diversos recursos e alta tecnologia, ambos

utilizados para contribuir para a satide, ou a minimiza¢ao de danos para o utente.

9. Higiene e Seguranca no Trabalho

Os laboratorios de andlises clinicas sdo ambientes que trazem varios fatores de
risco. Alguns exemplos desses perigos sdo as contaminagdes pelo uso ou manuseio de

material bioldgico, solventes organicos e material cortante.
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Segundo a legislacdo, o empregador deve assegurar ao trabalhador condigdes de
seguran¢a e saude em todos os aspetos do seu trabalho e o empregador deve zelar, de
forma continuada e permanente, pelo exercicio da atividade em condig¢des de segurancga e

de saude para o trabalhador.

Os residuos hospitalares, definidos como residuos resultantes de atividades de
prestacdo de cuidados de saude a seres humanos ou animais nas areas de prevencao,
diagndstico e tratamento, devem ser triados no local de producdo para que possa existir
uma gestdo mais eficaz. Esta operacdo ¢ a base de uma gestdo integrada dos residuos

hospitalares, pois dela depende a redug@o dos riscos para a satde e para o ambiente.

O despacho n° 242/96 de 13 de agosto, procede a classificacio dos diversos
residuos hospitalares. Os residuos hospitalares sdo classificados em 4 grupos: grupo I,

grupo 11, grupo III e grupo IV.

Os residuos hospitalares do grupo I sdo residuos equiparados a urbanos. Estes tipos
de residuos ndo necessitam de nenhum tratamento especifico, devendo ser o seu
acondicionamento efetuado em recipientes de cor preta. Deste grupo fazem parte os
seguintes residuos: residuos provenientes dos servigos gerais, como por exemplo, residuos
de gabinetes, salas de reunido, salas de convivio, instalagdes sanitdrias, vestirios, etc.;
residuos provenientes de servigos de apoio, como oficinas, jardins, armazéns, entre outros;
embalagens e involucros comuns, como o papel, cartdo, mangas mistas e outros de
natureza idéntica; residuos provenientes da hotelaria resultantes da confecdo e restos de

alimentos servidos a doentes nao incluidos no grupo III.

Os residuos associados ao grupo II, sdo residuos hospitalares ndo perigosos, ou
seja, sdo aqueles residuos que ndo estdo sujeitos a tratamentos especificos, podendo ser
equiparados a urbanos, sendo o seu acondicionamento efetuado em recipientes de cor
preta. Neste grupo, sdo colocados os seguintes: material ortopédico como talas, gessos e
ligaduras gessadas que ndo estejam contaminadas e também sem vestigios de sangue;
fraldas e resguardos descartdveis ndo contaminados e sem vestigios de sangue; material de
protecdo individual que seja utilizado nos servigos gerais e de apoio, com Unica excecao
do material utilizado na recolha de residuos; embalagens de medicamentos vazias ou de
outros produtos de uso clinico e ou comum, com exce¢do dos incluidos no grupo III e no

grupo [V; frascos de soros ndo contaminados, com exce¢do dos do grupo IV.
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Figura 4) Contentores para residuos do grupo I e II. Adaptado de ACSS, 2008

Os residuos hospitalares do grupo 111, sdo residuos que se encontram contaminados
ou residuos suspeitos de estarem contaminados, suscetiveis de incineracdo ou de outro
pré-tratamento eficaz, permitindo posteriormente a eliminagdo como residuo urbano. Os
residuos deste grupo, serdo acondicionados em recipientes de cor branca, com
identificacdo de risco bioldgico. Neste grupo, incluem-se: todos os residuos que sejam
provenientes de quartos ou enfermarias de doentes infeciosos ou suspeitos, de unidades de
hemodialise, de blocos operatorios, de salas de tratamento, de salas de autopsia e de
anatomia patologica, de patologia clinica e de laboratorios de investiga¢do, com exce¢ao
dos do grupo IV; todo o material utilizado em didlise; pegas anatdmicas nao
identificaveis; residuos que resultam da administracdo de sangue e derivados; sistemas
utilizados na administracdo de soros e medicamentos, com excecao dos do grupo IV;
sacos coletores de fluidos organicos e respetivos sistemas; material ortopédico: talas,
gessos e ligaduras gessadas contaminados ou com vestigios de sangue; material de protese
retirado a doentes; fraldas e resguardos descartdveis contaminados ou com vestigios de
sangue; material de protecdo individual utilizado em cuidados de saude e servigos de
apoio geral em que haja contacto com produtos contaminados (luvas, mascaras, aventais

ou outros).
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Figura 5) Contentor para residuos do Grupo III. Adaptado de ACSS, 2008

Por tultimo, destacamos os residuos hospitalares do grupo IV. Os residuos deste
grupo, sdo residuos hospitalares especificos, ou seja, sdo residuos de varios tipos de
incineracdo obrigatoria. O acondicionamento destes residuos, ¢ efetuado em recipientes de
cor vermelha, exceto materiais cortantes e perfurantes, que devem ser acondicionados em
recipientes, contentores que sejam imperfurdveis. Neste grupo incluem-se os seguintes
residuos: pecas anatomicas identificaveis, fetos e placentas, até publicacdo de legislacao
especifica; cadaveres de animais de experiéncia laboratorial; materiais cortantes e
perfurantes: agulhas, cateteres e todo o material invasivo; produtos quimicos e farmacos
rejeitados, quando ndo sujeitos a legislagdo especifica; citostaticos e todo o material

utilizado na sua manipulagdo e administracao.

Figura 6) Contentor para residuos do grupo IV. Adapatade de ACSS, 2008
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Da atividade dos varios laboratorios existentes nas unidades de satde, encontram-
se residuos liquidos perigosos (RLP) que sdo de diferentes composi¢cdes, como por
exemplo, os solventes ndo halogenados e solventes halogenados. Importa referir que as
solugdes acidas, as solugdes basicas, acidos, bases, quimicos reveladores e fixadores,
solugdes que possuem metais pesados, solugdes com corantes e efluentes perigosos de
equipamentos sdo também exemplos de RLP. Sempre que os RLP entrem em contacto
com material bioldgico, sdo classificados como residuos hospitalares do grupo IV (ACSS,
2008). Como ja referido anteriormente, os residuos hospitalares dos diferentes grupos,
necessitam de ser armazenados em condigdes apropriadas e o mesmo acontece para 0s
residuos liquidos perigosos. Os RLP devem ser colocados imediatamente em contentores
e separadamente, com o objetivo de evitar possiveis reagdes quimicas. Os recipientes para
o respetivo acondicionamento dos RLP, t€ém que ser resistentes, herméticos e devem

possuir a correta identificagao.

i J

Figura 7) Recipientes com residuos liquidos perigosos. Adaptado de ACSS, 2008

10. Controlo da Qualidade

10.1 Controlo Interno da Qualidade (CIQ)

O controlo interno da qualidade (CIQ) consiste num conjunto de procedimentos
adotados num laboratdrio, com vista a permitir o controlo e a monitorizagdo da qualidade
dos resultados das anélises, a medida que estas sdo executadas. E um processo estatistico
capaz de assegurar a fiabilidade, consisténcia e reprodutibilidade dos resultados obtidos.
Assim sendo, tem como objetivo a detecdo de anomalias, a avaliagdo de erros e a sua

imediata corregao.
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No Laboratério Dr. Joaquim Chaves, cada area analitica possui o seu proprio
plano de CIQ. Este ¢ utilizado no arranque dos equipamentos, bem como durante o
processamento das amostras dos utentes. Os controlos com valores conhecidos podem ser
de origem comercial, fornecidos diretamente com os reagentes nos kits comerciais, ou por
uma entidade especializada na produ¢do dos mesmos. Sempre que possivel, opta-se pela

utilizagdo de controlos comerciais.

Cada parametro possui os seus respetivos controlos que apresentam limites
estabelecidos de especificacdo analitica, apresentando o erro maximo admissivel. A
especificagdo de qualidade analitica corresponde aos requisitos do processo analitico, que
garantem a produ¢do de resultados com um nivel de qualidade pretendido. Os principais
conceitos relacionados sdo a inexatiddo (avalia o erro sistematico e ¢ representado pelo
BIAS, em percentagem) e a imprecisdo (estima o erro aleatdrio e corresponde ao
coeficiente de variagdo, expresso em percentagem). O laboratorio utiliza o programa
informatico Unity Real Time (BioRad), que retne os dados provenientes dos materiais de
controlo utilizados, verificando a sua concordancia com os limites do controlo e os limites
de especificacdo analitica, definidos para cada parametro pelo laboratorio, e, também,
permite a comparacdo em tempo real dos dados obtidos com outros laboratérios, que
utilizam o mesmo material de controlo. A partir dos resultados registados sdo elaboradas
cartas de controlo, que permitem monitorizar a estabilidade do desempenho dos sistemas
analiticos, onde ¢ calculado a média, o desvio padrao, o BIAS, o coeficiente de variagdo e

0 Erro Total.

10.2 Avaliacao Externa da Qualidade (AEQ)

A avaliacdo externa da qualidade (AEQ) tem como objetivo avaliar a
harmonizagao dos resultados inter-laboratorios, inter-instrumento, € monitorizar o nivel de
desempenho geral do laboratorio. Esta avaliagdo ¢ retrospetiva e analisa amostras com
valor desconhecido provenientes de uma entidade externa. Os programas de AEQ sdo
selecionados em fungdo da frequéncia de envio de amostras, nimero de participantes e
equidade nos equipamentos utilizados por cada um. Deste modo permitem ao laboratério
medir para cada parametro a sua capacidade de obter um resultado exato e compara-lo

com outros laboratérios equipados com a mesma tecnologia e reagentes, valorizando
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assim a exatidao do laboratério. O Laboratério de Analises Clinicas Dr. Joaquim Chaves
participa nos programas UKNEQAS e PNAEQ (Programa Nacional de Avaliacdo Externa
da Qualidade) do INSA (Instituto Nacional de Satude Dr. Ricardo Jorge).

Também para a AEQ o laboratério tem um plano que descreve o desempenho de
cada area analitica para cada pardmetro. Sdo analisados o ID (indice de desvio), que se
deve situar abaixo de 3,0 nos programas que ndo modulam matematicamente os resultados
de todos os participantes e de 2,0 para os que utilizam esta forma de tratar os resultados;
quando estes limites e os dos valores do erro total maximo admissivel adotado (ETa) em
relacdo a BIAS sdo ultrapassados ¢ desencadeado um processo de analise que visa corrigir

a origem da falha.

Enquanto organizagdo prestadora de servigcos na area das andlises clinicas, o
laboratorio Dr. Joaquim Chaves ¢ uma entidade certificada, de acordo com os requisitos
da Norma NP-EN-ISSO 9001:2008, associada a Norma NP-EN-ISO-IEC-17025:2005 que

define os requisitos gerais de competéncia para o laboratorio de ensaio e calibragao.
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11. Conclusio e Perspetivas futuras

A realizagdo do estadgio no Laboratério Dr. Joaquim Chaves, no ambito do
Mestrado em Analises Clinicas, foi uma mais-valia para o desenvolvimento da minha
formagdo pessoal e profissional, uma vez que permitiu a consolidacdo de conhecimentos

adquiridos durante o meu percurso académico e complementa-los com a pratica clinica.

Considero que os objetivos do estigio foram atingidos, nomeadamente a
integracdo no meio profissional e o contacto com os outros profissionais de saude, a
aplicacdo dos conhecimentos adquiridos num contexto de trabalho e a capacidade de

trabalho multidisciplinar e em equipa.

Sdo de destacar os aspetos mais importantes do estdgio que realizei, a boa
integracdo nas equipas de trabalho; os conhecimentos, a disponibilidade e simpatia dos
profissionais de saude com que contatei; o contato com os doentes, a exigéncia do
trabalho, n3o s6 no que refere a quantidade e multiplicidade de tarefas realizadas
diariamente, mas também no que diz respeito ao rigor e a qualidade que ¢ exigida; e a
enorme quantidade de conhecimentos e de “ferramentas” que sdo adquiridas em todo o

percurso.

E ainda de referir que o Laboratério Dr. Joaquim Chaves realiza um grande
volume de andlises e abrange outras areas analiticas, para além das referidas no presente
relatorio, existindo mais aspetos que poderiam ter sido discutidos. Assim sendo, optei por
destacar apenas os principais parametros, procedimentos e equipamentos de ensaio das

areas referidas anteriormente.
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A infecao por Toxoplasma gondii em individuos infetados com
HIV

Resumo
O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) estd na origem da Sindrome da

Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) epode provocar a deterioracdo progressiva

do sistema imunitario, potenciando o desenvolvimento de infe¢des oportunistas.

O HIV infeta células vitais no sistema imunitario, como os linfocitos T CD4+, os
macrofagos e as células dendriticas. A infecdo por HIV provoca a diminui¢do do niimero
de linfocitos T CD4+, através de diversos mecanismos, incluindo a apoptose. Quando o
numero de linfocitos T CD4" desce abaixo do limiar aceitavel, o corpo perde a imunidade
mediada por células e torna-se progressivamente mais suscetivel a infe¢des oportunistas.

Destas, a toxoplasmose parece ser uma das mais frequentes.

A toxoplasmose ¢ uma infecdo causada pelo protozoario Toxoplasma gondii, que
¢ encontrado nas fezes de gatos e outros felinos e que pode hospedar-se em humanos e
outros animais. E causada pela ingestdo de 4gua ou alimentos contaminados e ¢ uma das

zoonoses mais comuns em todo o mundo.

Os casos agudos sdo, geralmente, limitados e com baixas incidéncias. A fase
aguda da infecdo tem cura, mas o parasita persiste toda a vida do individuo e pode
manifestar-se, ou ndo, em outros momentos e com diferentes tipos de sintomas. Na
infecdo cronica, a taxa de incidéncia ¢ baixa até os cinco anos de idade e comeca a

aumentar a partir dos 20.

A toxoplasmose ¢ a infe¢do mais frequente do sistema nervoso central, em
individuos com sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA), que ndo recebem
profilaxia apropriada. Em individuos imunocompetentes a toxoplasmose ¢, habitualmente,
assintomatica. No entanto, em individuos imunocomprometidos (em fase de SIDA) o
parasita pode ser reativado e causar doenga, sobretudo quando as contagens de linfocitos
TCD4+ sao inferiores a 200 células/microlitro. Isto acontece em cerca de 30% destes

individuos.

Palavras-chave: Toxoplasmose, Toxoplasma gondii, HIV, Co-infe¢ao
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Abstract

The Human Immunodeficiency Virus (HIV) is a lentivirus that triggers the
Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS) and, in humans, it can cause the
progressive deterioration of the immune system, allowing opportunistic infections to
thrive.

HIV infects vital immune system cells, such as CD4+ T lymphocytes,
macrophages and dendritic cells. HIV infection reduces the number of CD4+ T
lymphocytes through several mechanisms, including apoptosis. When CD4+ T
lymphocytes count reaches below an acceptable level, innate immunity is lost and
susceptibility to opportunistic infections increases, namely toxoplasmosis, which is
amongst the most frequent ones.

Toxoplasmosis is an infection caused by a protozoan named Toxoplasma gondii,
found in cat and other feline’s faeces and infect humans and other animals. It is caused
by the ingestion of contaminated water or food and is one of the world’s most common
ZOONosis.

Acute cases are typically limited and with low incidence. The infection’s acute
phase is curable, but the parasite remains throughout the individual’s life and can be
asymptomatic or manifest through different types of symptoms. Chronic infection has
low incidence rate in individuals up to 5 years old and starts increasing from age 20.

Toxoplasmosis is the most frequent infection of the central nervous system in
individuals with AIDS that do not receive appropriate prophylaxis. It is typically
asymptomatic in immunocompetent individuals. However, it can be reactivated by the
parasite in immunocompromised individuals with AIDS, particularly when CD4+ T
lymphocyte counts are lower than 200 cells/microliter, which happens in around 30% of

patients.

Key-words: toxoplasmosis, Toxoplasma gondii, HIV, co-infection
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Objetivos

A presente dissertagdo visa rever e analisar a situagcdo epidemiologica da
coinfec¢do por Toxoplasma gondii e HIV e em fase clinica de SIDA. Pretende-se também
destacar as abordagens eficazes de prevengdo, bem como rever os farmacos utilizados no

tratamento e na profilaxia da coinfec¢do toxoplasmose/HIV.
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Material e Métodos

Para a realizacdo da presente monografia foi efetuada uma pesquisa de artigos

cientificos na base de dados PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). De modo

a complementar a informagdo, foram ainda consultados alguns livros, de acordo com as

tematicas abordadas: HIV e Toxoplasmose.

Foram de especial interesse fontes bibliograficas como o Centers for Disease

Control and Prevention (www.cdc.gov), World Health Organization (www.who.gov) e

Diregao Geral de Saude (https://www.dgs.pt/).

Toda a pesquisa bibliografica foi realizada no periodo de janeiro a dezembro de
2019, com base nas seguintes palavras chave: HIV, Toxoplasmose, Toxoplasma gondii e

coinfecgao.
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1. Introducio

1.1 Virus da Imunodeficiéncia Humana

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) ¢ um retrovirus, reportado pela
primeira vez no inicio da década de 1980. Pertence a familia Retroviridae, sub-familia
Orthoretrovirinae ¢ ao género Lentivirus e tem como caracteristica o lento periodo de

incubacgdo e o longo periodo de infecdo. [1]-[3], [4]

1.1.1 Epidemiologia

A origem do HIV foi identificada em Africa, sendo os chimpanzés a fonte da
infecdo em humanos. Acredita-se que estes animais estivessem infetados com o virus da
imunodeficiéncia em simios (SIV) e que com o passar dos anos tivessem ocorrido
mutacdes que o transformaram em HIV, sendo este depois transmitido aos humanos. Esta
transmissdo poderd ter ocorrido através de refeigdes com carnes mal cozinhadas e de

sangue infetado com o virus. [1]-[3], [5]

Até a presente data, foram identificados dois tipos de HIV (1 e 2), que se
distinguem entre si, sobretudo pelo tipo de patogenicidade e dissemina¢do mundial. O
HIV-1 ¢ o mais patogénico, o mais disseminado pelo mundo e o que apresenta maior
carga viral, enquanto que o HIV-2 apresenta um risco de contagio menor e restringe-se a

uma area geografica, maioritariamente no continente africano. [1]-[3], [4], [6]

Atualmente, a infe¢do por HIV continua a ser um problema de saide publica em
algumas partes do mundo, tendo ja sido responsavel pela perda de mais de 32 milhdes de

vidas. [5], [7]

Estima-se que em 2018, existiram cerca de 1.8 milhdes de novos casos no mundo
e que cerca de 37.9 milhdes de pessoas viviam com HIV. Destes, 23.3 milhdes estavam a

receber terapia antirretroviral. No mesmo ano, 940 000 pessoas morreram com a
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Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA). A Africa Subsariana ¢ a regido do
mundo mais afetada, contando com cerca de 66% de novos casos, no referido periodo.
Outras regides significativamente afetadas incluem-se na Asia e no Pacifico, na América

latina e Caraibas e na Europa ocidental. (Fig. 8) [5], [7]

People living with HIV by WHO

region, 2018
(in millions)
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Figura 8) Pessoas que vivem com HIV por regido, 2018. Adaptado de [5]

Devido aos esfor¢os que foram realizados por diversas organizacgdes, as taxas de
prevaléncia da SIDA tém vindo a estabilizar nos ultimos anos. Os dados relativos a
presenca do HIV incluem o somatdrio do registo de infe¢des quer pelo HIV-1 quer pelo
HIV-2, uma vez que os testes utilizados para diagndstico detetam ambos os tipos virais.
No entanto, a classificagdo serologica permitiu verificar que as infe¢des pelo HIV-2
estavam restritas a apenas alguns locais, sobretudo no continente africano, tais como
Angola, Cabo Verde e Mocambique, podendo também ser identificadas em outros paises
desde que exista a mobilidade do virus através de individuos infetados, como acontece no

Brasil. [1], [5], [7]

Em Portugal, os primeiros casos de infe¢do com HIV datam de 1983 e ao longo
destes ultimos 35 anos existiram diversas alteracoes em termos médicos, sociais ¢
culturais. Foram notificados cerca de 57 574 casos e destes, 22 028 atingiram o estadio de
SIDA e para 14 500 foi notificado o 6bito (Fig. 9). De acordo com os dados estatisticos,

em 2017 foram notificados 886 novos casos de infegdo. A semelhanga do que aconteceu
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em anos anteriores, a transmissao por contacto heterossexual mantém-se a mais frequente

(60,6%) seguida pela transmissao por relagdes sexuais entre homens (36,9%). [8]

Infecao VIH em 2017
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i

886

novos diagnosticos

1983 - 2017 NUTS I

57.574 casos notificados 50,49 A.M. Lisboa
destes 14.500 falecidos

Figura 9) Infe¢do por HIV em 2017. Adaptado de [8]

Segundo a Organizagdo Mundial de Saidde (OMS), dados mais recentes
demonstram que em Portugal, no ano de 2018, existem cerca de 41 000 pessoas que
vivem com HIV. No mesmo ano, foram notificados cerca de 740 novos casos € 0 nimero
de mortes devido a infecdo por HIV ou em fase de SIDA ¢ inferior a 500. Estima-se ainda
que o numero de individuos infetados que se encontram a receber terapéutica

antirretroviral ¢ de 37 200, o que corresponde a cerca de 90%. [5]

A SIDA ¢ uma doenga cronica e as diretrizes de tratamento exigem que 0s
individuos infetados comparegam no servigo especializado no minimo uma vez por més, o
que resulta num volume enorme de dados longitudinais para monitorizar a evolucio da
doenga e o tratamento. A avaliacdo dos niveis de linfocitos T CD4+ e da carga viral
regularmente, a garantia da adesdo ao tratamento e a monitorizagdo dos efeitos colaterais
provocados pelos medicamentos, sdo componentes essenciais dos cuidados que devem ser

garantidos a estes individuos infetados. [9]

1.1.2 Estrutura
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A particula viral do HIV mede cerca de 100 a 120 nm de diametro e ¢ constituida
por um involucro glicoproteico, derivado da célula infetada da qual o virus saiu. Neste
involucro estdo inseridas as glicoproteinas de superficie (gp120) e as transmembranares
(gp4l) e, por baixo do mesmo, encontra-se a matriz do virus que envolve a cépside

formada pela proteina p24. A cépside protege o material genético. (Fig. 10) [4]
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Figura 10) Visdo esquematica da particula de HIV por micrografia eletronica (direita) e bandas de imunoblot
(esquerda). Gp = Glicoproteina; p = proteinas; SU = Proteina de Superficie; TM = Proteina Transmembranar; RT =
Transcriptase Reversa; IN = Integ= Integrase; CA = Proteina da Capside; MA = Proteina da Matriz; PR = Protease; NC
= Proteina de Ligacdo a acido nucleico; LI = Proteina de Ligagdo; MHC (Complexo Major de Histocompatibilidade) sdo
Antigénios HLA. Adaptado de [4]

O genoma do HIV ¢ constituido por duas copias de acido ribonucleico (RNA) de
cadeia simples e de polaridade positiva (RNA+). Estas cadeias ndo servem como molde
para sintese de proteinas virais, devendo ser primeiramente transcritas pela transcriptase
reversa (TR) em &cido desoxirribonucleico (DNA) de cadeia dupla. Este, serd integrado
no genoma da célula hospedeira, para que possa haver a transcricdo do DNA proviral e
traducdo nas diferentes proteinas virais. Existem 3 genes que codificam para proteinas
estruturais: Gag, Pol e Env. O gene gag codifica para a proteina da capside (p24), proteina
da matriz (pl7) e proteina da cépside (p7). O gene pol codifica para protéase (pl0),
transcriptase reversa (p51) e integrase (p32). O gene env codifica para a glicoproteina de

superficie (gp120) e transmembranar (gp41). [4]

As diferencas fundamentais entre o HIV-1 e o HIV-2 residem no material genético
de ambos, que difere em cerca de 55%. O HIV-2 codifica para a proteina acessoria Vpx,

(do Inglés, Viral Protein X), enquanto que o HIV-1 codifica para a Vpu (do Inglés,
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Viral Protein U). Diferem ainda no mecanismo da patogénese retroviral, que ndo ¢é
inteiramente claro ainda, pelo que os testes mais especificos para detetar um destes virus

nao detetardo o outro. [1], [10], [4]

O HIV-1 e o HIV-2 tém muitas semelhangas, tais como a forma de replicacao
celular, a transmissdo e os efeitos clinicos, conduzindo ambos a SIDA. Contudo, com o
HIV-2 a progressao da doenga faz-se de uma forma mais lenta. Os individuos infetados
por HIV-2 permanecerem, na maior parte dos casos, como ndo evolutivos durante um
longo periodo de tempo, contrariamente aos contaminados com HIV-1 que evoluem mais
rapidamente. Se houver progressdo, o processo patologico para ambos os virus ¢ idéntico,
embora o HIV-2 apresente contagens de células T CD4+ mais altas e cargas virais mais
baixas. No entanto, a resposta imune do individuo ¢ mais protetora no caso da infecdo

pelo HIV-2, o que retarda a progressao da doenca. [1], [10]

O HIV-1 e o HIV-2 compreendem vérios grupos e subtipos. O HIV-1 apresenta o
grupo M (subdividido em subtipos geneticamente distintos: A, B, C, D, F, G, H, J e K), o
grupo N, o grupo O e o grupo P. O grupo M ¢ o maior responsavel pela propagacdo da
SIDA no mundo inteiro. O subtipo B do HIV ¢ o dominante e ¢ encontrado nas Américas,
Austrélia, e Europa ocidental, pelo que a pesquisa clinica sobre o HIV ¢ focada neste
subtipo e nestas populacdes. O padrao da distribuicao dos subtipos através do globo tem

vindo a ser alterado devido a mistura da populagdo e a migracao. [4], [6], [11]

Os dois subtipos principais de HIV-2, que sdo responsaveis pela epidemia sdo o A
e o B, embora no total haja 8 subtipos HIV-2 identificados até agora. As infe¢des do
grupo A do HIV-2 ocorrem, maioritariamente, na Africa ocidental, embora alguns casos
tenham sido relatados no Brasil, na Europa, nos EUA e na India. As infe¢des pelo grupo B

do HIV-2 ocorrem praticamente s6 na Africa ocidental. [10]

1.1.3 Ciclo de Replicacao/Transmissao

O ciclo de replicacdao do HIV, ou biossintese viral, pode ser dividido em 5 etapas

principais (Fig. 11):

(1) Adsorcdo, fusdo e penetragdo; (ii) Transcrigdo reversa e integragdo proviral;
(ii1) Transcricdo genomica do DNA do HIV; (iv) Splicing do mRNA do HIV; (v)

Integracao, libertacao e maturacdo viral. [1], [11]
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A primeira etapa inicia-se com o contacto inicial da particula viral com a célula
alvo, através da ligacdo da proteina de superficie gp120 (no caso do HIV-1) com o recetor
CD4 das células T, dos macrofagos e das células dendriticas. A proteina de superficie
gpl20 e a proteina transmembrana gp41 permanecem associadas por uma ligacdo nao
covalente. A glicoproteina gp120 permite, desta forma, a ligagdo viral aos recetores CD4
e a gp4l estd envolvida na fusdo entre o involucro viral e a membrana da célula

hospedeira. [11]

Ap6s ligacdo ao CD4, a gpl20 sofre alteracdes conformacionais que levam a
exposicao do local de ligagcdo ao coreceptor. Os recetores mediadores mais comuns da
entrada do HIV-1 in vitro sao o CCR5 e CXCR4. Este processo de fusdo viral pode
ocorrer através de um mecanismo de fusdo direta com a membrana plasmatica ou de um

processo de endocitose e fusdo com endossomas. [11]

Apos a fusdo, a capside entra no citoplasma e o RNA viral é convertido em DNA
de cadeia dupla, sendo esta reagdo mediada pela TR. O resultado ¢ uma réplica de DNA
de cadeia dupla do RNA gendmico original. Este DNA penetra no nticleo da célula
hospedeira através dos poros da membrana nuclear. A enzima integrase, permite a
inser¢ao do DNA viral no DNA cromossomico da célula hospedeira. Nas células ativadas,

este DNA proviral € transcrito atuando como modelo para a sintese de mRNA. [1], [11]
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Figura 11) Representagdo esquematica do ciclo de replicagdo do virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV). (1) O HIV
inicia a infecdo ligando-se aos recetores celulares CD4 e a uma quimiocina. (2) As interagdes entre os recetores
desencadeiam a fusdo entre o invélucro viral e a membrana celular apos endocitose (2A) ou por fusdo direta com a
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nucleo e o DNA viral ¢ integrado ao DNA cromossomico celular (5 e 6). O DNA proviral ¢ transcrito (7) e o mRNA
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poliproteina Gag, levando a producéo de virides maduros (11). Adaptado de [11]
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Ap6s replicagdo, transcricdo e traducdo o genoma viral estd pronto para a etapa
final, a montagem viral, libertacdo e maturacdo dos virides formados. A nucleocépside
ocorre através da interacdo proteina-proteina, mediada pela proteina Gag. A montagem da
particula do virus, cujas etapas finais ocorrem na membrana plasmatica ¢ regulada pelas
proteinas Vpu e Vif que desempenham um papel importante na montagem do virus. Na
membrana celular, os virus imaturos sdo libertados e o virus maduro ¢ agora capaz de

infetar outras células. [1], [11]

O HIV pode ser transmitido através de atividades especificas como relagdes
sexuais desprotegidas, exposi¢cdo a sangue contaminado ou de mae para filho. Apenas
alguns fluidos corporais podem transmitir o HIV, sendo estes o sangue, o sémen, 0s
fluidos vaginais e o leite materno. Para que a transmissdo ocorra, estes fluidos devem
entrar em contacto com uma membrana mucosa ou um tecido danificado ou ser

diretamente injetados na corrente sanguinea. [1], [7]

1.1.4 Manifestacoes clinicas

A infecdo pelo HIV gera uma doenga cronica caracterizada pela diminui¢cdo dos
linfocitos T CD4+ e pela disfungdo imunolédgica, tornando-se o individuo suscetivel a
infegdes oportunistas € a uma maior morbilidade e mortalidade causadas pelas mais

distintas infegoes. [1], [7], [4], [6]

A infecdo pelo HIV pode levar a SIDA se ndo for tratada e, ao contrario do que
acontece com outros virus, o organismo humano ndo o consegue eliminar, mesmo com
medica¢do. Desta forma, a histdria natural da infecdo pode ser descrita em 3 fases: fase
aguda ou infecdo primaria, fase persistente ou cronica, e SIDA. Os marcadores que
definem essas etapas sdo a contagem de linfécitos T CD4+, a carga viral e a presenga ou

ndo de manifestagdes clinicas. [1], [7] (Fig. 12)
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Figura 12) Fases da infe¢do pelo HIV. Adaptado de [6]

A primeira fase ¢ caracterizada por uma infecdo aguda pelo HIV, que ocorrem nas
primeiras semanas de infecdo. Nesta fase, existe uma replicagdo intensa do virus,
aumentando a carga viral e diminuindo consequentemente, os linfocitos T CD4+
circulantes. A contagem destes linfocitos serd igual ou superior a 500 células/ul. O
individuo pode, ou ndo, apresentar sintomatologia clinica. Cerca de 50-90% dos
individuos apresentam um conjunto de sintomas designados por sindrome retroviral
aguda, cujo inicio ocorre entre 2 a 4 semanas apos a exposicao viral. Os sintomas sao
inespecificos e assemelham-se a manifestagdes gripais, incluindo febre alta,
linfadenopatias, mal-estar, perda de apetite, nauseas, vomitos, perda de peso, depressao,
ulceras na pele, boca e genitais, dores nos musculos e articulagdes, hepatoesplenomegélia,
meningoencefalite, entre outros. Os anticorpos sdo detetaveis a partir de 2 a 4 semanas de
infecdo. Uma vez que a carga viral estd elevada nesta fase, a probabilidade de transmissao

da doenga também ¢ elevada. [1], [7]

Na segunda fase da infe¢do pelo HIV ocorre a laténcia clinica. Este periodo ¢
caracterizado por uma infecdo crénica, por vezes assintomatica e por ter valores de
linfocitos T CD4+ entre as 200 e as 499 células/ul. E nesta fase que ¢ decisiva a
progressdo da doenca através da adesdo, ou ndo, a terapéutica. Para individuos que nao
iniciam terapéutica para infecdo com HIV, este periodo pode durar uma década ou mais.

No entanto, aqueles que iniciam terapéutica, poderdo permanecer nesta fase durante varios
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anos. No final desta fase, a carga viral comeca a aumentar e a contagem dos linfocitos T

CD4+ comega a diminuir. [1], [7]

A terceira fase é chamada de SIDA e é a mais severa da infecdo pelo HIV. E
caracterizada pela diminuicdo maci¢a do numero de linfécitos T CD4+, podendo ocorrer
contagens de células inferiores a 200/ul, altos niveis de virus circulante e aparecimento de
manifestagdes clinicas caracteristicas de imunodeficiéncia, tais como as infegdes
oportunistas. A medida que a infe¢do progride, a resposta as infegdes bacterianas torna-se
atipica, aumentando o tempo de resposta a antibioterapia, podendo haver reativacdo de

infecdes anteriores podendo o doente a apresentar fadiga, diarreia crdnica e lesdes orais.

[11,[7]

1.1.5 Diagnéstico Laboratorial

A Unica forma de saber se um individuo estd infetado com HIV ¢ através de
resultados de testes laboratoriais, que permitirio a realizagdo de um diagnostico. E
recomendado que todos os individuos entre os 18 e 64 anos de idade fagam o teste, como

cuidado de saude de rotina. [7], [12]

Segundo a Dire¢do Geral de Saude (DGS), independentemente da idade, o rastreio
deve ser efetuado em utentes a quem foi diagnosticada uma infecdo sexualmente
transmissivel, parceiros sexuais de homens e mulheres a quem foi diagnosticada infe¢ao
por HIV, homens que tiveram sexo com outros homens, mulheres parceiras de homens
que tiveram sexo com outros homens, pessoas com histéria de utilizacdo de

estupefacientes endovenosos, reclusos, populagdes némadas e sem abrigo. [12]

O rastreio deve ser efetuado por rotina em gravidas, criangas nascidas de maes que
recusaram a realizacdo do teste durante o periodo pré-natal, dadores de sangue, utentes em
didlise e dadores e recetores de orgdos transplantados. Alguns grupos deverdo realizar o
teste com periodicidade definida, sendo estes: pessoas com teste HIV negativo durante o
periodo de janela imunolédgica, pessoas com teste HIV indeterminado, utilizadores de

drogas endovenosas, trabalhadores do sexo e “sem-abrigo”. [12]

Sao indicados os testes serologicos de 4* geragdo, onde pesquisam em simultaneo
os anticorpos anti-HIV1 e anti-HIV2 e o antigénio p24, uma vez que estes métodos

apresentam uma excelente sensibilidade e especificidade. Se reativo, o teste deve ser
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repetido em duplicado. Se pelo menos um destes for reativo, deve ser efetuado um teste

rapido serologico de discriminagao HIV-1/HIV-2:
- Reportar como HIV-1 positivo, se o teste HIV-1 reativo e HIV-2 nao reativo;
- Reportar como HIV-2 positivo, se o teste HIV-1 ndo reativo e HIV-2 reativo;

- Reportar como HIV positivo se o teste HIV-1 reativo e o teste HIV-2 reativo, e

enviar amostra de sangue para laboratorio de referéncia;

- Se teste HIV-1 ndo reativo e teste HIV-2 ndo reativo ou inconclusivo, deve ser

efetuado teste de 4cidos nucleicos para RNA do HIV-1;

- Se nenhum deles for reativo, reportar como HIV-negativo. (Fig. 13) [12]

Teste serologico de rastreio de 42 geragio

Repetir o teste em duplicado \

&
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!
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Figura 13) Algoritmo clinico do diagnéstico laboratorial da infe¢ao por HIV. Adaptado de [12]
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O diagnostico da infegdo por HIV ¢ baseado na deteccdo de anticorpos especificos,
antigénios ou ambos, e para isso, estdo disponiveis varios kits comerciais. O RNA viral
pode ser detetado no sangue através de testes de acidos nucleicos (NAT). Para diagnostico
primério da infecdo por HIV podem ser usados testes de screening de pesquisa de
anticorpos, seguido de um teste confirmatorio em caso de um resultado reativo no teste

anterior. Atualmente, existem os seguintes testes disponiveis: [4], [13]

1) Os testes rapidos sdo imunoensaios simples, com um resultado obtido até 30
minutos, em ambiente ndo laboratorial e com amostra de sangue total ou amostra de fluido
oral. Os testes mais frequentemente utilizados sdo os que recorrem a imunocromatografia.
Estes tipos de testes surgem como ferramentas importantes para vigilancia, screening e
diagnodstico. As duas limitagdes destes testes sdo a detecdo da infecdo durante a fase de
infecdo primaria, quando os anticorpos ainda estdo ausentes, bem como em criangas com

menos de 18 meses que podem conter anticorpos maternos. [14], [4], [13]

2) Os testes imunoldgicos de reacdo Ag/Ac detetam antigénio e anticorpo anti-
HIV. Os anticorpos sdo produzidos pelo sistema imunitario do hospedeiro, apds contactar
com o virus. Os antigénios sdo as proteinas externas que induzem a ativagdo do sistema
imunoldgico. Na infecdo pelo HIV, o Ag p24 ¢ produzido antes do desenvolvimento de
anticorpos. Estes, sdo os testes recomendados para os laboratorios e alguns sdo de
execucdo rapida. A maioria dos testes rapidos sdo de detecdo de anticorpos. Estes,
procuram os anticorpos no sangue ou no fluido oral, sendo o do sangue mais rapido na
detecdo. Se o primeiro teste realizado para detecdo de HIV tiver um resultado positivo,
devera ser confirmado. [7] Atualmente, os testes mais frequentemente utilizados para
diagnostico da infe¢do por HIV sdo baseados em imunoensaios. Nas ultimas décadas
foram desenvolvidas 4 geracdes destes testes, definidas de acordo com a evolugdo das

metodologias utilizadas. [14]

Os ensaios de primeira geracdo sdo caracterizados pelo seu formato indireto, no
qual a presenca de anticorpos especificos ¢ detetada por Ac anti-IgG humana. Sao ensaios
pouco especificos e, pelo facto de detetarem apenas IgG, também sdo menos sensiveis do
que os ensaios de geragdes posteriores, pelo que ja deixaram de ser utilizados na rotina

diagnéstica dos laboratorios. [14]
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Os ensaios de segunda geracdo também tém um formato indireto, no entanto sao
mais sensiveis e especificos, por conterem uma maior concentragdo de proteinas (epitopos

imunodominantes) relevantes. [14]

Os ensaios de terceira geragdo tém o formato sandwich, no qual sdo utilizados
antigénios recombinantes ou péptidos sintéticos, tanto na fase soélida como na fase do
conjugado. Desta forma, permitem a dete¢do simultanea de Acs anti HIV tipo IgG e IgM.
A dete¢do de anticorpos do tipo IgM torna este ensaio mais sensivel do que os das
geracdes anteriores. H4, também, aumento da especificidade pois o conjugado (Ag) liga-

se apenas a valéncia livre do anticorpo que estd no complexo imune. [14]

Os testes de quarta geracdo detetam simultaneamente o Ag p24 e anticorpos
especificos do HIV. Para detecdo dos anticorpos, ¢ utilizado o formato sandwich e para
detegdo de Ag p24 ¢ usado um anticorpo monoclonal na fase sdlida e um conjugado

constituido por um anticorpo poliespcifico anti-p24. [14]

3) Os testes complementares ou testes confirmatdrios utilizam diferentes formatos
e principios. Entre eles destacam-se os de Western Blot e de Imunoblot incluindo a
Imunofluorescéncia (IF) indireta. Mais recentemente surgiram os testes moleculares que
auxiliam no esclarecimento de resultados de infe¢do aguda pelo HIV, nos casos de
reatividade em testes de 4* geracdo com detecdo do Ag p24 e auséncia de anticorpos

circulantes. [14]

4) Os testes de acidos nucleicos (NAT), sdo testes que detetam RNA viral. Os
NAT detetam o virus, podendo fornecer um resultado positivo ou negativo ou, ainda,
quantificar o numeros de particulas viricas presentes no sangue, conhecida como a carga
viral. Estes testes sdo bastante dispendiosos e, por esse motivo, ndo sdo utilizados para

rastreio ou diagndstico de rotina. [7]
1.2 Toxoplasma gondii

O Toxoplasma gondii ¢ um protozoario que integra o filo Apicomplexa, classe
Sporozoea e sub-classe Coccidida. Foi descrito pela primeira vez em 1908 no norte de
Africa e no Brasil. E um dos parasitas mais bem-sucedidos, que infeta a maioria dos

animais de sangue quente, incluindo humanos. E a tnica espécie conhecida do género
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Toxoplasma e tem os felinos como hospedeiro definitivo. E o agente causador da
toxoplasmose, uma antropozoonose de distribuicio cosmopolita. E um parasita
intracelular obrigatorio e existem 3 formas morfologicas durante o seu ciclo biologico:

oocisto, taquizoito e bradizoito. [16], [17], [18]

Os oocistos resultam da reprodugdo sexuada do parasita, que ocorre nas células
intestinais dos felinos. Sao eliminados na forma imatura, juntamente com as fezes,
levando cerca de 2 a 5 dias para amadurecimento no meio ambiente. Caracterizam-se pelo
seu formato esférico e parede dupla bastante resistente as condi¢des do meio ambiente e,
por este motivo, sdo designados como forma de resisténcia. Apos esporulacdo no meio
ambiente, o oocisto contém dois esporoquistos e cada um destes contém 4 esporozoitos.
Apds maturacdo, passam a ser infetantes se ingeridos por gatos ou outros animais

suscetiveis (aves, mamiferos ou homem) (Fig. 14). [16]
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Figura 14) Oocisto ndo esporulado e oocisto esporulado. Adaptado de [7]

Os taquizoitos sdo a forma encontrada durante a fase aguda da infecdo. Tém a
forma de arco (toxon = arco), que deu o nome ao género e apresentam-se com a forma
grosseira de banana ou meia-lua, com uma das extremidades afiladas e a outra
arredondada. A sua multiplicagdo ¢ répida, a cada 6 a 8 horas, através de processos de
endogenia, sendo esta uma forma especializada de reproducdo assexuada. Estas formas
que atravessam a barreira hematoencefalica e transplacentaria sdo capazes de infetar

célula nucleadas e disseminar-se através do organismo. (Fig. 15) [16]
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Figura 15) Taquizoitos de Toxoplasma gondii. Adaptado de [7]

Os bradizoitos sdo as formas encontradas em varios tecidos, tais como oS
musculares esqueléticos e cardiacos, o nervoso e a retina. Geralmente, ocorrem na fase
cronica da infe¢do e sdo encontrados dentro dos quistos, onde se multiplicam lentamente.
Sdo mais resistentes a tripsina e pepsina do que os taquizoitos e podem permanecer

viaveis durante varios anos. [16]

Os primeiros estudos de genotipagem do Toxoplasma gondii demonstraram uma
estrutura de populagdo clonal com trés linhagens principais, denominadas tipo I, II e III.
Apesar da sua distribuicdo global, este parasita apresenta uma baixa diversidade genética.
Foram identificados 11 haplogrupos distintos, em que trés desses haplogrupos pertencem
as linhagens previamente conhecidas: tipo I, II e III. As restantes oito sdo linhagens

recentemente reconhecidas, designadas por atipicas, exéticas ou recombinantes. [18], [19]

De acordo com alguns estudos, o tipo I ¢ o gendtipo mais predominante na
toxoplasmose humana. As linhagens do tipo I apresentam maior viruléncia do que as

linhagens do tipo 11 e III. [19]

1.2.1 Epidemiologia

A toxoplasmose ¢ mais elevada em areas quentes e himidas, com mas condi¢des
de higiene pessoal e em ambientes precarios. Isto deve-se, em parte, ao facto dos oocistos

perderem a viruléncia quando secos ou congelados. [16], [18]
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E uma das parasitoses mais comuns em gatos ¢ estima-se que atinja mais de
metade da populagdo mundial em determinados paises. No entanto, os casos de doenga
clinica sdo menos frequentes e a sua prevaléncia nos paises industrializados tem vindo a
diminuir nos wltimos 30 anos. As areas de maior prevaléncia sio América Latina, Africa e

Sudeste Asiatico. [16], [18]

Estima-se que um ter¢o da populagdo mundial esteja infetada e, nos EUA,
registam-se anualmente 750 mortes por toxoplasmose e cerca de 50% destas infe¢cdes sao

de origem alimentar. [20], [18]

Em Portugal, e de acordo com diferentes estudos, a informacdo acerca da
prevaléncia da toxoplasmose ¢ escassa. No entanto, alguns dados apontam para um valor

de 47%. [20]

1.2.2 Ciclo de vida/transmissao

O ciclo de vida do Toxoplasma gondii tem como Unicos hospedeiros definitivos a
familia Felidae, principalmente os gatos domésticos (Fig. 16). O ciclo inicia-se com a
eliminagdo de oocistos ndo esporulados nas fezes dos gatos. Estes, levam 1 a 5 dias para
esporular no ambiente e tornarem-se infeciosos. Os hospedeiros intermediarios (aves e
roedores) sdo infetados apos a ingestdo de produtos do solo, d4gua ou material vegetal
contaminado. Apds a ingestdo, os oocistos transformam-se em taquizoitos. Estes

taquizoitos desenvolvem-se no tecido neural e muscular e evoluem para bradizoitos. [7]

Os gatos s3o infetados apos consumir hospedeiros intermedidrios que contém
quistos nos tecidos ou, diretamente, apos a ingestdo de oocistos esporulados. Os animais
para consumo humano também podem ser infetados através da ingestdo de quistos do

meio ambiente. [7]

O ser humano pode ser infetado através da ingestdo de carne mal cozinhada,
ingestdo de agua ou alimentos contaminados com fezes de gatos, transfusdo de sangue,

transplante de 6rgdos ou de transmissdo de mae para filho, através da placenta. [7]

No hospedeiro humano, os parasitas formam quistos no musculo esquelético,

miocérdio, cérebro e olhos. O diagndstico ¢ normalmente realizado por sorologia e, nas
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infe¢des congénitas, pode ser realizado através da detecdo de DNA do parasita no liquido

amniotico, utilizando métodos moleculares como a polymerase chain reaction (PCR). [7]

A\~ Infective Swuage
A = Diagnostic Stage

SAFER-HEALTHIEN- FEOPLE

Figura 16) Ciclo de vida do Toxoplasma gondii. Adaptado de [7]

A toxoplasmose ndo ¢ transmitida de pessoa para pessoa, a exce¢do dos casos de
mae para filho (infe¢do congénita), transfusdo de sangue ou transplante de orgdos.
Usualmente, sdo destacadas trés vias de transmissdo mais comuns: ingestdo de carne
contaminada e mal cozinhada, transmissdo de animal para humano (através de fezes de
gatos contaminadas) e infe¢do congénita (quando a infecdo ocorre imediatamente antes ou

durante a gravidez. [7]

Quando a transmissdo ¢ efetuada através de quistos teciduais, estes encontram-se
no musculo e no cérebro dos hospedeiros intermedidrios. Os gatos adquirem
toxoplasmose através da ingestdo de presas infetadas (roedores ou aves), nas quais ocorre
o ciclo enteroepitelial, a reproducdo sexual e a producdo de oocistos. Os animais
carnivoros ingerem quistos teciduais e os homens adquirem a infecdo através do consumo

de carne mal cozinhada. Quando um quisto tecidual ¢ ingerido, a sua parede ¢ destruida
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por enzimas proteoliticas no estdmago, libertando os bradizoitos. Estes sdo resistentes as
enzimas proteoliticas o que os permite sobreviver a digestdo. Desta forma, conseguem

iniciar a infe¢do no intestino. [18]

Caso a transmissao seja efetuada pelos oocistos, estes sdo excretados pelos gatos
infetados em grande numero, até¢ duas semanas apds a infecdo. Quando libertado, o
oocisto torna-se infecioso apos esporulagdo, podendo permanecer desta forma por mais de
um ano em solo humido. O homem pode ser infetado através da ingestdo de oocistos

presentes em alimentos ou 4gua contaminada. [18]

A transmissdo congénita ocorre durante uma toxoplasmose aguda em maes
seronegativas quando os taquizoitos presentes no sangue podem atravessar a placenta e
infetar o feto. O estagio da gravidez em que a toxoplasmose materna ¢ adquirida ¢ um
fator importante tanto na frequéncia de transmissdo como na gravidade da infegdo
congénita. Os casos em que a infecdo ocorre no inicio da gestacdo sdo os mais graves,
podendo resultar em aborto espontaneo, hidrocefalias e atraso mental. Nos casos em que a
infecdo ocorre no ultimo trimestre da gravidez as taxas de transmissao sdo mais altas, mas
a maioria desses casos sdo subclinicos uma vez que as infecdes resultantes sdo
assintomaticas ou podem originar corioretinites recorrentes que se apenas se manifestam

no inicio da vida adulta. [18]

1.2.3 Manifestacoes Clinicas

Numa infecdo por Toxoplasma gondii, podem ocorrer diferentes manifestagdes
clinicas de acordo com o estado de saude do individuo infetado. A toxoplasmose pode ser
adquirida por individuos imunocompetentes, toxoplasmose congénita, toxoplasmose
ocular (adquirida ou congénita) ou toxoplasmose cerebral, geralmente resultante de
infecdes reativadas em individuos infetados imunocomprometidos. Dados recentes
demonstram que as infeg¢des latentes poderdo originar desordens psiquiatricas em alguns

individuos imunocompetentes. [18]

Em individuos saudaveis, a infecdo por Toxoplasma gondii é geralmente
assintomatica (cerca de 80% dos casos), uma vez que o seu sistema imunitario impede o
parasita de causar doenga. Nos casos em que existe sintomatologia, esta ¢ semelhante a

sindromes gripais, podendo ocorrer febre baixa, dores musculares, astenia e adenopatias
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cervicais. Duas a trés semanas apods a infe¢do, devido a uma resposta imune eficaz do
hospedeiro os taquizoitos sdo diferenciados em bradizoitos. Na fase cronica da infe¢ao
estes sdo encontrados em quistos teciduais localizados principalmente no tecido muscular
e neural, que podem persistir por longos periodos de tempo. Desta forma, o parasita
mantém-se no organismo de forma inativada, podendo existir reativagdo em situagdes de

imunodepressao. [7], [16], [18]

A toxoplasmose congénita ¢ o resultado de uma infe¢do primaria por Toxoplasma
gondii durante a gravidez, na qual ocorre a passagem de taquizoitos pela placenta
(transmissao vertical) e infetam o feto. A transmissdo da infe¢do varia durante a gestacao,
sendo baixa (5-25%) no primeiro trimestre e aumentando até 90% no final da gravidez. Se
a mulher for infetada antes de engravidar, o feto estara protegido por imunidade materna.
Caso a infe¢@o ocorra durante a gravidez, os danos no feto sdo tanto mais graves quanto
mais cedo ocorrer a transmissdo. Quando a infe¢do ocorre no primeiro trimestre da
gravidez, pode resultar em morte fetal devido a esplenomegalia, hepatomegalia, ictericia e
exantema. Este Gltimo quadro raramente ¢ observado, uma vez que ocorre durante a vida
intrauterina, levando a morte. Se a infecdo ocorrer no ultimo trimestre da gravidez, a
maioria das criancas nasce assintomatica, podendo apresentar sintomatologia mais
tardiamente. A triade classica de sintomas da toxoplasmose congénita ¢ a corioretinite,

hidrocefalia e calcificagdes intracranianas. [7], [16], [18]

A toxoplasmose ocular, que se pode manifestar através de corioretinite, pode ser
adquirida apos o nascimento ou o resultado de uma infe¢do congénita. E geralmente a
consequéncia de uma infecdo aguda com a presenga de taquizoitos ou crdnica, com
presenga de quistos contendo bradizoitos, localizados na retina. A toxoplasmose ocular
ativa consiste num foco de coagulagdo e necrético bem definido na retina. Pode ainda
estar presente uma inflamacdao difusa da retina e da cordide. Esta, pode provocar
sintomatologia como dor nos olhos, sensibilidade a luz (fotofobia) e visdo embaciada. Se
as estruturas centrais da retina estiverem envolvidas, haverd uma perda progressiva da
visdo que podera levar a cegueira. Estudos demonstram que a predominancia do genotipo

do tipo I podera estar na origem desta manifestagdo clinica. [7], [16], [18]

A toxoplasmose cerebral deve-se geralmente a reativacdo de infegdes latentes em
individuos imunocomprometidos. E a doenca oportunista mais comum em individuos

infetados com HIV em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos. No entanto, a introdu¢do
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da terapéutica antirretroviral reduziu a incidéncia de toxoplasmose cerebral. Esta pode
causar lesdes unifocais ou multifocais e as manifestacdes clinicas irdo depender da
localizagdo e¢ do numero de lesdes. Os sintomas incluem cefaleias, febre, convulsdes,
confusdo mental, ataxia, letargia e alteragcdes visuais. A sintomatologia pode ainda incluir

disfuncdo cognitiva, pressdo intracraniana e movimentos involuntarios. [18]

Na tltima década houve um interesse crescente na possibilidade de associa¢ao de
infecdo por Toxoplasma gondii e disturbios psiquidtricos, como a depressio ou a
esquizofrenia. Apesar do mecanismo ainda ndo estar completamente esclarecido, sabe-se
que esta associado ao genoétipo deste parasita, uma vez que as linhagens do tipo I t€ém um
maior efeito da expressdo do gene nas células neuroepiteliais e afetam amplamente os
genes associados com o sistema nervoso central. Este facto ajudaria na explicacdo de
apesar de um ter¢o da populagdo estar infetada com toxoplasmose, apenas uma pequena

fracdo apresenta disturbios psiquiatricos. [18]

Nos individuos imunocomprometidos, quer seja por transplante ou por infe¢do por
HIV, a toxolasmose assume um caracter mais grave. Individuos que foram infetados por
Toxoplasma gondii antes de serem imunocomprimetidos, poderdo sofrer reativagdo da
toxoplasmose, surgindo sintomas como febre, confusdo mental, dor de cabecga,
convulsdes, nauseas e ma coordenacdo. Em mulheres gravidas imunocomprometidas, que
foram infetadas por Toxoplasma gondii antes da gravidez, pode ocorrer reativagdo da

doenga, que podera originar infecao congénita. [7], [16]

1.2.4 Diagnéstico Laboratorial

O diagnostico clinico ¢ praticamente impossivel na toxoplasmose do adulto
assintomatico ou com sintomas indefinidos e, por este motivo, o exame clinico apenas
pode sugerir a eventualidade dessa etiologia. Nos casos de corioretinite, as suspeitas sao
grandes. No entanto, o quadro clinico ndo ¢ suficiente para afirmar o diagndstico,
dependendo este de confirmagdo laboratorial. O diagnodstico laboratorial pode ser
realizado indiretamente, através de métodos serologicos ou diretamente, por PCR,

hibridacdo e anatomopatologia. [16], [21]

O primeiro teste serologico disponivel para a detecdo de anticorpos especificos

anti-Toxoplasma gondii foi a reagio Sabin-Feldman (Dye Test), descoberta em 1948. E
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um teste com elevada sensibilidade e especificidade. A sua principal desvantagem ¢ a
utilizacdo de parasitas vivos, o que pode limitar a sua disponibilidade. Por esta razdo, a

sua utilizagcdo tem sido restrita. [21], [22]

O diagnéstico laboratorial de uma infecdo crénica é geralmente efetuado por testes
serologicos através da detecdo de anticorpos € o mais comum ¢ a detecdo da
Imunoglobulina G (IgG), para saber se o individuo foi infetado. Para conseguirmos
estimar o inicio da infecdo, que tem uma importancia particular nas mulheres gravidas, ¢

comum a determinagdo da Imunoglobulina M (IgM) e ainda o teste da avidez. [7], [16]

Atualmente, o diagnostico da toxoplasmose ¢, sobretudo, efetuado pelo
doseamento de IgG ou IgM, por técnicas de enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), e pela Imunofluorescéncia (IF) indireta. A técnica de ELISA geralmente inclui o
antigénio ou o anticorpo em fase sélida, o antigénio ou anticorpo marcado com enzima € o

substrato da reacdo enzimatica. (Fig. 17) [7], [22]

A
@ &
Wash Wash = — Wash
—_— — \ \ —
i I
—8 8 & 8

Specific antibody binds  Enzyme-conjugated secondary g,

Antigen-coated well bstrate is added and

to antigen antibody binds to specific color is developed
antibody
B
V\'HS'I’ P S
- &
7y 4N
VEEY \VA V4 q P4 V4

Specific antibody-coated well Antigen binds to antigen ~ Enzyme-conjugated antibody Substrate is added and
binds to specific antigen color is developed

Figura 17) Diagrama esquematico da técnica de ELISA. a Reagdo ELISA indireta, usada para dete¢ao de anticorpos
anti-T. gondii, envolve o antigénio especifico revestido na fase solida, anticorpo secundario conjugado com a enzima e o
substrato. b Reagao de ELISA sandwich que deteta antigénios de T. gondii, envolvendo o anticorpo especifico revestido

na fase solida, anticorpo conjugado com enzima e substrato. Adaptado de [22]

A reagdo de ELISA para dete¢do do Toxoplasma gondii pode ser de indireta ou
sandwich. Na reacao de ELISA indireta, o antigénio ¢é revestido na fase s6lida e a amostra
que contém os anticorpos ¢ posteriormente adicionada. A reacdo ¢ melhorada através da
adi¢do de um anticorpo secundario ligado a uma enzima e pode ser avaliada pela

quantificagdo da cor desenvolvida (Fig. 17A). Este teste deteta maioritariamente
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anticorpos anti-7. gondii IgG, IgM e IgA. Na reacdo de ELISA sandwich os antigénios ou
anticorpos sdo revestidos na fase solida e a amostra ¢ posteriormente adicionada. Apods
incubagdo e lavagem o complexo antigénio-anticorpo ¢ ligado a fase solida. Os anticorpos
ou antigénio sdo detetados pela adi¢do de anticorpos ou antigénios marcados com enzimas
(Fig. 17B). Este teste estd desenvolvido tanto para a detecdo de anticorpos como

antigénios. [22]

Os anticorpos IgM especificos aparecem na primeira semana de infe¢do e
apresentam o seu pico dentro de um més, deixando de ser detetados entre o terceiro e o
quinto meés, pos-infecdo. Um resultado de IgM negativo, exclui uma infe¢do de
toxoplasmose em fase aguda e com menos de 3 semanas de duragdo, mas ndo exclui a
possibilidade de infecdes mais antigas. Os anticorpos IgG especificos podem indicar
presenga de uma infecdo aguda, sempre que a comparagdo de duas amostras de soro do
paciente, recolhidas com intervalo de 3 semanas, acusar uma elevagao de titulo. No caso
de mulheres gravidas, o teste da avidez tem sido utilizado para ajudar a distinguir entre
uma infecdo passada e uma recentemente adquirida. Um resultado de IgM negativo nas
trés primeiras semanas da gestacdo indica que a toxoplasmose ndo foi adquirida durante
esse tempo. Por outro lado, depois de trés semanas, um teste negativo para IgM ndo exclui

a possibilidade da infecdo ter comegado antes ou apos a concegdo. [7], [16]

A observagdo direta do parasita ¢ considerada outro método de diagndstico
laboratorial, embora menos comum, uma vez que s3o utilizadas amostras de dificil

obtencdo, como o liquido cefalorraquidiano (LCR) ou bidpsias de 6rgdos ou tecidos. [7],
[16]

Para além dos testes serologicos convencionais, as técnicas moleculares como a
PCR, podem ser utilizadas para o diagnéstico da toxoplasmose. Os métodos
convencionais sdo geralmente fidveis, no entanto tém algumas limitagdes ao nivel de
individuos imunocomprometidos e em situagdes de gravidez (incapacidade de dete¢do de
uma infe¢do congénita no feto). Estes testes detetam o DNA do parasita no liquido
amnidtico, o que pode ser util em casos de infecdo congénita. A PCR ¢ um método
eficiente de amplificacdo enzimatica in vitro que permite a amplificagdo especifica de

DNA a partir de pequenas quantidades de material e em pouco tempo. [7], [16], [22]
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1.3 Toxoplasmose em individuos infetados com HIV

O Toxoplasma gondii ¢ um parasita presente em todo o mundo e causa infegdes
oportunistas em individuos imunocomprometidos, como ¢ o caso dos individuos infetados
com HIV. Na maioria dos casos, a doenga ocorre apos reativacdo da infegdo latente

devido a perda progressiva de imunidade celular. [23]-[25]

1.3.1 Epidemiologia e patogénese da co-infe¢io toxoplasmose/ HIV

A prevaléncia da infe¢do por Toxoplasma gondii varia de acordo com a area
geografica e os grupos populacionais € 0 mesmo acontece nos individuos seropositivos
para HIV. Nestes, geralmente, a reativa¢do da infe¢do ocorre quando os linfocitos T
CD4+ descem para valores inferiores a 200 células/ml. Assim sendo, a probabilidade de

desenvolver a reativagdo da toxoplasmose ¢ de cerca de 30%. [24]-[27]

Segundo estudos realizados, sabe-se que nos EUA, um ter¢o dos individuos
infetados com HIV tem anticorpos contra o Toxoplasma gondii e a prevaléncia da
reativagdo ronda os 3 a 22%. Em paises como a Nigéria ou o Brasil a prevaléncia ¢ de
cerca de 75%, 30% na Republica Checa e 12.5% na China. Na India, a seroprevaléncia
nos individuos infetados com HIV ¢ reportada com cerca de 34.78% dos casos e também
de 67.8%. Esta variagcdo de valores deve-se as diferencas de areas geograficas e ao facto
de a infe¢do ser mais comum em dareas tropicais do que em regides frias e de elevada

altitude. [23]

Relativamente a sua patogénese, a resisténcia ao Toxoplasma gondii ¢ mediada por
uma resposta imune das células do tipo Th-1. Estas, dependem da producdo de
interleucina-12 (IL-12) e de interferdo-gama (IFN-gama). A sintese de IL-12 ¢ estimulada
pelas células dendriticas, macréfagos e neutrofilos que sdo infetados pelo parasita no
inicio da infe¢do. Desta forma, a sintese de INF-gama e linfocitos NK e T ¢ induzida.
Contrastando com a infecdo em individuos imunocompetentes, a toxoplasmose assume
um carater mais grave em individuos imunocomprometidos. Na infe¢ao por HIV, devido a

imunossupressdo, as infecdes oportunistas ocorrem, pois, ha diminuicdo das células T
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CD4+ e produgdo comprometida de IL-12 e de IFN gama, em resposta a presenca do
parasita. [23], [24]

Ap6s a ingestdo de alimentos contaminados, os taquizoitos disseminam-se através
do organismo, infetando as células nucleadas. Desta forma, levam a produ¢do de focos
necroticos, rodeados de inflamagdo. Os taquizoitos transformam-se em quistos, resultando
em infecdo de longa dura¢do. A imunidade celular mediada pelas células T, macrofagos e
citocinas, como a IL-12 e o IFN gama, sdo necessarias para manter a laténcia da infecao

cronica pelo Toxoplasma gondii. [23]

1.3.2 Manifestacoes clinicas da co-infecao toxoplasmose/ HIV

Na co-infe¢do toxoplasmose/HIV, os individuos manifestam maioritariamente
toxoplasmose cerebral, corioretinite, pneumonias ou infe¢des disseminadas, dependendo

as manifestagdes clinicas do estado do sistema imunitario do hospedeiro. [18], [19]

Na toxoplasmose cerebral ocorrem inicialmente sintomas subagudos, tais como
sinais neuroldgicos associados a febre, alteracdes sensoriais e dor de cabeca. As lesdes do
sistema nervoso central (SNC) podem estar presentes em mais de 50% dos casos,
resultando em hemiparesia ou anomalias da fala. Em alguns casos, podem ocorrer
distarbios neuropsiquiatricos incluindo psicose, deméncia, ansiedade ou disturbios de
personalidade. Estas manifestagdes sdo geralmente fatais para individuos infetados com

HIV que ndo recebem terapéutica antirretroviral. [19], [28], [29]

Embora a toxoplasmose cerebral seja ainda uma das maiores causas de
morbilidade e mortalidade nos individuos infetados com HIV, a introducao de terapéutica
antirretroviral veio reduzir drasticamente a sua incidéncia, aumentando a sobrevivéncia
destes individuos. Apesar das melhorias observadas, o facto de os sobreviventes
apresentarem défices neuroldgicos persistentes indica que ainda existe a necessidade de

estudo acerca da terapéutica para a toxoplasmose. [18], [26], [30]

Para além da toxoplasmose cerebral, as apresentacdes mais comuns sdo a doenca
ocular e pulmonar. Individuos com corioretinite apresentam visdo turva, escotoma, dor ou

fotofobia. Poderdo ainda existir lesdes discretas ou multifocais e pode estar presente uma
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necrose difusa da retina, associada a inflamacdo e a elevado niimero de parasitas. As

lesdes podem evoluir para cegueira parcial ou total. [19], [26], [23], [31]

Em individuos infetados pelo HIV, pode ocorrer uma toxoplasmose disseminada,
com febre, sindrome do tipo sepsis, com hipotensdo, coagulacdo intravascular
disseminada e elevagdo da lactato desidrogenase (LDH). As manifestagdes pulmonares

sdo semelhantes a pneumonia causada por Pneumocystis jeroveci. [15], [31]

1.3.3 Diagnostico da co-infe¢io toxoplasmose/ HIV

Na co-infecdo Toxoplasmose/HIV, os individuos manifestam maioritariamente
toxoplasmose cerebral, sendo esta a manifestagdo mais grave. Por este motivo, o
diagnostico definitivo assume um papel importante. O diagndstico inicial/presuntivo pode
ser feito com base nas manifestacdes clinicas, radiologia, estudos moleculares, testes

seroldgicos e ainda, resposta a terapéutica. [15], [18]

1.3.3.1 Diagnéstico Clinico

O diagndstico clinico e presuntivo de toxoplasmose em individuos infetados com
HIV, pode ser feito quando a contagem de células ¢ inferior a 200 linfocitos TCD4+/pul,
apresentando lesdes neurologicas compativeis e sem profilaxia eficaz. Em casos de
toxoplasmose cerebral, podera existir uma melhoria nas caracteristicas clinicas e

radioldgicas apds 2 a 3 semanas de terapia empirica. [15]

1.3.3.2 Diagnostico Laboratorial

O diagnostico laboratorial pode ser realizado através de serologia. Os anticorpos
anti-Toxoplasma gondii IgG comegam a aumentar apds 1 a 2 semanas de infecdo e
atingem o pico apos 6 a 8 semanas. Ocorre uma diminui¢cdo gradual nos 1 a 2 anos
seguintes, mas eles podem persistir durante toda a vida. A presenga de titulos de Ac anti-
IgG com alta avidez das IgG, da-nos a evidéncia de infe¢do e indica-nos a reativagao

secunddria de infe¢do cronica latente. E importante detetar a seropositividade para o
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Toxoplasma gondii em todos os individuos infetados com HIV para avaliar e monitorizar

o risco de toxoplasmose cerebral. [15], [31]

Devido ao facto de a toxoplasmose cerebral ser a causa mais frequente de lesdes
focais intracerebrais, o seu diagndstico pode ser realizado por tomografia computorizada
(TC) ou por ressonancia magnética (RM), sendo estes testes indispensaveis para o estudo
desses individuos infetados. As lesdes apresentam-se hipodensas, multiplas, bilaterais e

com edema, e s3o observadas na maioria dos individuos infetados. [15], [16]

O diagnostico molecular pode ser efetuado através da detecdo do DNA do
Toxoplasma gondii em amostras biologicas por PCR. Os métodos moleculares sio
particularmente apropriados para individuos infetados com HIV, uma vez que ndo sdo
afetados pelo estado imunoldégico do individuo, sdo réapidos, sensiveis e especificos.
Podem ser utilizadas amostras de LCR e de sangue, sendo as primeiras de dificil obtencao
e consideradas bastante invasivas. Nestes casos, a sensibilidade € variavel como reflexo

da variabilidade dos métodos utilizados. [15], [18]

O diagndstico pode ainda ser efetuado através de biopsias do tecido cerebral para a
demonstra¢cdo da presenca de taquizoitos e de quistos tecidulares que dao o diagnostico
definitivo. No entanto, este método ndo ¢ frequentemente aplicado, uma vez que o

resultado da terapia utilizada na suspeita de toxoplasmose permite a confirmagdo do

diagnéstico. [15], [24]

1.3.4 Tratamento da co-infecdo toxoplasmose/ HIV

Para os individuos infetados com HIV e outros imunocomprometidos ¢é
imprescindivel fazer o diagnostico serologico da infe¢do por Toxoplasma gondii, para se
conhecer a real situa¢do de risco existente. Por norma, como terapéutica primdria, sao

utilizadas combinagdes de sulfonamidas e pirimetamina. [16]

1.3.4.1 Profilaxia farmacoldgica

A profilaxia de pré exposicdo da infecdo por HIV (PrEP) no adulto deve ser

aplicada as pessoas com risco acrescido de aquisicdo de infecdo por HIV, sejam estas
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pessoas cujo parceiro estd infetado por HIV, utilizadores de drogas injetaveis ou parceiros
serodiscordantes em situacdo de preconce¢do ou gravidez. S6 devem ser elegiveis para
PrEP os individuos com resultado negativo apos realizacdo de teste seroldgico de 4*

geracdo (Ac anti HIV1/2 + Ag p24). [32]

A prescrigdo desta profilaxia pré-exposicdo deve ser realizada por médicos e
contempla um dos seguintes regimes profilaticos: tenofovir/emtricitabina (200 mg + 245
mg) via oral 1x dia; tenofovir/emtricitabina (200 mg + 245 mg) on demand na dose 2
comprimidos 2 a 24 horas antes da exposicdo e 1 comprimido cada 24 horas até a tltima
exposicao; monoterapia com tenofovir (200 mg) via oral 1x dia, na presenga de

intolerancia ou toxicidade a emtricitabina. [32]

Estudos demonstram que a PrEP reduz o risco de contrair HIV em cerca de 99%
quando tomado diariamente. Entre os utilizadores de estupefacientes injetaveis, reduz o

risco de contrair HIV em pelo menos 74% dos casos, quando tomado diariamente. [7]

A profilaxia pds exposi¢ao (PEP) consiste no uso de medicamentos antirretrovirais
para prevenir a infecdo por HIV em pessoas HIV negativas que tiveram uma exposicao
especifica de risco, quer seja através de relagcdes sexuais ou partilha de seringas, com
alguém que tenha ou possa ter infegdo por HIV. Deve ser iniciada o mais rapidamente
possivel para ser eficaz, até 72 horas apds uma possivel exposi¢do e continuada por 4

semanas. [7]

A prescricao deve ser realizada por médicos e contempla um regime que deve ser
constituido por 3 farmacos antirretrovirais, durante 28 dias: tenofovir + emtricitabina

(uma vez ao dia) + raltegravir (duas vezes ao dia) ou dolutegravir (uma vez ao dia). [7]

Em individuos imunocompetentes, a infecdo por Toxoplasma gondii resulta
normalmente em doenca leve e autolimitada. No caso de individuos imunocomprometidos
e com o recente aumento da prevaléncia mundial do HIV, a infe¢do assume um papel
clinicamente significativo e a profilaxia farmacolégica pode ser recomendada. Existe,

desta forma, um interesse acrescido em preven¢ao e tratamento da toxoplasmose. [33]

A reativacdo da toxoplasmose latente que ocorre em individuos infetados com
HIV tem efeitos devastadores. A encefalite toxopldsmica ou toxoplasmose cerebral ¢ a

manifestagdo clinica mais comum, principalmente quando a contagem de linfocitos
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TCDA4+ ¢ inferior a 100 células/ul. Nestes casos, e quando a IgG esta positiva, a profilaxia

priméria ¢ indicada. [33]

Vérios estudos tém demostrado a eficacia de sulfametoxazol-trimetoprim e em

alternativa, dapsona-pirimetamina. [15], [31], [33]

1.3.4.2 Tratamento

O tratamento da toxoplasmose em individuos infetados com HIV inclui a terapia
antirretroviral direcionada para o HIV e a terapia antimicrobiana direcionada para o
Toxoplasma gondii. Segundo diversos estudos, a pirimetamina e a sulfadiazina sdo a
combinac¢do mais utilizada e ambos os fArmacos bloqueiam sinergicamente o metabolismo

do acido folico, necessario para o desenvolvimento do parasita. [24], [34]

A sulfadiazina é a mais utilizada das sulfonamidas. Para adultos e criangas, a
dosagem recomendada ¢ de 100 a 125 mg/kg de peso e por dia, divididas em quatro doses

e por via oral. O tratamento deve ser realizado durante duas a quatro semanas. [16]

A pirimetamina deve ser administrada oralmente, em associacdo com as
sulfonamidas. Para os adultos ¢ recomendada a dose de 75 a 100 mg, durante 10 dias,
reduzindo para 50 mg por mais 10 dias e depois para 25 mg diariamente. Uma a duas
vezes por semana ¢ necessario controlar os individuos infetados com exames de sangue
completos, com hemograma incluindo plaquetas, uma vez que a pirimetamina pode
diminuir a atividade da medula 6ssea. Para neutralizar essa agdo, devera ser administrado

em simultaneo acido folinico, de 2 a 10 mg por dia, no adulto. [16]

A clindamicina pode ser utilizada em casos de intolerancia as sulfonamidas. Esta,
¢ administrada por via endovenosa, 900 a 1200 mg a cada 6 ou 8 horas, durante 6
semanas, em associagdo a pirimetamina. Por via oral, a posologia ¢ de 450 mg a cada 6
horas. Segundo alguns estudos, o regime terapéutico contendo clindamicina ¢ menos
eficaz, no entanto apresenta a mesma taxa de toxicidade. Caso este farmaco também nao
seja tolerado, a atovaquona pode ainda ser associada com a pirimetamina, tal como a

azitromicina. [16], [34], [35]

Nos individuos imunocomprometidos, a associacdo da sulfonamida, pirimetamina

e acido folinico deve ser realizada durante pelo menos 6 semanas. Deve-se continuar
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depois com tratamento supressivo a base de pirimetamina, 25 a 50 mg diariamente, por
via oral. A natureza recidivante da encefalite torna este tratamento permanentemente

necessario nos casos dos individuos infetados com HIV. [16]

Apos alguns estudos, € apresentado o beneficio do co-trimoxazol no tratamento
presuntivo da toxoplasmose cerebral, em paises onde os recursos sdo limitados e a

sulfadizina possa ndo estar disponivel. [29]

A terapéutica inicial ¢ seguida de profilaxia secundaria ou terapéutica de
manutencdo, que deverad ser continuada até que a contagem de linfocitos TCD4+ seja
superior a 200 células/ul e por mais 3 meses. Esta profilaxia ird ajudar a garantir a
recuperacdo do sistema imunitario e permitir que os quistos se mantenham adormecidos e

nao desencadeiem novo processo infecioso. [24]

Para o caso de mulheres gravidas, a espiramicina ¢ o farmaco escolhido para o
primeiro trimestre, uma vez que a pirimetamina pode ter efeitos teratogénicos. Pertence ao
grupo dos macrolidos e concentra-se ao nivel da placenta. Devido a baixa incidéncia de
efeitos adversos ¢ uma op¢do de tratamento confortavel. Sabe-se também que ¢ ineficaz

numa infecdo fetal, uma vez que ndo atravessa a barreira placentaria. [24], [34]

A terapéutica atual apresenta ainda grandes efeitos secundérios a longo prazo,
como por exemplo a mielotoxicidade. Uma vez que os tratamentos sdo prolongados, estes
efeitos poderdo levar a sua descontinuagdo ou falta de adesdo. Inicialmente, sdo obtidos
resultados favoraveis em 80 a 90% dos casos, no entanto, os efeitos toxicos sobre a
medula acabam por exigir a suspensdo desta medicagdo devido as alteragdes

hematologicas. [16], [34]

1.3.5 Prevencao da co-infecio toxoplasmose/ HIV

Todos os individuos infetados com HIV devem efetuar a pesquisa para anticorpos
anti-Toxoplasma gondii 1gG, para detetar possiveis infe¢des latentes. Nestes casos, a
toxoplasmose pode ter efeitos devastadores e, por esse motivo, a profilaxia primaria e
secundaria podera ser benéfica. Idealmente, individuos infetados com HIV seriam

submetidos a testes para toxoplasmose, no momento do diagndstico. A profilaxia primaria

Vera Estevdo Correia 133



A infe¢do por Toxoplasma gondii em individuos infetados com HIV
XMAC

¢ indicada em individuos infetados com HIV com contagem de células T CD4+ inferior a

200 células/pl. [7], [33]

Para que a preveng¢do seja eficaz, devem existir modificagdes gerais no estilo de
vida que sejam complementares as opg¢des farmacoldgicas. Assim, individuos de risco
deverdo preservar a exposicdo a eventuais contamina¢des com Toxoplasma gondii,
evitando alimentos crus ou pouco cozinhados, o contacto com a caixa de areia dos gatos e

procedendo a lavagem das maos de forma eficiente e regular. [7], [33]
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2. Discussao

Virios estudos realizados mostraram que o HIV origina alteragdes significativas
do sistema imunologico, relacionadas principalmente com a imunidade celular, levando a
diminui¢do do numero de linfocitos T CD4+ circulantes. As manifestagdes clinicas, que
normalmente apresentam os individuos infetados com HIV, devem-se a disfun¢do
imunologica decorrente da infecdo e, segundo alguns autores, devido ao efeito citopatico.
Este, caracteriza-se pela destruicdo das células T CD4+, o que leva o individuo a

imunodepressao. [36]

A toxoplasmose ¢ uma das mais importantes infecdes oportunistas que afetam os
individuos imunocomprometidos, tendo efeitos devastadores e podendo ser fatal em casos

de individuos infetados com HIV. [36]

Apo6s algumas pesquisas, verificou-se que as taxas de prevaléncia da infecdo do
Toxoplasma gondii em individuos infetados com HIV, variam conforme a drea geografica,
que as taxas de infecdo aumentam com a idade e que o risco de infe¢do aumenta & medida

que os linfocitos T CD4+ diminuem. [23]

Varios autores descrevem diversas manifestagoes clinicas associadas a co-infegao
Toxoplasmose/HIV. No entanto, a de maior destaque e gravidade ¢ a toxoplasmose
cerebral, sendo o SNC o local mais comumente afetado pelo Toxoplasma gondii. Esta,
ocorre quando os titulos de linfocitos T CD4+ sdo inferiores a 200 células/ul e a
sintomatologia apresentada ¢ um quadro de alteragdo de um estado mental, convulsdes,
perturbagdes sensoriais e distirbios do movimento. Outra manifestacao clinica que obteve
algum destaque ao longo da presente monografia, e pela maioria dos autores, foi a
toxoplasmose ocular. Sdo descritos na literatura, um ntimero crescente de lesdes retinianas

associadas ao HIV. [37], [38], [39]

O diagnéstico da toxoplasmose pode ser efetuado de diversas formas, sendo a
sorologia a mais comum, através da detecdo de anticorpos IgG e IgM. Para a
toxoplasmose cerebral, o diagnodstico baseia-se em sinais e sintomas clinicos, pesquisa de
anticorpos no LCR e/ou no soro e, ainda, tomografia computorizada do cranio. Para a

toxoplasmose ocular, o diagnostico é presuntivo, tendo em consideragdo a clinica do
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individuo e a exclusdo de outras doencas. Na maioria dos individuos, pode ser

diagnosticada com um simples exame ao olho. [36], [37], [39]

Segundo alguns estudos, a utilizagdo de terapéutica antirretroviral em individuos
infetados com HIV ndo exclui a possibilidade de desenvolvimento de toxoplasmose
cerebral. Num estudo que comparou dois grupos de individuos, com avaliagdo antes e
depois da utilizacdo da terapéutica, foi observada uma diminui¢do nos parametros de

infecdo por citomegalovirus e herpes, mas isso ndo aconteceu com a toxoplasmose. [38]

Ha estudos que demonstram que o inicio imediato da terapéutica antirretroviral
com um inibidor da proteinase aumentado por ritonavir e dois inibidores da transcriptase
reversa nucledsidos ¢ segura e ndo tem efeitos negativos na incidéncia e na progressao da
doenga, bem como nos eventos imunoldgicos e virologicos, nem na qualidade de vida do

doente. [40]

Dada a elevada prevaléncia de lesdes focais no cérebro de individuos co-infetados
com toxoplasmose/HIV ha resultados de estudos que enfatizam a necessidade de
monitorizagdo e profilaxia neste contexto. Dadas as importantes manifestagdes clinicas
que ocorrem em caso de reativacdo do parasita deverd proceder-se a uma identificagdo
precoce da seropositividade pois recomenda-se iniciar a profilaxia entre os individuos
infetados que apresentem contagens de linfocitos T CD4+ inferior a 200 células/ul. [41],
[42]

Da bibliografia consultada destaca-se a importancia da criagdo de programas para
a prevencao primdria da infecdo por Toxoplasma gondii, de modo a reduzir os riscos de
transmissdo da infe¢do aos individuos seronegativos. Esta prevencdo ¢ imprescindivel

quando se trata de individuos imunocomprometidos, nos quais esta pode ser fatal. [39]

Algumas pesquisas revelam a prevaléncia de baixa escolaridade entre os
individuos, bem como a falta de conhecimento acerca da infe¢do, o que confirma a
necessidade de disseminar a informagao através de propagandas de facil acesso. Cuidados
simples como a lavagem correta dos alimentos, consumo de carnes bem cozinhadas e ndo

contactar com fezes de felinos, podem diminuir o risco de primoinfecao. [39]

Estudos demonstram que o indice de infecdo aumenta com a idade. No Brasil,
42% das criangas até 5 anos de idade apresentavam anticorpos circulantes contra o

arasita, aumentando a seropositividade para 56% entre 5 ¢ 20 anos, e chegando a mais de
p Y p g
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70% apo6s os 20 anos. Este dado reforca a necessidade da realizagdo de testes serologicos,

para o acompanhamento de individuos com a satde mais fragilizada. [39]

O tratamento de toxoplasmose estd indicado nos casos agudos e nas reativagdes e
tem como finalidade o combate das formas de trofozoitos, uma vez que os farmacos nao
tém acdo sobre a forma de quistos, ndo existindo indicagdes para a forma crdnica da

doenga. [36]

Por norma, como terapéutica primdria sdo utilizadas combinagdes de sulfonamidas
e de pirimetamina. A sulfadiazina ¢ a mais utilizada das sulfonamidas. A pirimetamina
demonstrou que pode diminuir a atividade da medula 6ssea e, por esse motivo, 0s
individuos medicados deverdo realizar exames regularmente e tomar acido folinico para
neutralizar a acdo. Em casos de intolerancia as sulfonamidas, podera ser utilizada a

clindamicina em associa¢do com a pirimetamina. [16]

Alguns autores que a testaram atividade in vitro de diferentes antirretrovirais, em
presenga do Toxoplasma gondii, verificaram que alguns deles (tais como alguns inibidores
da protease do HIV-I) inibiam o crescimento do parasita, sugerindo que o uso desses
agentes podera ser usado pala limitar a ocorréncia de encefalite, com origem na

toxoplasmose. [43]

Nos individuos imunocomprometidos, a associacdo da sulfonamida, pirimetamina
e acido folinico deve ser realizada durante pelo menos 6 semanas. Inicialmente, sdo
obtidos resultados favoraveis em 80 a 90% dos casos, no entanto, os efeitos toxicos sobre
a medula acabam por exigir a suspensdo desta medicacdo devido as alteracdes

hematologicas. [16]

Apos alguns estudos, € apresentado o beneficio do co-trimoxazol no tratamento
presuntivo da toxoplasmose cerebral, em paises onde os recursos sdo limitados e a

sulfadizina possa ndo estar disponivel. [29]

Vera Estevdo Correia 137



A infe¢do por Toxoplasma gondii em individuos infetados com HIV
XMAC

3. Conclusao e perspetivas futuras

Ao longo dos tempos e em diferentes locais do mundo, este protozoario e
intracelular, o Toxoplasma gondii tem sido reportado como um dos principais agentes de
infegcdes oportunistas que ocorrem em individuos com infetados com HIV. A prevaléncia
da toxoplasmose em individuos com HIV varia consoante a regido geografica e aumenta
com a idade e o risco de infe¢do ¢ maior quando os linfocitos T CD4 + sdo inferiores a

200 células/pl. [23]

Apesar do sucesso da terapia antirretroviral as co-infegdes toxoplasmose/HIV

continuam a ser uma importante causa de mortalidade. [44]

Devido a imunossupressdo, existe muitas vezes a reativagdo da infecdo crdnica
latente, resultando frequentemente em toxoplasmose cerebral. As lesdes focais no cérebro
sdo frequentes nos individuos com a co-infe¢do toxoplasmose/HIV e, por isso, o
diagnostico devera ser clinico e laboratorial, através de serologia e com outros exames

menos invasivos como a TAC e a RM. [23]

Devido a elevada taxa de reativagdo da toxoplasmose nos individuos infetados
com HIV, deve ser efetuado o teste para detecdo da presenca de Acs anti-Toxoplasma
gondii e, nos casos positivos, os individuos deverdo ser selecionados para
quimioprofilaxia. Deverd ser realizado o tratamento adequado e adocdo de medidas
profilaticas, como as higiénicas, evitando a contaminacdo, e a infe¢do deverd ser
monitorizada. Dada a elevada prevaléncia desta coinfe¢do no continente africano e das
consequentes lesdes neuroldgicas e elevado grau de mortalidade deverdo ser
implementadas estas estratégias bem como a implementacao da terapéutica antirretroviral,

de forma a reduzir a morbilidade e a mortalidade desta populagado. [23],[45]

Vérios estudos demonstram que, nos ultimos anos, a principal forma de
transmissdo do HIV ¢ por via sexual, sobretudo em popula¢des de homens homossexuais,
ocorrendo também casos de transmissdo associada a administracdo de drogas por via

intravenosa. [46]
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O risco de transmissdo vertical em mulheres infetadas com HIV é baixo e esta
associado a imunossupressdo da mulher e elevadas cargas virais. No entanto, os recém-

nascidos devem ser seguidos e monitorizados para a toxoplasmose congénita. [25]

Ha estudos que mostram que cerca de um quarto das criangas nascidas de maes

infetadas com HIV, também se encontram infetados com o virus. [46]

Futuramente, serd importante refletir no investimento de fairmacos utilizados para
o tratamento da toxoplasmose. A investigacdo de novos compostos contra o Toxoplasma
gondii, particularmente aqueles que possam atuar nos bradizoitos, que estdo presentes nos
quistos que ocorrem nas fases cronicas terd bastante relevancia. Deverdo prosseguir-se
estudos, em modelos experimentais, que testem novos compostos ativos contra as formas

de bradizoitos mas também de taquizoitos. [47]

Considerando os dados da prevaléncia da toxoplasmose e as consequéncias da
reativagdo da infecdo, ¢ importante a necessidade de informacdo a populacdo acerca das
formas de transmissdo. Desta forma, deverdo também ser realizados investimentos na
prevencao, que poderdo evitar gastos futuros no tratamento, melhorando a qualidade e

expetativa de vida do paciente. [36]

Os individuos imunocomprometidos deverdo ser monitorizados e realizar exames
serologicos de forma periddica. Deverdo ainda ser realizados estudos com vista a

preven¢ao, mas também com o objetivo da quimiopreven¢do e imunizagao. [23]

Desta forma, atualmente existe apenas uma vacina comercializada, utilizada para
proteger as ovelhas contra abortos provocados pelo Toxoplasma gondii. Apesar do
impacto que a toxoplasmose tem em humanos, ndo existe ainda nenhuma vacina
disponivel. O principal objetivo de uma vacina humana aponta para a prevengdo de
consequéncias de toxoplasmose congénita em mulheres gravidas. Alguns estudos
demonstram que para o programa de vacinagdo ser mais eficaz, deveria ser direcionado
para raparigas adolescentes, tal como ¢ feito para o papilomavirus humano (HPV). Para
além da preven¢do da doenca congénita, os objetivos prendem-se em reduzir os quistos
tecidulares na comida proveniente de animais e reduzir a libertagdo de quistos nas fezes

de gatos. [48]
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