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Resumo

O relatério de estagio do Mestrado de Analises Clinicas da Faculdade de Farmécia da
Universidade de Lisboa esta organizado em duas partes: relatério de estagio e monografia.

O estagio decorreu no Laboratério Joaquim Chaves Saude, entre o dia 22 de abril e
11 de novembro de 2022, nos modulos Colheitas, Triagem, Hematologia Clinica, Bioquimica
Clinica, Quimica Analitica e Radioimunoensaio e Genética.

A monografia € uma revisdo da literatura com o tema “Infecdo por Citomegalovirus:
patogénese e diagndstico da infegdo congénita”. O citomegalovirus, é a principal causa de
infecBes congénitas, e concomitantemente é o fator mais comum, ndo genético, da perda
auditiva nos infantes, contribuindo, significativamente, para um atraso do neuro
desenvolvimento. Representa, assim, um grave problema de saude publica.

A transmisséo do referido virus pode ocorrer por varias vias, incluindo contacto direto
com fluidos corporais. A infecdo congénita s6 ocorre apos a infecdo materna. O risco de
aparecimento de manifestagfes clinicas aumenta com a idade gestacional. Na maioria dos
casos é assintomatica ou com sintomas inespecificos. Mesmo a exposi¢éo prévia da mée ao
virus (imunizada), ndo exclui a infecdo congénita.

Apesar da sua importancia clinica, a infecdo congénita ndo é, frequentemente,
detetada, pois apenas 10% dos infetados apresentam manifestacdes clinicas ao nascimento.
Para além gue ainda ndo ha nenhuma forma farmacolégica disponivel, a nivel clinico, para a
prevenc¢do da transmissao viral.

O diagnostico pré-natal do citomegalovirus tem um papel significativo na identificagdo
de fetos com elevado risco de desenvolvimento de sequelas. Este baseia-se na
seroconversdo de imunoglobulinas G, na reatividade das imunoglobulinas M e na possivel
avidez das imunoglobulinas G. Consoante os resultados dos testes seroldgicos, segue-se 0
algoritmo por meio de amniocenteses a 212 semana ou por um seguimento pés-natal do feto,

em particular, na detecéo de DNA viral.

Palavras-chave: Relatério de estagio, Citomegalovirus, Infecdo Congénita,

Manifestacdes Clinicas, Diagndstico
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Abstrat

The internship report for the Master Degree of Clinical Analysis at the Faculty of
Pharmacy of the University of Lisbon is organized into two parts: internship report and
monograph.

The internship took place at the Joaquim Chaves Saude Laboratory, between April
22nd and November 11th, 2022, in the modules of Phlebotomy, Screening, Clinical
Haematology, Clinical Biochemistry, Analytical Chemistry and Radioimmunoassay and
Genetics.

The monograph is a review of the literature with the theme “Cytomegalovirus Infection:
pathogenesis and diagnosis of congenital infection”. Cytomegalovirus is the main cause of
congenital infections, and at the same time it is the most common, non-genetic factor in hearing
loss in infants, contributing significantly to delayed neurodevelopment. It therefore represents
a serious public health problem.

Transmission of this virus can occur through various routes, including direct contact
with bodily fluids. Congenital infection only occurs after maternal infection. The risk of clinical
manifestations increases with gestational age. In most cases it is asymptomatic or with non-
specific symptoms. Even the mother's previous exposure to the virus (immunized) does not
exclude congenital infection.

Despite its clinical importance, congenital infection is often not detected, as only 10%
of infected people present clinical manifestations at birth. In despite, there is still no
pharmacological way available, at a clinical level, to prevent viral transmission.

Prenatal diagnosis of cytomegalovirus plays a significant role in identifying fetuses at
high risk of developing sequelae. This is based on the seroconversion of immunoglobulins G,
the reactivity of immunoglobulins M and the possible avidity of immunoglobulins G. Depending
on the results of the serological tests, the algorithm is followed by means of amniocentesis at

the 21st week or by postnatal follow-up of the fetus in the detection of viral DNA.

Keywords: Internship report, Cytomegalovirus, Congenital Infection, Clinical

Manifestations, Diagnosis
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1. Introducéo

O estagio do Mestrado de Analises Clinicas tem o intuito de desenvolver o trabalho de
equipa, bem como enquadrar e expandir conhecimentos tedricos e praticos importantissimos
para o futuro profissional.

Deste modo, as relagfes interpessoais, a destreza préatica e contetdos relacionados
com o processamento de amostras e equipamentos séo treinados e novas metodologias sédo
alcancadas.

Posto isto, o sentido de responsabilidade, a experiéncia, o profissionalismo e ética
profissional sdo mais-valias para uma posterior integracdo numa equipa laboratorial, onde é
necessario interpretar e inferir resultados de amostras, tendo em consideracdo o diagndstico
e o respetivo historial clinico do doente.

Como parte da experiéncia do estagio, acompanhei varios técnicos, os quais tém
distintas formas de trabalhar, o que me permitiu encontrar a minha forma de trabalhar sempre
procurando o mesmo desfecho.

Este relatorio de estagio tem o proposito de descrever os conteldos explorados e
adquiridos ao longo do estagio do Mestrado de Analises Clinicas, nos médulos de Colheitas,
Triagem, Hematologia Clinica, Bioquimica Clinica, Quimica Analitica e Radioimunoensaio
(RIA) e Genética que decorreram entre o dia 22 de abril e 11 de novembro, no ano letivo
2021/2022, no Laboratério Joaguim Chaves Saude (JCS).

“Com mais de 60 anos de existéncia, a JCS tem hoje uma posicdo consolidada e de
reconhecido relevo no dominio da medicina em Portugal.

Apos a criagdo do Laboratério de Andlises Clinicas Dr. Joaguim Chaves, a primeira
empresa a ser constituida, a JCS cresceu de forma sustentada no sector da salde com a
sucessiva abertura de modernas unidades em Portugal Continental, Madeira e Agores, com
particular destaque para as areas de Laboratério - Analises Clinicas, Clinicas Médicas
e Tratamento Oncolégico.

A exceléncia dos profissionais de saude, a abrangente area de intervencao clinica e
técnica e os sofisticados meios de diagndstico e terapéutica, integrados em modernas
instalacdes, afirmam a JCS como um dos mais importantes protagonistas na prestacéo de

cuidados de saude em Portugal, iniciando-se em 2014 a sua internacionaliza¢éo.” (1)
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2. Circuito analitico
O circuito analitico € todo o percurso de amostras biol6gicas que tem como finalidade
0 estudo dos seus constituintes. Divide-se em trés fases distintas: Fase Pré Analitica, Fase
Analitica e Fase Pds Analitica.

2.1 Fase Pré Analitica
Esta fase é de extrema importancia, visto que diversos estudos indicam que, até 70%
dos erros ocorrem durante a mesma (2). Necessita de cuidados na detec¢éo, classificacdo e
adocdo de medidas para a reducgdo de falhas, contribuindo, assim, para a melhoria das fases
seguintes. A participacdo de todos os profissionais envolvidos, desde quem marca as
andlises, a informacao necessaria para a preparacao do doente, a sua inscri¢do, recolha das
amostras biolégicas e o proprio transporte e conservacdao das mesmas, € muito importante

para que a monitorizagéo, prognadstico e diagndstico seja feito com o maior rigor possivel.

2.1.1 Colheita de amostras

Previamente ao ato em si da colheita, & necessario efetuar um inquérito para averiguar
o estado do doente, uma vez que este pode interferir nos resultados das analises. Passa por
determinar se o doente estd em jejum, as suas condic¢des fisiopatologicas (por exemplo a
gravidez, diabético), se esta a tomar alguma terapéutica medicamentosa, a razdo pela qual
estd a realizar as analises, se realizou algum exame com contraste imagiolodgico ou algum
exame especifico que possa interferir com os resultados. Como € o caso do doseamento do
antigénio especifico da prostata (PSA) em que a manipulacdo do aparelho urinario,
nomeadamente a cistoscopia influéncia os resultados (3). O inquérito tem como objetivo

auxiliar a validagao técnica e biopatolégica dos resultados.

A colheita de sangue compreende Varios tipos, no entanto apenas se realizou a puncao

venosa:
Tabela 1: Puncéo venosa.
o Método mais utilizado para a colheita de sangue periférico;
Puncéo o Para a realizagéo da puncéo venosa o doente deve estar
venosa deitado ou sentado numa cadeira confortavel com o braco firmemente
suportado numa mesa ou na prépria cadeira.

A puncdo venosa pode efetuar-se na fossa antecubital (veias cefalica, cefélica
mediana e basilica), no dorso da méo, na face anterior do antebraco, no dorso do pé, na

jugular externa (ato médico) (4,5).
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A veia mais usada é a cefalica mediana, pois apresenta um maior calibre, fornecendo
uma maior quantidade de sangue. Visto estar alojada nos musculos, ndo foge, sendo, por
isso, a colheita mais facil, mais rapida e menos dolorosa (4,6).

Para a execuc¢do de uma boa colheita € necessario respeitar a quantidade necesséria
de sangue, para que este esteja na propor¢cao adequada relativamente ao anticoagulante, se
for o caso. Aquando da realizacdo da colheita, a ordem pela qual se escolhem os tubos é
importante, sendo em primeiro lugar colhido sangue para o tubo de coagulagdo, seguindo
para o seco, isento de metais, Heparina de litio e Heparina de sédio e por fim o tubo para com
Acido Etileno-Diamino-Tetracético (EDTA- Ethylene Diamine Tetraacetic Acid) com e sem gel.
A garrotagem por tempo excessivo também deve ser evitada. Caso a localiza¢do da veia a
puncionar seja demorada deve-se aliviar o garrote, para que nao interfira nas andlises
(amostras hemolisadas).

A puncéo venosa pode ser feita pelo método tradicional, o da agulha e seringa, ou por

um sistema de vacuo com ou sem uso da butterfly.

Etapas para a realizacdo da colheita de sangue:

o Efetuar a chamada do utente pelo sistema operativo;
. Saudar o utente e acomoda-lo;
o Fazer a confirmacdo do nome do utente e a sua data de nascimento

(identificag&o positiva) para que ndo ocorra erro na sua identificacao;

o Preparar o material de colheita e identificar os tubos correspondentes;

o Preparar o utente, ou seja, colocar o garrote para visualizar e escolher a zona
a puncionar;

o Desinfetar a zona a puncionar com etanol e para o doseamento da alcoolémia

esta é feita com betadine;

. Efetuar a pungdo venosa.

A colheita de urina, nomeadamente, a primeira da manha € uma amostra concentrada,
0 que garante a detecdo de diversas substancias. Deve-se instruir o doente para limpar
metodicamente os genitais externos, de frente para tras na mulher e a glande nos homens,
ou a regido perineal nas criangas antes de colher a amostra (7).

Para a urina de 24 horas, tal como o préprio nome indica, a urina deve corresponder
ao conjunto de mic¢des realizadas durante 24 horas, em que a primeira urina, do primeiro dia,
deve ser rejeitada, recolhendo-se todas as outras urinas, inclusivamente a urina da manha
seguinte, para desta forma completar o ciclo de 24 horas para um recipiente fornecido pelo

laboratorio.

15
Ricardo Cruz



XXI Mestrado em Analises Clinicas
Relatério de estagio

Tubos de colheita utilizados

Para uma realizacdo correta de andlises é necesséario conhecer os tubos utilizados,
guais as suas utilidades e qual o seu contetdo. No laboratério sdo utilizados os tubos que
contém EDTA com e sem gel, Citrato de sédio, tubo seco (incluindo tubos isentos de metais),
Heparina de litio e Heparina de sodio e tubos de plastico inerte para a andlise de liquidos (por

exemplo as urinas tipo Il).

Tabela 2: Tubo com EDTA e Heparina de litio.

Hemograma, Hemoglobina glicada, Esfregago sangue periférico, Velocidade

de sedimentacdo, Doseamento dos Imunossupressores

O EDTA atua atraves da formagéo de um complexo com i6es calcio, formando
um sal néo ionizavel. E o anticoagulante recomendado para o setor da Hematologia
por ser o que melhor preserva a morfologia das células sanguineas (8).

Os tubos com Heparina de litio sdo utilizados para o doseamento da albumina
glicada para o controlo da diabetes mellitus. Quando ndo é possivel recorrer a
hemoglobina glicada, nomeadamente nos casos com hemoglobinopatias, gravidez e
doengas renais cronicas (9).

Tabela 3: Tubo com Citrato de sédio.

Coagulacéo

7

O Citrato de sodio é o anticoagulante de eleicdo para os estudos da
coagulagéo, visto que o seu efeito pode ser facilmente revertido com a adi¢do de
calcio durante as analises de coagulagdo. Atua ao combinar-se com o calcio no
sangue formando assim um composto de célcio ndo ionizado, inibindo desta forma a
cascata de coagulacdo. Assim sendo, permite obter o plasma necesséario para a

realizacdo dos testes da coagulacdo (10).
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Tabela 4: Tubo seco, tubo com Heparina de sédio e tubo com EDTA gel.

Bioquimica e Imunologia

Tubo Seco

O ativador da coagulacdo presente no tubo seco precipita a ativacdo da
cascata da coagulacdo e consequentemente diminui o tempo de formacdo do
codgulo, permitindo a separacdo do soro (11). Utiliza-se diretamente nos

equipamentos automatizados.

Tubo com Heparina de sodio

A heparina vai atuar como um anticoagulante ao potenciar a formacdo do
complexo antitrombina e os fatores de coagulacdo da serina protéase ativados.
Inibindo a trombina, fator X e por consequéncia a cascata da coagulacdo. Tem como
finalidade a realizacdo de técnicas de Citogenética, permitindo a andlise e
classificagdo de cromossomas (6,12).

Tubo EDTA gel

O gel presente nos tubos com EDTA formam uma resistente barreira entre os

componentes celulares do sangue e o plasma obtidos na centrifugagédo (13).

Utilizando o plasma, por exemplo, para o doseamento da hormona

adrenocorticotropica (ACTH).

2.1.2 Transporte e rece¢do de amostras

As amostras chegam dos diversos postos e laboratérios ao longo do dia. Séo
entregues a sala de triagem, devidamente acondicionadas, onde se procede a observacao,
avaliacdo e a entrada no sistema informatico das amostras, com a finalidade de as aceitarem
ou rejeitarem, caso seja necessario. No fim do processo séo enviadas para as restantes areas
do laboratorio.

O seu acondicionamento € feito através de uma embalagem hermeética, estanque e
inquebravel com protecdo da exposicdo direta da luz. A embalagem tem compartimentos

refrigerados (entre 2 a 12° centigrados) e a temperatura ambiente.
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Critérios de rejeicdo de amostras:

Tabela 5: Critérios de rejeicdo de amostras e possiveis medidas corretivas.

Principais ocorréncias Medida corretiva
o Amostra coagulada;
. Amostra hemolisada;
. Amostra com  volume
incorreto;
. Amostra colhida em o
o Rejeicdo da amostra e

tubo/material incorreto (urinas que . _
_ - consequente pedido de nova colheita.
ndo deviam estar acidificadas, por
exemplo);

° Amostra acondicionada de
forma incorreta  (tubos  sujos,

partidos);

2.2  Fase Analitica

Esta fase é bastante automatizada, e por isso € necesséario prestar uma atengéo
cuidada quanto ao funcionamento dos equipamentos, e quanto ao processamento das
amostras nos mesmos. Assim, 0s equipamentos devem encontrar-se devidamente calibrados
e controlados para o seu bom funcionamento.

Antes de todos o0s parametros serem avaliados, nenhum equipamento é colocado
“online”, de modo que nenhuma amostra seja analisada sem que o controlo da qualidade
tenha sido validado. A excecéo, por exemplo dos equipamentos de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) em que os controlos sao feitos ao mesmo tempo que as amostras. No
fim da técnica consoante os valores dos controlos esta € validada ou néo.

Apesar da maior parte das andlises serem executadas de forma automatizada, os
Técnicos Superiores de Diagnoéstico e Terapéutica tém o dever de possuir conhecimentos
tedricos que lhes permita solucionar qualquer problema existente e perceber se os resultados
estdo em conformidade ou nao, visto que 0s equipamentos nao utilizam métodos totalmente

infaliveis.

2.2.1 CORE
O CORE abrange as areas de Hematologia Clinica, Imunohematologia, Bioquimica

Clinica, Alergologia, Eletroforeses e a validacao dos resultados.
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2.2.1.1 Hematologia Clinica

A Hematologia Clinica, é responsavel pelo estudo do sangue e por todos 0s seus
componentes e tecidos hematopoiéticos, incluindo o dominio de Imunohematologia.

Assim, este ramo da medicina auxilia o diagnéstico de diversas patologias
hematolégicas permitindo o combate a estas, cedendo informacdes fulcrais para a
monitorizacdo e o tratamento dos doentes afetados. Este tipo de patologias pode provocar
danos muito graves, sendo que 0 seu diagndstico € indispensavel para que os doentes
possam receber a terapia adequada, melhorando o seu bem-estar (6).

Esse estudo é feito através de:
. Hemogramas, que fazem a andlise dos glébulos vermelhos, glébulos brancos,

plaguetas e alguns dos seus precursores medulares, nomeadamente reticul4citos;

o Observacéo de esfregacos de sangue periférico;

° Estudo da coagulagéo;

° Teste de Velocidade de Sedimentacgéo Eritrocitaria;

° Grupo sanguineo, fendtipo, pesquisa de anticorpos irregulares e identificacao
dos mesmos.

Objetivos

1. Identificacdo do tipo de produto biolégico necessario a execucdo de cada

parametro;
2. Conhecimento das condi¢fes exigidas para a obteng&o dos diferentes produtos

bioldgicos, de acordo com os requisitos da manipulacao;

3. Conhecimento das condi¢des de separacdo e armazenamento dos diferentes
produtos biolégicos, de acordo com os requisitos de manipulacao;

4. Execucéo dos parametros de Hematologia basica;

5. Execucgéo de metodologias relacionadas com o diagndstico e a monitorizacao
de doencgas hemato-oncolégicas;

6. Execucédo de metodologias relacionadas com o diagnéstico e a monitorizacao
de patologias trombdéticas e hemorragicas;

7. Manuseamento, tratamento e interpretacdo dos resultados das amostras de

controlo da qualidade interno e de avaliacdo externa da qualidade.
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Esta seccdo do CORE é composta por varios equipamentos, tendo como objetivo o de
auxiliar na monitoriza¢do, progndéstico e diagnodstico do clinico, que s&o: Sysmex-9000,
composto por quatro Sysmex XN-10 (realiza os hemogramas), SP-10 (responséavel pela
execucdo dos esfregacos de sangue periférico e da coloracdo) e DI-60 (Cella Vision
responséavel pela identificac@o das células presentes nos esfregagos). Dois Sta R Max (para
o estudo da coagulagao), o Interrliner XN FRL (determinacdo da velocidade de sedimentacéo),
Cobas c513 (responsavel pelo doseamento das hemoglobinas glicadas) e o Ortho Vision Max
(Imunohematologia).

2.2.1.2 XN-10
O CORE utiliza quatro equipamentos automatizados, capazes de efetuarem contagens
diferenciais celulares, auxiliando a monitorizacdo, progndstico e diagnéstico baseado no

estudo e na analise das células sanguineas, sendo totalmente automatizado.

Principios

Eritrocitos e Plaquetas: Medicdo da Impedancia com focagem hidrodinamica

A contagem de eritrécitos e das plaguetas é realizada com base no principio de
impedancia elétrica, o que significa que na micro-abertura da passagem do sangue existe um
campo elétrico. A medida que os eritrocitos e as plaquetas passam pela micro-abertura, é
observada uma resisténcia elétrica, a impedancia, criada entre dois elétrodos situados em
extremidades opostas dessa micro-abertura (14,15).

O campo elétrico é constante, 0 que significa que quando ocorre a passagem das
células nessa micro-abertura havera uma alteragcdo nesse mesmo campo, provocando uma
resisténcia reconhecivel pelo equipamento (14,15).

Assim, a resisténcia elétrica é proporcional ao tamanho das células, ou seja, os
elementos sanguineos maiores (eritrocitos) geram uma maior impedancia, enquanto células
mais pequenas (plaguetas) geram uma impedancia menor. Esta diferenciagdo de
impedancias € possivel, visto que € medida em funcao do tempo que os elementos levam
durante a passagem pela micro-abertura. Esta variacdo de tempo/impedancia é convertida
em pulsos, que sao expressos graficamente pelo equipamento (14,15).

Desta forma, o equipamento consegue diferenciar estes dois tipos de elementos
sanguineos, dando um nimero absoluto e em percentagem, da quantidade de eritrocitos e de
plaguetas (14,15).
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Leucdcitos (contagem diferencial): Citometria de Fluxo por Fluorescéncia

A citometria de fluxo usa um laser semicondutor que quantifica e qualifica as células.
Este, irradia-as com um feixe de lazer de 633 nm e analisa a luz dispersa direta (FSC), luz
dispersa lateral (SSC) e luz fluorescente lateral (SFL). A intensidade dos dois tipos de luz
dispersa (FSC e SSC) reflete a estrutura da superficie celular, a forma das particulas, a forma
do nucleo, o indice de refracéo e a refletividade das células. Em geral, o sinal do FSC é mais
forte para células de maiores dimens@es e o sinal do SSC intensifica-se a medida que as
estruturas intracelulares se tornam mais complexas. A intensidade da SFL reflete,
principalmente, o tipo e a quantidade de &cidos nucleicos e organelos celulares. Esses trés
sinais sdo usados para diferenciar e contar glébulos brancos, glébulos vermelhos nucleados,
reticuldcitos e plaguetas, e para detetar células anormais e células imaturas com a ajuda de
algoritmos e tecnologia digital exclusivos (15).

Método de detecdo de Hemoglobina SLS

O método SLS-hemoglobina (HB) utiliza sulfato lauril de sédio, livre de cianeto (SLS)
para medir a concentracdo da HB. O mecanismo de reac¢do do método SLS-HB € o seguinte
(16):

1. Reacdo hemolitica entre SLS e a membrana dos globulos vermelhos:
e O SLS liga-se a membrana dos glébulos vermelhos por ligacdo i6nica e
parcialmente por ligacdo hidrofébica. Isso leva a solubilizacdo dos fosfolipidios da

membrana, libertando a HB do interior dos glébulos vermelhos.

2. Alteracdo na estrutura tridimensional da globina pelo SLS:
. A HB livre, libertada pela hemdlise, sofre uma alteracéo na sua estrutura

tridimensional devido a ligacao entre o grupo hidrofébico do SLS e a globina.

3. Oxidacao do grupo heme pelo oxigénio:
o Simultaneamente, com a mudanca na estrutura tridimensional da
globina, o grupo heme divalente é facilmente alterado para ferro trivalente pelo

oxigénio ligado ao grupo heme ou ao oxigénio dissolvido.

4. Ligacgdo do SLS:
o Os grupos hidrofilicos de SLS ligam-se ao grupo heme trivalente para

formar SLS-HB estavel.
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2.2.1.3 Hemograma

O hemograma tem a finalidade de fornecer informacdes resultantes do exame das
células sanguineas, ou seja, da contagem do numero total de glébulos vermelhos, leucdcitos
e plaquetas, e da contagem diferencial de leucdcitos (6).

De acordo com o estudo da funcdo hematoldgica, a avaliagdo das caracteristicas
gquantitativas e qualitativas dos elementos celulares sanguineos é fundamental, uma vez que
€ um coadjuvante indispensavel no diagnéstico e no controlo evolutivo das doencas
infeciosas, das doencas crénicas em geral, das emergéncias médicas cirdrgicas e
traumatolégicas, e no acompanhamento de quimioterapia e radioterapia (6).

Por vezes séo utilizadas outras ferramentas que auxiliam e complementam o estudo
da morfologia deste tipo de células. Nestes casos, 0s hemogramas podem vir acompanhados
de um esfregago de sangue periférico realizado com o intuito de confirmar ou esclarecer os
resultados de alguns parametros estudados.

O hemograma analisa e avalia diversos parametros hematoldgicos sendo composto

pelo eritrograma, leucograma e plaguetograma (6).

Eritograma
O eritrograma destina-se ao estudo dos eritrécitos indicando o resultado de diversos
parametros:
e Numero Total de Glébulos Vermelhos (GV);
e Concentracdo de HB;
e Hematécrito (HT);
e Volume Globular Médio (VGM);
e Hemoglobina Globular Média (HGM);
e Concentragdo Média de Hemoglobina Globular (CMHG);

e indice de Distribuicdo Eritrocitario (RDW).

Numero Total de Globulos Vermelhos (GV)

A contagem de eritrdcitos indica o valor do nimero de GV por x10%?/L de sangue (6).

Este par@metro hematoldgico indica se existe uma eritrocitose, ou seja, se 0 humero
de eritrécitos se encontra acima dos valores de referéncia, uma eritropénia, em que o nimero
de eritrécitos se encontra abaixo dos valores de referéncia ou um namero de eritrdcitos entre
os valores normais de referéncia (6).

Os valores de referéncia encontram-se entre 4,31 e 6,40 x10%/L de sangue nos
homens e 3,85 e 5,20 x10'?/L nas mulheres (17).
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Concentracdo de Hemoglobina

A HB corresponde ao componente principal do eritrdcito. Este parametro hematolégico
indica a concentracdo de HB no sangue, expresso em gramas/decilitro (g/dl) de sangue (6).

E uma proteina pigmentada que ocupa cerca de um terco do volume total da célula e
que tem como fungao o transporte de oxigénio dos pulmdes para os tecidos (6).

Valores baixos de HB séo indicadores de uma anemia (6).

Os valores de referéncia encontram-se entre 13,6 e 18,0 g/dl nos homens e 11,5 e
16,0 g/dl nas mulheres (17).

Hematdcrito (HT)

E a medic&o da percentagem de volume de GV em relag&o ao volume de sangue total.
O hematécrito reflete estreitamente os valores da HB e dos eritrécitos. A observacdo de
valores anormais indica os mesmos estados patoldgicos sugeridos por anormalidades na
contagem de eritrécitos e nas concentracdes de HB. Os valores reduzidos indicam uma
hemodiluicdo e uma hemoconcentracdo com os valores aumentados (6). E determinado a

partir da seguinte formula:

_VGM x GV
B 10
Os valores de referéncia encontram-se entre 39,8 e 52% no homens e 34,7 e 46%

(0,398 a 0,520 e 0,347 a 0,460 respetivamente) (17).

HT

Indices eritrocitarios

Volume Globular Médio (VGM)

Este parametro hematolégico indica o volume médio dos eritrGcitos expresso em
fentolitros (fL), dando indicacdo acerca do seu tamanho (macrocitose e microcitose) (6).

Valores elevados podem indicar o défice de &cido félico e de vitamina B12
caracteristicos de uma anemia megaloblastica e de uma anemia perniciosa (anemias
macrociticas). Ainda, uma das causas para este aumento sd0 as anemias nao
megaloblasticas que tém como origem, por exemplo o alcool e drogas citotoxicas. Por outro
lado, valores diminuidos podem indicar que existe uma anemia ferropénica e que o doente
pode ter défice de ferro ou hemoglobinopatias (6).

Os valores de referéncia encontram-se entre 80 e 97 fL (17).
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Hemoglobina Globular Média (HGM)

Este indice eritrocitério indica o peso médio da HB nos eritrocitos, sendo expresso em
picogramas (pg), podendo saber-se, assim, a concentra¢do que cada eritrocito tem (6). E

determinado atraveés da seguinte formula:

HB x 10
GV

HGM =

Desta maneira, quando os eritrécitos sdo normocrémicos a sua quantidade esta
compreendida entre os valores normais, sao hipocromicos quando a quantidade de HB nos
eritrécitos é reduzida (6).

A hipocromasia pode auxiliar na distingdo entre anemias, visto que € caracteristica de
algumas delas, nomeadamente as anemias por défice de ferro (6).

Os valores de referéncia encontram-se entre 25 e 34 pg (17).

Concentracdo Média da Hemoglobina Globular (CMHG)

A CMHG indica a concentracdo de HB no eritrocito, relacionando-se a quantidade de
HB e o volume do eritrdcito (6).

Um valor abaixo do normal é caracteristico das anemias hipocrémicas. Se a CMHG
for superior a 36,0 g/dl é de suspeitar aglutininas frias, esferocitose ou de outro fator que altere
o resultado, como por exemplo um coagulo (6).

E calculado pela seguinte férmula:

CMHG = HB
" HT

Os valores de referéncia encontram-se entre 32,0 e 36,0 g/dl (17).

indice de Distribuicdo Eritrocitario (RDW- Red Cell Distribution Width)

O RDW representa o indice de variagcdo do tamanho dos eritrocitos. Se o seu valor for
superior a 15% indica anisocitose, isto é, eritrocitos de diferentes tamanhos. Variagdes na
amplitude de distribuicdo dos eritrécitos podem ser Gteis na classificacdo de certos tipos de
anemias (6).

E calculado diretamente através do VGM, por comparac&o com valores estatisticos da
distribuicdo normal de eritrocitos (SD), permitindo que, desta forma, seja possivel verificar a

presencga/auséncia de anisocitose.
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Reticulocitos

A contagem do numero de reticulécitos no sangue periférico é bastante til e oferece
informacfes importantes acerca da atividade da medula, ou seja, se um doente estiver com
uma anemia tera um défice de HB e a medula vai responder de acordo com as necessidades
do organismo (6).

Assim, vai tentar produzir mais eritrocitos para compensar a anemia e estes séo
lancados ainda na sua forma imatura, dai a contagem de reticuldcitos ser importante para
observar se a hematopoiese esta ou ndo a ser realizada de forma correta, em resposta ao
défice de HB. Este pardmetro é importante em casos de anemia ferropénia e na distingédo
entre anemias regenerativas (reticulocitose elevada) e arregenerativas (ndo apresentam
reticulocitos aumentados). O resultado € expresso em percentagem (%) e em ndamero
absoluto de reticuldcitos traduz-se por uma relagdo com o numero total de eritrcitos (6).

Os valores de referéncia encontram-se entre 0,5 e 2,5% e o nimero absoluto encontra-

se entre 50 e 150x10°%/L (6).

Leucograma

O leucograma destina-se ao estudo, qualitativa e quantitativamente, dos leucécitos (6).

Contagem de leucécitos

Consiste na contagem do nimero de glébulos brancos por x10°%/L (6).

Os valores normais da contagem de leucécitos, dependendo de diversos fatores como
a idade (adulto) ou o estado patol6gico do doente, situam-se entre 4,0 e 10,0 leucdcitos por
x10%L (17).

Posto isto, quando o nimero de leucdcitos se encontra acima de 10 x 10%L existe uma
leucocitose e quando o nimero de leucécitos se encontra abaixo de 4,0 x 10% L existe uma

leucopenia (6).

Contagem diferencial de leucdcitos
O resultado pode ser expresso em numero absoluto por litro e/ou em percentagem
(17).
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Tabela 6: Valores normais da férmula leucocitaria.

Tipo de leucdcito Numero absoluto
e Neutrdfilos 1,5-8,0 x 10°%/L
e Eosinofilos 0,0-0,3 x 10%L
e Basofilos 0,0-0,3 x 10%L
e Linfocitos 0,8-4,0 x 10%L
e Mondcitos 0,2-0,8 x 10%/L

A interpretagéo dos resultados deve basear-se e incidir nos valores absolutos, porque
apesar de algum tipo de leucdcito estar alterado percentualmente, pode estar dentro do
intervalo de referéncia (6).

Se algum parametro estiver fora dos valores de referéncia, a analise dos resultados
deve ter em conta o tipo de leucocitos alterado, bem como a sua quantificagéo (6).

Em casos de leucocitose, o doente pode apresentar lesdes tecidulares, hemorragias
ou até mesmo algum tipo de leucemia (6).

Por outro lado, uma leucopenia pode traduzir uma faléncia a nivel da medula 6ssea ou

infecBes através de virus, bactérias ou proveniente da quimioterapia (6).

Trombocitograma

O trombocitograma destina-se ao estudo das plaguetas quanto ao numero
(plaquetdcrito), volume plaquetar médio e indice de distribui¢éo (6).

Os valores normais de contagem das plaquetas situam-se entre 140,0 e 400,0
plaguetas por x10°%L de sangue (17).

Valores acima de 400,0 plaguetas por x10%L de sangue indicam uma trombocitose e
valores abaixo de 140,0 plaquetas por x10°%L de sangue indicam trombocitopenia (6).

No primeiro caso, pode dever-se a disturbios mieloproliferativos, como por exemplo
leucemias ou linfomas e inflamacdes (6).

Uma trombocitopenia pode dever-se a uma faléncia da medula éssea incapaz de
formar plaquetas, destruicdo plaquetaria aumentada, plaquetas gigantes, agregados

plaquetérios, linfomas, leucemias e tratamento farmacoldgico (6).
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2.2.1.4 Esfregaco de sangue periférico

O esfregaco de sangue periférico oferece aos Patologistas Clinicos, um aspeto geral
(forma, tamanho, cor, inclusées) de todos os elementos sanguineos (eritrocitos, leucacitos e
plaquetas) quando observado ao microscopio 6tico, assim como de alguns elementos que 0s
originam. Para quem observa um esfregaco, € necessario dominar conhecimentos tedricos e
praticos de Hematologia, para desta forma conseguir compreender 0 que estad exposto no
esfregaco (6,18)

Para além disso, deve-se ter sempre em conta o historial clinico de cada doente, visto
que este pode tornar-se um dos elementos mais importantes para o diagndstico correto de
certas patologias.

Os esfregacos de sangue periférico sao realizados com sangue total contido em tubos
de colheita com EDTA.

Na Secc¢éo de Hematologia (SP-10) s&o realizados esfregacos em diversas situagoes
(anexo I). Os esfregacos vao servir como material de apoio na validagéo de resultados ou no

auxilio ao diagnéstico de patologias.

Coloracéo

No CORE, as coloracdes séo feitas pelo equipamento SP-10. Estas tém o objetivo de
auxiliar a visualizacao de esfregacos de sangue periférico e esfregacos de liquidos bioldgicos,
ao porem em evidéncia substancias quimicas nas células ou ainda a atividade de um sistema
enzimético (6,19).

Assim, nas coloragfes citoquimicas visualizam-se substancias intracelulares que
apresentam cores especificas, sendo observaveis ao microscopio 6tico. Este tipo de
coloracdes é favorecido por uma reagdo quimica, como € o exemplo da coloragdo de May-
Grunwald-Giemsa.

Esta coloragdo consiste na utilizagdo de dois corantes diferentes, May-Grunwald e
Giemsa. O corante May-Grunwald é uma mistura de eosina, azul-de-metileno e metanol, que
quimicamente se transforma em eosinato de azul-de-metileno e que ira fixar o esfregaco. O
corante Giemsa consiste numa mistura de azur Il e eosinato de azur Il (19).

Estes dois corantes pertencem ao grupo dos corantes de Romanowsky, os mais
comuns e universalmente empregues. O seu principio baseia-se na afinidade das estruturas
celulares para o corante, dependendo do pH destas ultimas. Esta coloracdo permite a
obtencdo de bons resultados (uma grande quantidade de estruturas coradas e uma boa

diferenciagdo de estruturas) (19).
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2.2.1.5 Interrliner XN FRL

O Interrliner XN FRL é o equipamento utilizado no CORE para a execugdo da
velocidade de sedimentacio eritrocitaria (VSE). E utilizado para analises de amostras de
sangue total colhido em tubos de EDTA.

Os resultados sdo obtidos a temperatura de 18°C, através do método Westergren, com
a analise automatica apos 30 a 60 minutos (20).

A leitura é feita nas pipetas de sedimentacdao Westergren, através de um sensor 6ético
que se move ao longo das mesmas. O sensor I1é a absor¢ao de luz infravermelha através das

diferentes fases de sedimentacéao (20).

Velocidade de Sedimentacdo Eritrocitaria

Primeiramente, ocorre a formacédo de agregados eritrocitarios, devido a agcédo da
gravidade, que vao descendo ao longo do tubo, para que em seguida ocorra a fase de
compressao (6).

O sangue nao pode estar coagulado nem hemolisado, sendo que a VSE é determinada
com base na distancia da porgéo superior dos eritrocitos sedimentados até a porgéo superior
do plasma, expressa em milimetros (mm) por hora (6).

Existem alguns fatores que podem interferir no tempo de sedimentacéo, tais como o
volume, a forma e a densidade dos eritrécitos. Outros fatores associados prendem-se com o
anticoagulante utilizado, vibragc&o ou até mesmo com a inclinagio do tubo. E importante que
este tenha a quantidade suficiente de amostra, para que a leitura seja executada de forma
correta (6).

Esta prova tem o intuito de auxiliar o diagnéstico do doente numa doenca infeciosa,
inflamatdria ou neoplasica (6).

O estudo da velocidade de sedimentacéo pode ser expresso numa curva em forma de

S, constituida por trés fases:

o 12 fase (parte inicial de descida muito lenta): corresponde a formacao

de agregados eritrocitarios;

° 22 fase (parte intermédia de descida rapida): rapida descida dos
empilhamentos (rouleaux);
. 32 fase (parte final de descida lenta): fase de compresséo devido ao

empacotamento dos rouleuax no fundo da pipeta.
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Tabela 7: Valores de referéncia da velocidade de sedimentacéo.

Sexo Valores de referéncia (mm/hora)
Masculino <10
Feminino <15

2.2.1.6 Cobas c513

O cobas c513 é responsavel pelo doseamento da hemoglobina glicada (HBALc). A
HBAlc resulta da fixacdo ndo-enzimética da glicose a HB (ndo se deve confundir com
glicosilagéo, que significa que a fixacdo é resultante de uma reacdo enzimatica). A HBA
representa cerca de 95-97% da HB presente num adulto normal. Esta subdivide-se em
diversas frages, sendo uma delas a HB glicada (fragdo Alc). A concentracdo desta fracdo
da HB reproduz a média dos niveis de glicemia entre 60 e 90 dias, aquando da realizacdo da
andlise. Esta média é possivel, porque a glicacdo da HB é um processo irreversivel que ocorre
lentamente durante toda a sobrevida dos eritrdcitos (cerca de 120 dias) (6,21).

A intensidade da glicacdo depende diretamente do valor da glicemia, do tempo de
exposicao dos eritrocitos a glicose, variando de igual forma entre diferentes doentes. Diversos
artigos cientificos tém confirmado a utilidade da determinacéo da HBA1c para avaliar o nivel
de controlo da glicemia nos doentes diabéticos. Deste modo, a quantificacdo da HBAlc é
muito utilizada para monitorizar a eficacia da terapéutica aplicada a doentes com diabetes,
bem como para verificar a adaptacéo do doente a terapia proposta (6,21).

A determinacdo da HBAlc, pelo c513, é baseada num imunoensaio de inibicdo
turbidimétrica com o sangue total hemolisado (21).

Inicialmente, adiciona-se o reagente R1 (tamp&o/anticorpo) de modo a reagir com a
glicohemoglobina, formando complexos antigénio anticorpo sollveis. Visto que o local
especifico para o anticorpo anti-HBALc esta presente apenas uma Unica vez na molécula de
HBAlc, ndo héa lugar para a formagdo de complexos insollveis. E entdo adicionado um
segundo reagente R2 (tampéao/polihapteno) de modo que os polihaptenos reagem com o
excesso de anticorpos anti-HBAlc, formando um complexo anticorpo polihapteno insoluvel

gue pode ser determinado turbidimetricamente (21).

2.21.7 Sta R Max
O Star R Max € um analisador totalmente automatico de coagulagéo sanguinea.
A amostra para andlise € o plasma de sangue humano com anticoagulante adicionado

(Citrato de sédio), previamente centrifugado.
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Os parametros mais estudados neste equipamento incluem o Tempo de Protrombina
(TP), Tempo da Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa), doseamento do fibrinogénio e dos
demais fatores da coagulacéo.

Hemostase e coagulacdo sanguinea

A hemostase baseia-se huma sequéncia de reacfes que levam ao controlo de uma
hemorragia, a partir de um vaso lesado, sendo que o equilibrio entre mecanismos coagulantes
e anticoagulantes é fundamental e caracteriza todo o sistema hemostatico 6).

O sangue circula de forma normal através dos vasos sanguineos percorrendo todo o
organismo. No entanto, quando existe uma lesdo de um vaso sanguineo possuimos um rapido
mecanismo e equilibrado capaz de controlar a hemorragia sem que se formem grandes
coagulos que comprometam a circulagcdo sanguinea, mas que reparem a lesao e que 0s
remova apoés a resolucao do problema (6).

Assim, o sistema hemostéatico tem como finalidade a defesa do organismo preservando
a integridade da circulagdo sanguinea, impedindo perdas de sangue que poderiam ser
prejudiciais e letais para o ser humano 6).

Este processo € regulado por diferentes mecanismos, sendo ativado apds ocorrer a
lesdo de um vaso sanguineo. Esta dependente de interacdes entre o endotélio vascular, as
plaquetas e, ainda, entre os processos de coagulagéo e a fibrindlise (6).

Este sistema é composto por trés fases fundamentais, para que o equilibrio

hemostatico ndo seja comprometido (6):

. Hemostase primaria;
o Hemostase secundaria (coagulagéo);
. Hemostase terciéria (fibrindlise).

Hemostase primaria

Este processo estd dividido em dois mecanismos principais: contracdo vascular e a
agregacao plaquetar. A contragdo vascular é resultante da constricdo dos musculos lisos das
paredes dos vasos (6).

A agregacdo plaguetéria ocorre quando um vaso sanguineo esta danificado, ficando o
tecido conjuntivo de revestimento exposto. As plaquetas aderem as fibras de colagénio do
tecido conjuntivo, libertando difosfato de adenosina (ADP), catecolminas (adrenalina) e fator

plaquetar Il (6).
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Todo este processo faz com que as plaquetas adiram umas as outras, levando a
acumulacdo de uma grande quantidade de plaquetas, originando assim um rolhdo plaquetario.
A formacéo do rolhdo plaquetario é muito importante para manter a integridade do aparelho

circulatorio (6).

Hemostase secundéria

Quando um vaso sanguineo esta danificado, ocorre a formacdo de codgulos. Um
coagulo sanguineo é uma rede de fibras proteicas (fibrina), que retém células sanguineas. A
formacdo de um codgulo sanguineo depende de um conjunto de proteinas existente no
plasma, chamadas fatores da coagulacdo. Normalmente, os fatores da coagulagéo estdo num
estado inativo ndo causando coagulacdo. S6 depois de uma ferida € que séo ativados (6).

A ativacdo das proteinas da coagulacdo pode ser resumida em 2 fases principais:

) 12 fase: formacg&o da tromboplastina tecidular;

o 22 fase: formacéo da trombina sob o efeito da tromboplastina.

Via extrinseca

Esta via requer a ativacdo da tromboplastina tecidular (proteina transmembranar), que
é libertada quando ocorre uma leséo endotelial. A tromboplastina tecidular forma um complexo
com os iBes de calcio e com o fator VIl, o qual é ativado formando Vlla. O complexo
tromboplastina-fator Vlla converte a enzima inativa X em Xa. Esta, na presenca de ides de
calcio, fosfolipidos e fator Va converte a protrombina em trombina (6).

Os valores do Tempo de Protrombina (TP) refletem a atividade dos fatores da via
extrinseca (fator VII) e da via comum (fatores X, V, protrombina e fibrinogénio) do sistema da
coagulacédo, que sao sintetizados no figado. Os resultados do TP sdo reportados em tempo
(segundos) e sob a forma de Razdo Normalizada Internacional (INR), que é calculada em
funcdo do indice de Sensibilidade Internacional (ISI) da tromboplastina tecidular utilizada,
tendo como objetivo que os resultados de todos os laboratérios sejam comparaveis entre si,
independentemente do tipo de reagente utilizado. Os valores do INR s&o utilizados para
monitorizar a terapéutica com anticoagulantes orais antagonistas da Vitamina K, por exemplo,
varfarina e acenocumarol (6).

A determinagd@o do TP baseia-se no tempo de formacdo do coagulo de fibrina numa
amostra de plasma citratado, na presenca de uma tromboplastina tecidular calibrada, quando

se adiciona uma quantidade adequada de cloreto de calcio.
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O INR é criado de forma a facilitar a monitorizagdo de doentes com terapéuticas
anticoagulantes, apresentando uma aplicabilidade a nivel mundial. Os valores de INR séo
obtidos através da férmula:

INR = ( TP doente )ISI

TP controlo

Em que ISI representa o indice de Sensibilizac&o Internacional da tromboplastina, que

¢é fornecido na bula do reagente, diferindo de lote para lote (6).

Valores de referéncia:
) TP: 10,5-14 segundos;
° Percentagem: 70-100;
. INR: 1-1,30.

Via intrinseca

O seu inicio deve-se a ativagéo do fator XII. No interior dos vasos, este contacto ocorre
geralmente ao nivel de uma falha no revestimento vascular endotelial, onde o colagénio fica
exposto. O fator Xlla converte o fator Xl em Xla, que por sua vez converte o fator IX em |Xa.
O fator IXa transforma o fator X em Xa com auxilio do fator Vllla e dos fosfolipidos
plaquetarios, na presenca de ibes célcio (6).

Os valores do Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa) refletem a atividade
dos fatores de coagulacao do sistema intrinseco (fatores VIII e IX) e da via comum (fatores X,
V, protrombina e fibrinogénio). O TTPa néo ¢ afetado pela deficiéncia do fator VII, sendo mais
sensivel aos fatores VIII e IX do que as alteracbes presentes na via comum. Os seus
resultados séo reportados em tempo (segundos) e sob a forma de raz&do, em funcdo de um
plasma controlo normal (6).

A determinacado do TTPa tem o seu maior valor semiolégico no rastreio e diagnéstico
das deficiéncias hereditarias e adquiridas dos fatores do sistema intrinseco e da via comum,
assim como na monitoriza¢ao da terapéutica anticoagulante com heparina ndo fracionada (6).

E de salientar que o TTPa, assim como o TP, sdo testes de screening sendo que a
obtencdo de resultados dentro dos intervalos de referéncia ndo anula a possibilidade de
existéncia de um distarbio hemorragico, pois podem ocorrer resultados normais num utente
com uma deficiéncia parcial num determinado fator (6).

Valores de referéncia: 22-31 segundos.
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Figura 1: Modelo da cascata da coagulacéo (22).

Fibrindlise
O processo fisiolégico conhecido por fibrindlise, tal como a coagulagdo, é uma
resposta hemostéatica normal a lesdo vascular, que consiste na dissolugdo da fibrina. E
constituido por uma série de proteinas (ativadoras e inibidoras), produzidas essencialmente
pelo figado, endotélio vascular e plaquetas com o objetivo de dissolver o coagulo (6).
Este processo desenvolve-se em duas etapas (6):
1. Ativacao da plasmina;

2. Dissolucdo do coagulo de fibrina pela plasmina.

O Tempo de trombina (TT) mede o tempo de transformacao do fibrinogénio em fibrina.
O ensaio consiste na adicdo de trombina purificada ao plasma, que catalisa a transformacéao,
sendo o tempo de coagulacédo dependente da concentracédo e atividade do fibrinogénio. O TT
é util, como teste de screening da presenca de heparina numa amostra. A presenca de
heparina inibe a atividade da trombina logo prolonga o TT, acontecendo o mesmo quando
existem anomalias funcionais de fibrinogénio (disfibrinogenemia), deficiéncias quantitativas
de fibrinogénio (afibrinogenemia, onde ha uma auséncia completa de fibrinogénio, e
hipofibrinogenemia, provocada pela reducdo da concentracdo de fibrinogénio), niveis

elevados de produtos de degradacéao da fibrina e niveis elevados de fibrinogénio (6).
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2.2.1.8 Ortho Vision Max
O Ortho Vision Max € o equipamento utilizado para todos os testes, no ambito da
Imunohematologia feitos no laboratdrio, nomeadamente a determinagcdo dos grupos
sanguineos ABO/Rh, dos fenoétipos Rh- Subgrupos + Kell, do grupo sanguineo em recém-
nascidos, pesquisa de anticorpos irregulares e identificacdo dos anticorpos irregulares.

Determinacgéo dos grupos sanguineos ABO/Rh

O sistema ABO € o sistema mais importante na préatica transfusional, devido a sua
imunogenicidade, sendo que a qualidade e seguranca dos testes realizados devem ser
estritamente assegurados. Incompatibilidades do sistema ABO podem originar graves
hemdlises intravasculares, bem como outras manifestacdes de reacdes transfusionais agudas
(23,24).

A classificagdo dos fenotipos ABO eritrocitarios correspondem a presenca e/ou
auséncia dos antigénios A e/ou B na membrana dos eritrocitos de um individuo. Os individuos
formam naturalmente anticorpos contra os antigénios (Ags) que nao estao presentes nos seus
préprios eritrocitos, podendo estes serem detetados no soro e/ou plasma. Estes anticorpos
sdo, assim, naturais e regulares (23,24).

Prova globular: a prova celular ou globular tem como objetivo detetar a presencga ou
auséncia dos Ags A/B nos eritrécitos. Para tal, sdo utilizados antissoros comerciais anti-A,
anti-B e anti-AB que sao postos em contacto com os eritrécitos. O card utilizado para a prova
celular permite ainda a determinag&o do grupo Rh, sendo utilizado o antissoro comercial anti-
D em contacto com os eritrécitos. Reagdes positivas com um determinado antissoro indicam
que as células do individuo possuem o antigénio correspondente (6,23).

Prova reversa: a determinacédo do grupo sanguineo ABO exige a realizacdo da prova
reversa com plasma ou soro, a fim de confirmar a exatidao do grupo sanguineo ABO, que foi
efetuado pela prova celular. A prova reversa utiliza reagentes eritrocitos-teste de
especificidade antigénica ABO conhecida para indicar a presenca ou auséncia de anticorpos
anti-A e anti-B (6,23).

Determinacgédo dos fendtipos Rh- Subgrupos + Kell

Para além do Ag RhD, os outros Ags mais importantes do sistema Rh sdo: C, E, ce e.
A determinacédo dos fenétipos Rh e Kell sdo importantes em casos de gravidez, de doentes ja
sujeitos a transfusdo, de doentes com anticorpos irregulares conhecidos e para fenotipagem

do recetor antes da transfuséo (6,23).
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Para determinar o fenétipo Rh testamos as células do individuo contra anti-soros C, c,
E bem como e. Através da presenca ou auséncia de hemaglutinacdo podemos aferir que
possuem ou ndo o antigénio correspondente e se ele estd em homozigotia (CC, cc, EE ou ee)
ou heterozigotia (Cc ou Ee). Para além do fenétipo Rh, é efetuado no card a determinacao da
presenca/auséncia do antigénio Kell (K), pois é um antigénio fortemente imunogénico,
podendo provocar reacbes hemoliticas transfusionais, bem como doencas hemoliticas do
recém-nascido (DHRN) (6,23).

Pesquisa de anticorpos irregulares (PAI)

O PAI é um teste gque pesquisa a existéncia de aloanticorpos, ou seja, tem como
objetivo a dete¢cdo de anticorpos anti-eritrocitarios clinicamente significativos no plasma do
doente. Como tal, o método vai proceder a pesquisa de anticorpos potencialmente causadores
de reagbes transfusionais hemoliticas, de diminuicdo da sobrevida eritrocitaria pos-
transfusional ou de DHRN. Portanto, deve ser realizado em doentes submetidos a transfusdes
e em gravidas. O PAI é um dos testes pré-transfusionais obrigatérios e quando detetado os
aloanticorpos, devem ser identificados e der ser selecionado o sangue sem o0 Ags
correspondente. Aquando da realizacdo deste, ha que conhecer o diagnéstico do doente, o
namero de gravidezes, histéria de transfusdes anteriores e a terapeuta instituida (6,23).

Esta pesquisa é realizada em meio salino (enzimatico). Sdo adicionadas células (I, Il

e lll) e o soro do doente (6,23).

A PAI deve realizar-se:

. Como teste pré-transfusional em todos os doentes candidatos a
transfusdes de sangue e/ou componentes;

° No estudo de reages transfusionais, sempre que possam ser devidas

a anticorpos anti-eritrocitarios;

. A todas as gravidas e de acordo com protocolos estabelecidos com
Obstetricia;
o Quando é obtido uma PAI positiva, é indicativo da presenga de um

anticorpo irregular no plasma deste doente ou dador, 0o que torna necessario a
realizagdo de um outro teste denominado de Identificagédo de Anticorpos Irregulares

(IAl), onde sera determinado a especificidade deste anticorpo (6,23).
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Identificagéo dos anticorpos irregulares

Os aloanticorpos, como foi referido anteriormente, sdo produzidos ap6s o contacto
com Ags que o individuo ndo possui, que podem advir, maioritariamente, de transfusdes
sanguineas ou, ainda, através da gravidez (6,23).

Assim, a identificagdo desses anticorpos torna-se importante de forma a prevenir
reacdes de incompatibilidade resultantes do processo de transfuséo sanguinea (6,23).

Esta identificacdo é realizada com a adi¢cdo de um painel de 11 células comerciais
conhecidas que possuem a presenca de diversos Ags. Compdem o painel de identificacao (D,
C,C% E,c, e, K, k, Kpa, Kpb, Jsa, Jsh, Fya, Fyb, Jka, Jkb, Lea, Leb, P1, M, N, S, s, Lua, Lub,
Xg) as quais € adicionado o soro do doente (6,23).

E essencial a composicdo do painel de células, pois perante uma reacdo positiva
constatamos a presenca de aloanticorpos. O painel de células permite uma maior variedade
de fenotipos, e, desta forma, obter um grau de probabilidade maior no que toca a identificagédo
correta e especifica do anticorpo. Aquando dessa identificagdo se torne inconclusiva, é
enviado para o Instituto Portugués do Sangue e da Transplantacdo para posterior
identificagao.

2.2.2 Bioquimica Clinica

Estas areas investigam processos metabdlicos, com base em amostras de urina,
fezes, sangue, liquidos cefalorraquidiano, pleural, sinovial e ascitico, onde 0s seus resultados
refletem alteracdes responsaveis pelo desenvolvimento de determinadas patologias.

Mdltiplos exames estdo inseridos no campo da Bioquimica Clinica, tais como,
avaliacdo de proteinas, enzimas, lipidos, minerais, eletrolitos, aspetos bioquimicos da
hematologia, hormonas, vitaminas, marcadores tumorais, entre outros analitos que podem ser
analisados quantitativamente e/ou qualitativamente.

Atualmente, as investigacdes bioquimicas estdo presentes em todos os ramos da
medicina e fortemente inseridas nas relacées médico-doente, com a finalidade de estabelecer
prognosticos e diagnésticos, monitorizar e auxiliar no tratamento.

A seccdo do CORE, onde se insere a Bioquimica Clinica, esta organizada em quatro
“partes”. O pré/pds-analitico (2 cobas p471 e p612) e 3 “linhas” do cobas (as duas primeiras
“linhas” do cobas 8000 sao compostas com os mesmos equipamentos (c701 e e801), diferindo
em determinados testes feitos, como € o caso das drogas de abuso em que é exclusivo do
cobas 2. Por fim, uma terceira linha composta pelos equipamentos ¢502 e €602, em que o
técnico escalado da segunda linha também esta responsavel por esta, visto que estes
eguipamentos recebem uma menor quantidade de amostras (tendo analitos exclusivos, como

por exemplo a cistatina C).
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Objetivos

1. Identificacdo do tipo de produto biol6gico necessario a execucdo de cada
parametro;

2. Conhecimento das condicdes exigidas para a obtengéo dos diferentes produtos
bioldgicos, de acordo com os requisitos da manipulacao;

3. Conhecimento das condicdes de separacédo e armazenamento dos diferentes
produtos biolégicos, de acordo com os requisitos de manipulacao;

4, Conhecimento e manipulagdo das metodologias aplicadas a avaliacdo dos
metabolitos referentes ao metabolismo dos glucidos, lipidos e lipoproteinas, proteinas e
aminoacidos, &cidos nucleicos e purinas, ides, equilibrio acido-base, drogas terapéuticas
e de abuso e exame sumério da urina;

5. Conhecimento e execuc¢do das metodologias relacionadas com a avaliagdo das

diferentes fungdes fisioldgicas, incluindo a enddcrina;

0. Manuseamento, tratamento e interpretacdo dos resultados das amostras do

controlo da qualidade interno e da avaliacdo externa da qualidade.

2.2.2.1 Cobas p471 e p612

Os cobas p471 e p612 séo dois equipamentos totalmente automatizados que removem
muitos dos problemas de seguranca, associados ao manuseio manual das amostras e
garantem que estas ndo sejam contaminadas, reduzindo, assim, possiveis erros.

O sistema separa cada tipo de tubo de modo que sejam enviados para 0s respetivos
equipamentos. Prepara as diversas aliquotas, sejam para a analise dos parametros de
bioquimica, para a imunologia, alérgenos, etc., bem como, envia as amostras para o0 arquivo,

de modo a facilitar a sua localiza¢do e recuperagéo.

2.2.2.2 Cobas u6500

Os parametros a realizar numa urina podem ser efetuados na urina de uma s6 miccéo
(urinas tipo Il e urinas ocasionais) ou na urina de 24 horas.

O tempo de retencdo da urina a ser colhida e o procedimento da colheita depende dos

testes a serem executados.

Urinas tipo Il
A andlise suméria da urina tipo Il engloba o exame fisico e quimico com a detecéo e
guantificacéo dos elementos figurados. Nomeadamente:
e Cor;
e Turvacdo;
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e Densidade;

° pH;
e Proteinas;
e Glicose;

e Corpos cetonicos;

e Nitritos;

e Urobilinogénio;

e Bilirrubina;

e Sangue (eritrécitos/ HB);
e Leucdcitos;

e Células epiteliais.

A amostra para o estudo quimico e fisico da urina deve ser a primeira da manha. Trata-
se de uma amostra ideal para o exame de rotina e pode ser colhida em casa pelo préprio
utente (7).

As amostras no laboratério vao para o cobas p471 ou p612, de modo a serem
automaticamente postas nas linhas e consequentemente seguirem para 0S eguipamentos
necessarios. No caso das urinas, estas vao para um dos cobas u6500 para serem
processadas.

O cobas u6500 é um sistema completamente automatico, com leitura de cédigo de
barras, subdivido em 2 mddulos, o cobas u601 e cobas u701 (25).

A andlise de urina tipo Il constitui um exame importante, tanto em caso de patologia
urolégica e renal, como também de outras patologias, uma vez que € na urina que sao
excretados grande parte dos metabolitos produzidos pelo corpo humano (7). Este tipo de
andlise é efetuado com recurso ao equipamento cobas u601 que utiliza tiras teste, as quais
permitem obter resultados imediatos e semi-quantitativos relativamente a presenca de
determinadas substancias na urina. Cada tira teste contém um local onde ocorre uma reacéo
especifica para cada parametro. O principio de leitura das rea¢des que ocorrem nas tiras teste
é a fotometria de refletancia (25).

De forma automatica as amostras de urina passam para 0 médulo seguinte u701.

Durante a andlise, a amostra € aspirada para uma cuvete descartavel. E
posteriormente centrifugada e a camara digital incorporada, através do microscépio, tira
fotografias de 15 campos visuais da amostra. Esta andlise pretende avaliar a presenca de
células (leucdcitos, eritrécitos e células epiteliais), microrganismos e outros parametros, tais

como cristais, cilindros e muco (25).
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Todas as imagens sao avaliadas por um software de processamento de imagens de
alta qualidade capaz de detetar e classificar automaticamente as seguintes particulas da
urina:

. Globulos Vermelhos (RBC);

. Gloébulos Brancos (WBC);

. Cilindros Hialinos (HYA);

. Cilindros Patologicos (PAT);

o Células Epiteliais Escamosas (SEC);

. Células Epiteliais de Transicdo e Células Epiteliais Tubulares Renais
(ndo escamosas) (NEC);

° Bactérias (BAC);

° Leveduras (YEA);

. Cristais (CRY);

. Muco (MUC);

. Espermatozoides (SPRM).

Os resultados de todos os parametros analiticos urinérios, independentemente do tipo
de amostra que for utilizado (primeira urina da manhé, colhida aleatoriamente ou durante um
intervalo de tempo definido como, por exemplo, 4, 8, 12 ou 24 horas), para além de serem
reportados por volume ou por tempo de colheita, também devem ser normalizados em funcao
da concentracdo da creatinina (razao parametro/creatininuria). Os resultados expressos desta
forma sofrem menos varia¢des induzidas pelo regime alimentar e pelo estado de hidratacéo,
sao clinicamente mais fidveis e permitem melhorar a sua exatidao e precisédo a curto, médio
e longo prazo, assim como a sua correlacdo com os de colheitas anteriores (intra-individual)
e a sua comparacao com os de outros individuos (interindividual).

Uma amostra representativa da colheita total é entdo enviada ao CORE para andlise.
E importante que os doentes sigam a sua dieta e atividades normais durante a colheita. Por
isso, é essencial a recolha de toda a urina e ndo apenas de uma parte.

Uma urina mal colhida gera resultados errados, 0 que leva a tomada de decisdes

baseadas em resultados que ndo correspondem a realidade.

Diagndstico imunoldgico da gravidez (DIG)
Principio do teste de gravidez:
Este teste baseia-se na tecnologia de imunoensaios rapidos com o objetivo da detecao

qualitativa da hormona da gravidez gonadotropina coriénica humana (HCG) (26).
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A tira teste usa duas linhas para indicar o resultado. Esta revestida com anticorpos
monoclonais anti-HCG, de modo a detetar seletivamente niveis elevados da hormona. A linha
controlo esta revestida com anticorpos IgG anti-rato. A amostra migra ao longo da membrana,
por acdo capilar, para reagir com os reagentes presentes na membrana (26).

As amostras positivas reagem com o conjugado especifico anticorpo-colorido de HCG
para formar uma banda colorida na regido da membrana da linha de teste. A auséncia dessa
linha colorida sugere um resultado negativo (26).

Para servir de controlo, uma banda terd sempre de ocorrer na regido da linha de
controlo, indicando que o volume adequado de amostra foi adicionado e a absorcdo da

membrana ocorreu (26).

2.2.2.3 Cobas 8000 Modular Analyzer Series

O cobas 8000 Modular Analyzer Series é um sistema totalmente automatizado para
andlises de Bioquimica Clinica, destinado a determinagdo quantitativa/qualitativa in vitro de
analitos em diversos fluidos corporais. E otimizado de modo a trabalhar usando uma
combinacédo de elétrodos seletivos de ibes (modulo cobas 8000 ISE), de analise fotométrica
(modulo cobas ¢701) e de imunoensaios (mddulo cobas e801) (27).

. O modulo cobas ISE é um sistema de elétrodo seletivo para ides para a
determinagédo de sédio, potassio e cloro no soro e plasma (27);

o O médulo cobas c701 é um computador totalmente automatizado, para a
realizacdo de testes in vitro numa ampla gama de analitos. Foi projetado para usar
soro/plasma, urina, fezes, sobrenadante do LCR e sangue total (27);

o O modulo cobas €801 funciona de modo a conjugar duas tecnologias,
turbidimétrica e quimioluminiscente, para a execucao de testes in vitro (27);

. O cobas 8000 Data Manager gere os testes, a rastreabilidade de resultados, o
armazenamento dos dados, cria relatérios, controlo da qualidade e calibracdo (27);

o A unidade de controlo usa uma interface grafica do utilizador para controlar
todas as funcdes do instrumento e é composta por um monitor de touch screen, teclado,

rato e um computador pessoal (27).
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Figura 2: Cobas 8000 e os seus mddulos (ISE, dois ¢c701, dois €801) (27).

Principios

O sistema utiliza a tecnologia fotométrica (espectrofotometria), turbidimétrica,
eletroquimioluminiscente e tecnologia seletiva de ides integrada para aplicacdes quimicas e
imunoquimicas para utilizacéo clinica (27).

Potenciometria (mddulo ISE)

A potenciometria € a aplicagdo quimica mais utilizada na eletroquimica e envolve a
medicdo de uma célula potencial em condi¢des de equilibrio. Os métodos potenciométricos
sdo baseados na medi¢cdo de uma diferenca de potencial (voltagem) entre dois elétrodos
imersos numa solucdo onde ha auséncia de corrente. Estes métodos envolvem a utilizacéo
de equipamento simples e pouco dispendiosos (28):

e Elétrodo de referéncia;

e FElétrodo indicador/seletivo.

Os elétrodos seletivos estao predefinidos a determinar a diferenca potencial de um s6
iao, ou seja, existe um elétrodo para o sddio, outro para o cloro e outro para o potassio. Assim,
a diferenca de potencial € quantificada devido & comparagéo com uma voltagem fixa presente
no elétrodo de referéncia (a estabilidade desta voltagem deve-se a uma solucéo de cloreto de
prata). Um elétrodo seletivo de ido desenvolve uma voltagem que varia com a concentracao
do ido ao qual responde. Desta forma, a relagdo entre a voltagem desenvolvida e a
concentracdo do ido detetado, representa uma funcéo logaritmica (28).

As técnicas potenciométricas sédo importantes, porque podem fornecer medicfes
exatas de atividades, concentragfes, ou atividade de coeficiente em varias espécies da

solucéo (28). Este principio € utilizado para a realizagdo do ionograma.
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Espectrofotometria (modulo ¢701)

A espectrofotometria, sendo um método que estuda a interacdo da luz com a
concentracdo do material presente na amostra, é utilizada para identificar e quantificar
substancias quimicas a partir da medicao da absor¢éo e transmissédo de luz que passa atraves
de uma amostra. E uma ferramenta importante e versatil. As analises podem ser quantitativas
(identificacé@o da concentracdo da substancia) e qualitativas (identificacdo de um determinado
analito). Esta técnica tornou-se, assim, fundamental para a determinacdo de diagndsticos
laboratoriais. As suas principais vantagens sédo a sensibilidade e a seletividade. Permitem
analisar um elevado numero de substancias com volumes reduzidos de amostra e rapidez
dos resultados, para além dos baixos custos das analises (28).

A lei de Lambert-Beer, afirma que a concentracdo de uma substancia é diretamente
proporcional a quantidade de luz absorvida pelas solu¢cdes num determinado comprimento de
onda (28).

Eletroquimioluminescéncia (modulo e801)

A eletroquimioluminescéncia (ECL) é uma tecnologia com uma elevada especificidade.
Baseia-se em reac¢des quimicas que, a partir de um estimulo elétrico, originam luminescéncia,
sendo utilizado um complexo de ruténio e tripropilamina na realizagdo dos imunoensaios. A
vantagem de usar estes imunocomplexos € que, apd6s a formagdo do estado excitado
luminescente, a emissdo de um fotdo regenera ao seu estado fundamental préximo a
superficie do elétrodo. Portanto, uma Unica molécula do imunocomplexo pode participar de
varios ciclos de reacdo de ECL para produzir varios fotbes, aumentando, assim, a
sensibilidade e diminuindo os limites de detecao. O objetivo desta tecnologia é a sua aplicacéo
nos ensaios diagndsticos (29,30).

Em suma, a luminescéncia produzida por essa reacdo € diretamente proporcional a

concentracdo do analito que se pretende determinar (29,30).

Imunoensaio Sanduiche (ELISA)

O principio de sanduiche aplica-se a analitos de peso molecular mais elevado, tais
como hormona estimulante da tiroide (TSH). Através da sua utilizagdo, vai provocar-se uma
ligagéo do tipo “sandwich”, em que o analito fica compreendido entre dois anticorpos — um
ndo marcado, e outro marcado (conjugado). Ap6s a adicao de todos os reagentes, procede-
se a uma lavagem que tem como finalidade remover todos os anticorpos marcados que nhao
se ligaram ao analito. Desta forma, a concentracdo do analito é diretamente proporcional a

quantidade de luz absorvida (31).
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Ensaio de Ligacdo Competitiva

O principio competitivo aplica-se a analitos de baixo peso molecular, tais como a
triiodotironina livre (FT3). No imunoensaio competitivo verifica-se, tal como o préprio nome
indica, uma competicdo entre os analitos e os antigénios marcados adicionados, pelos locais
de ligacdo dos anticorpos anti-analito adicionados. A ligacdo do analito aos anticorpos vai
provocar uma inibicdo da ligacdo dos antigénios marcados ao mesmo tipo de anticorpos, visto
que os locais de ligagdo comecam a ficar saturados. De uma forma geral, através de lavagens,
0s antigénios marcados que nao se ligaram sao eliminados da solugao. Assim, a quantidade
de fluorescéncia medida ser4 menor, o que indica uma maior quantidade da concentracéo do

analito, representando uma proporcionalidade indireta (31).

Ponte ELISA
Este principio apresenta semelhancas com o principio ndo competitivo (sanduiche),

diferindo apenas na detecdo de anticorpos e ndo de antigénios, como € o caso das
imunoglobulinas do tipo G, imunoglobulinas do tipo M e imunoglobulinas do tipo A (32).

Manutencdes

Para o bom funcionamento dos equipamentos, estes necessitam de ser submetidos a
uma manutenc¢éo, que pode ser diaria, semanal, quinzenal (para o cobas €801) ou mensal. A
manutencédo é realizada de modo a assegurar que 0s equipamentos se encontram em bom
estado. Paratal, existe a manutencgéo controlada por software (conjunto de agbes previamente
programadas, nomeadamente as purgas) € a manutencdo manual. A manutencao €
executada logo pela manh@, ou seja, antes das calibra¢des, controlos e das amostras. Assim,
o bom estado dos equipamentos é preservado contribuindo para que a determinacdo dos
diversos parametros seja efetuada o mais corretamente possivel (27).

A manutencéao diaria, consiste, na desinfecdo do circuito que o proprio equipamento
realiza quando lhe é introduzida essa opcéo (rack de limpeza), na descontaminacao do
eguipamento, como por exemplo das agulhas de pipetagem da estacéo de cuvetes de reacéo
com alcool a 70% e por guardar todos os dados das reacdes, reposicao de reagentes quando
necessarios, verificar a precisdo do equipamento com 0s respetivos controlos e esvaziar 0s
contentores de consumiveis (27).

Para a manutengcdo semanal, os filtros e os copos de drenagem do médulo ISE séo
limpos, devido a acumulacgéo de residuos altamente concentrados (27).

No caso da manutencg&o quinzenal sdo adicionadas as banheiras com uma solucéo de

limpeza, de modo a lavar os canais de esgoto (27).
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Ja a manutencdo mensal € mais demorada, pois é necessario trocar a agua do banho
de incubacao, tal como as préprias cuvetes de reacgdo, trocar os elétrodos e a lampada do
fotometro (27).

2.2.2.4 Técnicas manuais

Folato eritrocitario (amostra em EDTA)

O écido fdlico (vitamina B9) exerce funcbes essenciais nos diversos processos
celulares, tais como a biossintese de acidos nucleicos, na biogénese de grupos metil e no
metabolismo dos aminoéacidos (33).

A sua analise nas hemécias € comumente realizada. O acido fdlico é fixado durante a
eritropoiese, sendo um marcador indicativo do seu estado nos ultimos 4 meses, ndo sofrendo
influéncias provenientes de alteracdes pontuais na alimentagdo. A detecdo precoce das
concentracdes do acido folico previne um aumento do risco de declinio cognitivo, depressao
e neuropatia, anemia megaloblastica e alguns cancros (33).

As principais causas de deficiéncia do analito, incluem uma desequilibrada dieta e um
aumento fisiolégico do seu consumo, nomeadamente na gravidez, doencas da pele

(psoriase), disturbios hematoldgicos e 0 uso de contracetivos orais (33).

Principio

A amostra (sangue total) é misturada com o reagente hemolizante (acido ascérbico) e
incubado durante 90 minutos a temperatura ambiente. Ap6s o doseamento do folato
eritrocitario este vai ser divido com o valor do hematdécrito em percentagem e multiplicado por
100.

Resultado do analito
% HT

Folato eritrocitario = ( ) x 100

O hematdcrito deve ser determinado previamente ao pré-tratamento da amostra (34).

Ensaio confirmatério do Ag HBs

Este ensaio tem como objetivo o diagndstico e monitorizagédo do virus da hepatite B,
através do marcador viral de superficie Ag HBs. Este indica se a infecdo se encontra ativa
(35).

O teste consiste no pré-tratamento das amostras com o reagente confirmatério e com
0 reagente controlo, para além de um controlo positivo a parte (35).

A preparacao das amostras e do controlo positivo, depende do valor da reatividade no

primeiro doseamento do Ag HBs (36).
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Para confirmar um resultado positivo, o indice de cutoff (ICO) da amostra com o
reagente de confirmagao (valor de ICO de confirmagao) foi definido para < 60% do reagente
de controlo (o valor de controlo ICO), com um indice de corte de = 0,81 (36).

As amostras sdo consideradas como ndo reativas se o valor de ICO de controlo for =
0,81 e a razao entre o valor do ICO confirmatorio e o ICO do controlo for > 60%. Se o ICO do
controlo for < 0,81 e a relacao fosse < 60%, entdo a amostra era considerada indeterminada.
Se a razéo fosse > 60% e o ICO controlo < 0,81, o valor era invalido. A percentagem de
neutralizacao foi obtida pela equagéo:

{1 __Ico confirmatério} % 100 (36).

ICO controlo

2.3  Fatores que podem interferir nos resultados das analises
o Hemolise: corresponde a lise dos eritrécitos e libertacdo do seu

conteudo (HB, ibes e outras substancias);

° Ictericia;

° Lipemia;

° Temperatura;

. Selecdo/proporcao/contaminacao de anticoagulante.

2.4  Quimica Analitica + RIA

O laboratério onde se insere 0 modulo de Quimica Analitica e a RIA divide-se em
absorcéo atémica (SHIMADZU AA-7000 e AA-6800), IPC-Massas (Kibion Dynamic), Massas
(Gastro CH4ECK, IRAffinity-1S, balanca), validacdo, RIA (1470 WIZARD Gama Counter e
Immunolite) e o laboratério em si. Este € onde se preparam as amostras e onde se encontram
0s equipamentos de HPLC.

O trabalho na Quimica Analitica é organizado segundo a data de saida dos resultados.
Isto é, a semana de trabalho é planeada consoante as analises com as datas de entrega mais
proximas.

Sao diversas as andlises feitas no departamento de Quimica Analitica e RIA sendo as
mais requisitadas: selénio, chumbo, aluminio, crémio, vitamina B1, vitamina B6, vitamina A+E,
Célculos renais, teste respiratdrio de Helicobacter pylori, AVM (acido vanilmandélico, acido
homovanilico, acido 5-hidroxindalacético), teste respiratério com sobrecarga de lactose,
glucose e lactulose (intolerancia alimentar), testosterona livre, 17a-hidroxiprogesterona e
aldosterona.

As amostras utilizadas incluem amostras de soro, urina de 24 horas acidificadas,

calculos renais, sangue total e de sangue de animal.
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2.4.1 Quimica Analitica

Absorcéo atémica de grafite

Para o doseamento dos metais (selénio, chumbo, aluminio, crémio) séo utilizados dois
equipamentos: o AA- 7000 Shimadzu e o AA- 6800 Shimadzu, ambos com a tecnologia de
absorcéo atémica em forno de grafite (GFAAS).

A amostra € injetada no forno de grafite de modo que seja sujeita a diferentes
temperaturas para provocar a dessolvatacdo (remocdo do solvente da amostra) até a
atomizacgdo do analito. Os atomos livres vao absorver a luz emitida pela lampada de céatodo
oco e sao exitados (mudancas para os niveis de energia superiores) (37,38). A quantidade de
absorcdo segue a lei de Lamber-Beer (a absor¢do por unidade de espessura do meio €
proporcional a concentragcéo das particulas absorventes) (28).

Um dos metais mais doseado é o selénio. Este tem um papel importante no nosso
metabolismo. A sua deficiéncia pode ter graves consequéncias, seja a curto como a longo
prazo, nomeadamente cardiomiopatia, doenga cardiovascular, infertilidade masculina e uma
resposta imune débil. No entanto, consoante a quantidade presente no organismo pode ser
interpretado com um agente toxico. Altas concentragbes de selénio podem levar a
irregularidades na pele, cabelo e a sintomas gastrointestinais ou neurolégicos (39).

Para o doseamento do analito, o equipamento adiciona uma modificacdo da matriz de
paladio a cada aliquota, sendo que apenas sao injetados 10 microlitros da solugdo (amostra,
mais o modificador de paladio).

HPLC- Doseamento da Vitamina B6

O termo vitamina B6 inclui trés derivados da piridina, homeadamente, piridoxal,
piridoxamina e piridoxina. Estes séo fosforilados e desfosforilados no figado a fosfato piridoxal
(PLP, forma ativa da vitamina B6). A sua producgé&o é regulada e mantém-se constante, sendo
libertada e ligada & albumina para o plasma. O PLP vai atuar como um cofator para diversos
processos metabdlicos (40).

O PLP provém da alimentacao, através da ingestao de carne, produtos lacteos, feijoes
ou vegetais. Baixas quantidades de vitamina B6 tém sido associadas ao uso de contracetivos
orais, drogas, tabaco, alcoolismo e diabetes, o que leva a um aumento de risco de doencas

cardiovasculares (40).
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De modo a dosear a vitamina B6 é utilizada a tecnologia de HPLC. A cromatografia é
um processo que permite a fragmentacdo de uma mistura de compostos em consequéncia
das diferentes velocidades a que eles se movem, através de uma fase estaciondria, sob
influéncia de uma fase mével. A designacao de cromatografia liquida deve-se ao facto de se
usar uma fase movel liquida. Neste caso, a fase estacionaria vai estar no interior de uma

coluna (41).

Célculos renais

Urolitiase é uma perturbacao do trato urinario e ocorre devido a formacéo de cristais
e/ou célculos que se agregam de forma sélida, sendo denominados como célculos urinarios.
Estes podem ter como origem fatores ambientais, formacdo de célculos urinarios em idade
pediatrica ou distlrbios metabdlicos associados (42).

Para a analise dos célculos urinarios é utilizada a tecnologia de espetroscopia de
infravermelhos (FTIR) no equipamento IRAffinity-1S, ap6s a devida preparac¢do da amostra e
sua analise preliminar (nimero de célculos, descrigdo, tamanho, o tipo, peso, dureza).

A espetroscopia de infravermelho baseia-se nos movimentos dos atomos numa
molécula, ou seja, as suas vibra¢des. Desta forma, a espetroscopia ira detetar a radiacao que
€ absorvida através das ligacBes vibracionais. A espetroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier, funciona como uma alternativa as analises quimicas de rotina. Esta
tecnologia possibilita a sua aplicagédo tanto qualitativa, como quantitativamente. A aplicacdo
qualitativa é vista como um fingerprint da amostra em estudo, o que permite a sua

identificacdo. Estes tipos de equipamentos tém por base um interferémetro de Michelson (43).

Teste respiratorio com sobrecarga de lactose, lactulose e glucose

Gastro CHECK é um equipamento para medir os niveis de hidrogénio, metano e
oxigénio (O2) numa amostra de expiragdo, em resposta a um determinado carboidrato,
aplicando o método de referéncia eletroquimico associado a infravermelhos (44).

O hidrogénio e o metano sdo produzidos no limen do intestino pelas bactérias
colonizadas, em resposta a digestao de carboidratos. Assim que os gazes produzidos entram
na circulagdo sanguinea sao transportados até aos alvéolos onde podem ser detetados no ar
expirado. A sua medicdo em partes por milhdo (ppm) revela uma intolerancia ou mal absor¢ao
dos carboidratos ou um crescimento excessivo de bactérias (44).

A medicdo do O, serve para corrigir quaisquer testes que ndo obtenham uma boa
amostra expiratoria. Isto €, se houver mais de 14% de O, na amostra é aplicado um fator de

correcao (44).
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Para a sobrecarga de lactose séo fornecidas diferentes quantidades, consoante o peso
do doente. Até 5kg, a lactose administrada é de 5 g, com 10 kg s&o 10 g, com 15 kg s&o 15 g
e partir dos 25 kg s&o 25 g. Na sobrecarga de lactulose e glucose (10 e 50 gramas,
respetivamente) a quantidade a administrar € a mesma, independentemente do peso do
doente (44).

A preparacdo do doente inclui jejum e uma abstinéncia no dia anterior do seguintes

alimentos: cerais, leite e derivados, frutos e derivados, vegetais, nozes e leguminosas.

Tabela 8: Intervalos de tempo dos protocolos dos testes.

Teste Frequéncia do teste (minutos) Amostras
Lactose 0, 15, 30, 60, 90, 120 6
Lactulose 0, 15, 30, 45, 60, 90 6
Glucose 0, 15, 30, 45, 60 5

Helicobacter pylori

Para realizar o teste Helicobacter INFAI é utilizado o equipamento Kibion Dynamic.
Este utiliza a tecnologia de espetroscopia de infravermelhos nao dispersiva (NDIF) que vai
medir as concentracfes dos gases aos quais 0s detetores Oticos-acusticos sdo sensiveis.
Especificamente para os ?CO, e *CO, e para a determinacéo da razéo *C/*2C-isétopo (45).

As concentracdes de *CO; no gas expirado estdo na faixa de 50 a 500 ppm, onde
12C0O, esta em concentracées de 0,5 a 4,5 % do volume total (45,46).

O carbono-13 pode ser detetado no diéxido de carbono expirado dos pulmdes. Entdo,
€ dado uma refeicao teste liquida em jejum ao doente.

O teste comeca pela expiracdo do ar para os tubos marcados com o tempo 0. De
seguida, € dada a refeicdo teste (200 mililitros (ml) de sumo de laranja 100% ou 1 g de acido
citrico em 200 ml de agua) e a solucdo teste (*3*C-ureia). 30 minutos apoés a ingestédo existe
nova expiracao para os tubos marcados com os 30 minutos (45).

Estas amostras vao ser analisadas, de modo a comparar a quantidade de carbono 13
no diéxido de carbono presente na respiracdo. Um expressivo aumento sugere uma infecado

causada pela bactéria Helicobacter pylori no estdmago (45).

2.4.2 RIA
O equipamento 1470 WIZARD Gama Counter € utilizado para as andlises de RIA. Tem

como base os principios basicos da radioatividade.
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Os testes realizados funcionam através de is6topos radioativos de modo a revelar uma
reacdo antigénio-anticorpo, sendo que estes podem ser imunoensaio ndo-competitivo ou
competitivos, onde se obtém resultados quantitativos em amostras de soro. Para a referida
metodologia, ao mais requisitados a quantificar sdo: a testosterona livre, 17a-

hidroxiprogesterona e aldosterona. (47—-49).

Principio:

Os radioisétopos sao isétopos cujo nuclideos tém o mesmo nimero atémico, diferente
namero de massa, mas com propriedades quimicas iguais (48,49).

S&o atomos com ndcleos instaveis. No geral, um nucleo instavel tem uma tendéncia
natural de alcancar a estabilidade através de transformacdo espontanea (a combinacao
nuclear dos protdes e neutrdes é que fornece a estabilidade ao nicleo dos atomos), por um
processo conhecido por decaimento radioativos (perda espontanea de massa e emissao de
energia sob a forma de radiag&o) (48,49).

O 1'”® (jodo) é o mais utilizado, pois tem uma semivida relativamente longa
(aproximadamente 60 dias), emite fotdes de baixa energia suficiente para ativar os detores de
radiacdo gama (47-49).

Ensaios competitivos

A amostra em estudo compete com um analogo do analito marcado com o radioisétopo
de eleicdo, pela ligacdo ao anticorpo anti-analito que reveste as paredes do tubo (48,49).

O sinal detetado é indiretamente proporcional & concentracdo do analito presente na
amostra (48,49).

Ensaios ndo competitivos
A amostra vai a incubar com o tubo revestido com o anticorpo especifico para o analito
e um conjugado de anticorpo marcado com 125, O sinal a ser detetado é diretamente

proporcional & concentragédo do analito presente na amostra (48,49).

17a-hidroxiprogesterona
A 17a-hidroxiprogesterona € uma hormona esteroide que é produzida a partir da 17a-
-hidroxipregnenolona nas suprarrenais, ovarios, testiculos e na placenta. Esta ainda vai ser

hidrolisada de modo a ser produzido cortisol (50).
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O soro é a amostra mais utilizada para o doseamento de 17a-hidroxiprogesterona no
auxilio ao diagnéstico de hiperplasia adrenal congénita. A patologia deve-se a supresséo de
enzimas. Esta deficiéncia aumenta a ACTH, provocando a hiperplasia adrenal, havendo um
aumento dos percursores esteroides. Também esta associada na detecéo da hiperplasia
benigna da préstata e carcinoma da proéstata (a 17a-hidroxiprogesterona encontra-se abaixo

dos valores normais) (50).

Principios do método:

Uma quantidade fixa de 1'?° esteroide marcado compete com o esteroide a ser medido
presente na amostra ou no calibrador por uma quantidade fixa de locais de ligacdo aos
anticorpos imobilizados na parede de um tubo de poliestireno. Nem a extragdo, nem a
cromatografia sdo necessérias devido a alta especificidade dos anticorpos revestidos. Apés 3
horas de incubacdo a 37°C, uma etapa de aspiragdo encerra a reacdo de competicdo. Os
tubos sédo entdo lavados com 3 ml de solucdo de lavagem e aspirados. Uma curva de
calibracdo é tracada e as concentracbes de 17a-hidroxiprogesterona das amostras séo
determinadas por interpolagcéo de dose a partir da curva de calibracdo (50).

Valores de referéncia:

Homens: 0,59-3,34 ng/ml; Mulheres na fase folicular: 0,11-1,08 ng/ml; Mulheres na

fase lutea: 0,95-5 ng/ml; Recém-nascidos: <2,67 ng/ml (50).

2.5 Genética

O servico de genética no JCS é divido nos setores de Citogenética (cariotipo) e de
Biologia Molecular, no entanto partilham diversas areas, tais como a recec¢ao/triagem das
amostras, computacao, validagcéo e arquivo.

A Citogenética engloba a Citogenética Pré-Natal, Pés-Natal, Citogenética Molecular e
Rastreio Pré-Natal de Sindrome de Down e Defeito do Tubo Neural. O setor de Biologia
Molecular abrange a Genética Molecular e Investigacao de Paternidade, onde a metodologia
de trabalho € baseado na polymerase chain reaction (PCR), seja em tempo real ou
convencional.

As areas onde é realizado trabalho de bancada incluem os laboratérios de cultura de
tecidos, laboratoérios de espalhamento e coloracdes, extracdo de DNA, pré-PCR, adi¢édo de

A.D.N e termocicladores.
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2.5.1 Citogenética

A analise citogenética tem como objeto de estudo os cromossomas (estrutura,
morfologia, funcdo e patologias). Atualmente, divide-se em citogenética convencional e
citogenética molecular/citogendmica. Os cromossomas estdo localizados em todas as células
nucleadas, contendo DNA (acido desoxirribonucleico), proteinas histénicas e néo histonas,
sendo que cada célula tem 23 pares de cromossomas. A molécula de DNA contém cromatina
que é a unidade béasica dos cromossomas. Cada cromossoma é composto por dois
cromatideos irmdos, um centromero e telomero. Os cromossomas sao obtidos a partir de
diversos tecidos, sejam em biopsias de vilosidades coridnicas, liquido amniético ou sangue
periférico (linfocitos) (51).

Para o seu estudo é necessario previamente estimular a cultura dos tecidos. Na JCS
é realizada através dos protocolos de cariétipo de linfocitos de sangue periférico com bandas
de alta resolugéo (sincronizacdo com metotrexato, timidina e calcemida) e cari6tipo fetal no
liquido amnidtico e vilosidades coridnicas, de modo que estejam no ponto maximo da sua
condensacdo (durante a metafase), para se proceder ao seu espalhamento e a sua
consequente andlise. Para um bom espalhamento dos cromossomas, seja in situ ou
manualmente, as condi¢cdes atmosféricas tém de estar propicias paratal. Caso contrério, pode
haver uma dispersdo dos mesmo deficiente e perde-se qualidade na definicdo do
bandeamento (51). Desta forma, as condi¢bes foram otimizadas para uma temperatura de
25C° e uma humidade relativa de 50%. Por fim, as laminas sdo coradas, observadas em
cariogramas e analisadas (cariotipagem cromossémica de bandas G) (51). As bandas
visualizadas no cariograma formam um padrdo préprio de cada cromatideo, ajudando na
avaliacdo de alteracdes estruturais com uma capacidade de resolucdo de 5 a 10 Mb (51).

Sendo o objetivo da citogenética o diagnéstico das anomalias cromossémicas, tanto
numeéricas, como estruturais, estas ainda podem ser classificadas como constitutivas,

presentes logo ao nascimento ou adquiridas, surgindo ao longa da vida do individuo (51).

Anomalias numéricas
Referem-se a alteracbes cromossOmicas resultantes da variacdo do numero de
cromossomas sexuais e autossomais. Estas alteragfes séo dividias em:
o Aneuploidias: perda ou ganho de um nimero de cromossomas inferior
ao nuamero haploide humano. S&o formadas duas células, uma com uma cépia
extra do cromossoma (trissomia) e outra com uma cépia ausente do cromossoma

(monossomia) (51);
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o Euploidias ou poliploidia: quando o organismo possui mais de dois
conjuntos haploides de cromossomas, ou seja, variagdes em que 0 numero de
cromossomas € multiplo do niumero hapléide. Uma célula com trés conjuntos
hapléides (3n) é chamada de triploide, caso tenha quatro conjuntos (4n) é
tetraploide, e assim por diante (51).

Anomalias estruturais

As anomalias estruturais podem ocorrer de novo ou podem ser herdadas. Originam-
se por quebras cromossOmicas com posterior perda, ganho ou rearranjo de segmentos
cromossOmicos ou por crossing-over desigual, nomeadamente: translocacao, delecéo,

cromossoma em anel, duplicagéo, inversao, isocromossoma (51).

Microarray

A tecnologia de microarray avalia 0 nimero de coOpias dos genes através da
hibridizac&o com sondas compartilhadas numa base de dados. E utilizada como o método de
diagnoéstico pré-natal de primeira linha, apés a identificacdo de malformagdes congénitas
estruturais na ecografia pré-natal. Essa abordagem pode descobrir, com precisdo, 0 nimero
e as anormalidades estruturais dos desequilibrios cromossémicos, nomeadamente copy
number variations (CNV; benigno), copy humber change (CNC; significado desconhecido) e
copy number alteration (CNA; maligno com consequéncias fenotipicas) microscépicas ou
submicroscoépicas (50 kb) (52).

2.5.2 Biologia molecular
As andlises mais pedidas séo:
e -1 antitripsina;
e HLA-B27,
e Fibrose quistica (procura da mutacao no gene CFTR);
e Hemocromatose;
e Fator V Leiden (mutac&do R506Q);
e Detecao de aneuploidias;
e Pesquisa de microdele¢des no cormossoma Y;
o Detecdo da mutacéo V517F no gene JACK2;

e Estudo molecular do Sindrome de Gilbert.

A biologia molecular utiliza o DNA gendmico total sendo possivel detetar mutacdes

que estejam associadas a diversas patologias (51).
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Extracdo de DNA
Para a extracdo do DNA €, geralmente, utilizado um sistema automatizado para a
purificacdo de 4cidos nucleicos, usando tecnologia de particulas de vidro magnéticas, a partir

de vérios tipos de amostras (53).

Alfa-1 antitripsina

A alfa-1 antitripsina (AAT) é uma proteina de fase aguda positiva, produzida no figado.
Quando se encontra em baixas concentracdes, aumenta o risco de desenvolvimento da
doenca pulmonar obstrutiva crénico e cirrose hepatica. A deficiéncia da proteina AAT é
caracterizada por mutagfes no gene SERPINAL (SERine Proteinase INhibitor Al; locus PI),
0 que leva a baixos niveis circulantes da mesma. Os alelos mais comuns sao PI*M (variante
normal), PI*S e PI*Z (mutagfes mais prevalentes) (54).

A nomenclatura M, S e Z é referente a velocidade de migracao durante a eletroforese.
A variante M migra numa velocidade média, S € mais lenta e a Z é a que migra mais devagar
(54).

Os gendtipos com caracterizacdo da doenca séo o SZ e ZZ, tendo em conta que a
homozigotia do alelo Z apresenta um fenétipo clinico mais grave (54).

A genotipagem foi realizada por PCR em tempo real. Esta técnica segue 0s mesmos
principios basicos de um PCR convencional (desnaturacdo, annealing e extensédo) (55,56).
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Figura 3: Representacao grafica de um PCR em tempo real (57).

A linha de base separa o ruido da reacdo enquanto nao ha alteragcées significativas no

sinal de fluorescéncia (55,56).
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A detec@o do sinal vai ser obtida através do numero de ciclos necesséarios de
amplificacdo para a detecdo do sinal de fluorescéncia (CT). Este reflete a quantidade inicial
de DNA na amostra, pois é inversamente proporcional. Quanto maior a quantidade de DNA,
menor serdo os ciclos necessarios (55,56).

A Ultima fase da técnica é estacionaria, onde se da o efeito plateau. Este é mais
rapidamente obtido, quanto maior for a quantidade e qualidade da amostra (55,56).

2.6 Fase Pdés Analitica

Esta fase desenvolve-se em volta de todo o processo de gravacgao, validacdo dos
resultados obtidos na fase analitica e a conservacdo das amostras. Esta fase ocorre apés a
verificacdo do processamento de todos os parametros analiticos da amostra. E
particularmente importante, porque € necessario que haja toda uma aquisicao prévia de
conhecimento cientifico acerca dos analitos em questdo, para assim conseguir evidenciar, se
os resultados obtidos se encontram em concordancia com o diagndstico e historial clinico do
doente.

A conservacgao das amostras devem obedecer as regras de seguran¢a e ambiente em
vigor, com o propdsito de prevenir a contaminacdo do ambiente e dos colaboradores, assim
como manter a integridade da amostra. As amostras e respetivas aliquotas ja processadas
tém de ser acondicionadas num espaco refrigerado de modo que a temperatura esteja
compreendida entre os 2 a 10° C. Consoante a natureza da amaostra e 0s parametros no seu

processo esta vai ser guardada durante um determinado periodo.

3. Controlo da qualidade

O controlo da qualidade é um conjunto de a¢cBes que se destinam a assegurar a
qualidade dos resultados obtidos. Destina-se fundamentalmente ao controlo da
reprodutibilidade dos métodos e dos resultados. Além disso, vigia a incidéncia dos erros
fortuitos.

Os resultados do controlo da qualidade, nas areas do CORE, séo registados em Cartas
de Controlo e devem reger-se segundo as regras de Westgard enviadas para o Unity Real
Time, para além da margem médica mais restrita. Estas regras definem limites de
aplicabilidade do método (desvio padréo) e podem usar-se para detetar erros sistematicos ou

aleatdrios.
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Controlo da qualidade interno (CQI)

O CQI tem como objetivo a verificacdo e monitorizacdo da estabilidade de
desempenho dos ensaios analiticos de modo assegurar a qualidade, a consisténcia da
utilidade clinica dos resultados ao longo do tempo, tal como minimizar os riscos associados
com erros da fase analitica.

Os controlos da qualidade s&o processados como se de uma amostra se tratasse,
podendo ser diariamente, ou em casos de paradmetros que sdo pouco comuns, realizados
aquando da requisicdo da analise desses mesmos parametros, avaliando a precisdo dos
ensaios. Como € o caso de determinados fatores da coagulagéo (tais como o fator VIII) e da
avidez do citolomegavirus.

O CQI nos ensaios quantitativos sao determinados os erros maximos admissiveis,
como o erro total maximo admissivel e a imprecisdo maxima admissivel, tendo em conta o
impacto dos resultados na salde dos doentes e estarem em linha de conta o estado de
arte/desempenho estavel do ensaio e a relagéo custo/beneficio. Para os ensaios qualitativos,
€ aplicado o grau de concordancia com os resultados referenciados como corretos.

Para a realizacdo deste controlo, utilizam-se fluidos comerciais de referéncia. Estes
tém uma concentragdo conhecida e um intervalo entre o qual a concentracdo pode variar.

Caso nédo se possam validar os controlos, tém de ser aplicadas medidas corretivas,
dependendo do tipo de erro que esta associado & anélise do controlo. E obrigatério o registo
do problemas detetado, bem como o processo de identificacdo e correcao.

Na Bioguimica Clinica sdo utilizados dois controlos diferentes. Uns da casa comercial
(Roche) e da Bio rad.

Controlo da qualidade externo (CQE)

No CQE, os laborat6érios que participam recebem amostras para analisar, cujos valores
sdo desconhecidos, determinando a exatiddo dos resultados. Estes sdo posteriormente
enviados as entidades competentes para uma comparacdo estatistica com outros
laboratorios.

Os indicadores de desempenho utilizados para identificar a presenca de falhas, erros
ou desvios em relagdo a um determinado valor alvo s&o o BIAS%, indice do desvio padréo e
o grau de concordancia requerido em relacdo aos resultados esperados.

Caso sejam detetados desvios significativos ou falhas é necessario identificar as
causas, aplicar aces preventivas para corrigir e ou evitar as falhas.

O JCS mantém estabelecido um CQE com diversas entidades, nomeadamente:

¢ INSA (Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge);

o UK NEQAS (National External Quality Assessment Schemes).
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¢ RIQAS (Randox International Quality Assessment Scheme).

Higiene, Seguranca e Qualidade no Trabalho

O JCS segue e consolida as normas e Decretos-Lei para uma melhoria continua no
trabalho seja através da implementacdo de medidas de higiene, seguranca e qualidade
direcionadas tanto para os clientes, como para os colaboradores.

A politica da qualidade no JCS insere-se na focalizagc&o do servigo prestado ao cliente,
na monitorizacdo de programas da qualidade, na formacdo e qualificagdo de os
colaboradores, na parceria com os clientes institucionais e fornecedores, prevengcao dos
riscos e no cumprimento dos requisitos, assim como na otimizacdo dos recursos, aliada as
boas praticas.

Os servicos prestados tém ainda implementado um Sistema da Gestao de Qualidade
que se encontram certificados pela norma NP EN ISO 9001.

A gestdo e tratamentos de residuos tém como objetivos assegurar a qualidade e
proteger a saude publica e ambiental. Para tal, a JCS acompanha as leis em vigor de modo a

qualificar os diversos residuos produzidos, assim como no seu tratamento e transporte.

4. Calibragdes

Para se realizar uma calibracdo séo utilizadas amostras de matriz e composi¢cdo bem
definidas, adaptadas aos métodos utilizados e destinadas a obtencéo de pontos de referéncia
em unidades padronizadas, para as diferentes técnicas analiticas. Os calibradores s&o
amostras cujos valores foram previamente determinados por um método definitivo ou de
referéncia. Estas sdo processadas e, através dos valores das absorvéncias obtidos e das
concentracdes conhecidas, € tragada uma curva de calibracgéo.

Recorre-se a calibragdo quando € feita uma mudancga de reagente com novo lote,
quando os controlos estdo fora dos limites aceitaveis, sempre que haja uma tendéncia, ou
ainda, quando se considera pertinente. Deve-se ter em conta que uma calibragdo s6 é
considerada totalmente valida quando os resultados dos controlos (processados

posteriormente) se encontram dentro dos limites aceitaveis.
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5. Conclusao

Ao chegar a etapa final deste estagio, posso concluir que ao longo dos meses foi-me
possivel assimilar conhecimentos praticos e tedricos que complementam/reforgcam, de forma
importante, os anteriormente adquiridos. Acredito que desempenhei as minhas funcées com
responsabilidade e resiliéncia.

Ao longo deste periodo, esforcei-me para aprender tudo aquilo que era necessario
para a elaboracao das varias técnicas, assim como para fazer todo o trabalho corretamente.

Consegui também, aprender com os erros, tendo sempre em consideracdo o que me
era sugerido para melhorar a forma de realizacdo das tarefas. Desenvolvi, ainda, a
capacidade de trabalhar em equipa.

Em face do exposto, considero que os objetivos deste estagio foram atingidos, sendo

este uma mais-valia para a minha formacao.
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6. Introducéo

O citomegalovirus (CMV) foi comprovado como o principal agente de infecdo viral
congénita, afetando entre 0,4 e 2,2% dos nascimentos a nivel mundial. Até 10% apresentam
sintomatologia (por exemplo ictericia e hepatoesplenomegélia). A sua morbidade (definitiva
ou temporéria), tal como a mortalidade provocada pelo virus, séo identificadas como um
problema de saude publica. Esta, deve-se ao numero de pessoas afetadas, incapacitacoes,
mortalidade prematura, custos envolvidos no seu controlo, tratamento das suas complicacdes
e ao longo da sua escolaridade (58-60).

A prevaléncia da infe¢cdo varia consoante as demais carateristicas, tais como as
condi¢cBes socioecondémicas, idade, etnia, o frequente contacto com criangas, atividade sexual
e da preexisténcia de anticorpos maternos contra o virus (59,61,62).

De acordo com o Segundo Inquérito Seroldgico Nacional (2003-2006), a taxa de
seropositividade para a populagéo portuguesa dos 15 até aos 44 anos de idade variade 71 e
84% (61).

Nos paises desenvolvidos, até 85% das mulheres em idade fértil tém anticorpos contra
o CMV. Pelo contrério, nos paises em desenvolvimento, a prevaléncia do virus pode chegar
aos 100%. A seropositividade ao nascimento, na Unido Europeia e no Estados Unidos da
América, abrange, sensivelmente, 60 mil recém-nascidos (RN) a cada ano (58,62).

O CMV, pertencente a familia Herpesviridae, é membro da subfamilia
Betaherpesvirinae, fazendo parte do género Cytomegalovirus. Como tal, apresenta
caracteristicas de um herpes virus, tais como o genoma ser acido desoxirribonucleico (DNA)
de dupla cadeia linear ndo segmentado, com involucro. Possui uma capside de simetria
icosaédrica, € especifico da espécie humana, permanece latente no organismo
(nomeadamente nas células mononucleares) ap6s a infecdo primaria, com replicacgao litica,
nado apresenta variagdo sazonal e é responsavel por infecdes endémicas (61,63,64).

O CMV tem como via de transmissdo 0s contactos interpessoais, tais como contacto
direto das mucosas com determinados fluidos corporais infeciosos, nomeadamente saliva,
urina, lagrimas, secrecdes vaginais, sémen e secrecdes orofaringeas ou ainda, por meio de
transplantes, transfusdes ou transmisséo vertical (64).

A transmissao vertical tem origem in utero provocando uma infecao congénita. Caso
seja durante o parto esta é uma infecado perinatal (mais frequente). Apés o nascimento, a

infecao ainda pode advir por intermédio da amamentacgé&o do leite materno infetado (61).
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A transmisséo durante a gravidez, induzindo uma infecdo congénita, pode ter derivado
da falta de imunidade da mé&e. No entanto, mesmo pré-existindo imunidade contra a infecéo,
a transmissdo ainda pode acontecer, seja por reativacdes, seja pela aquisicdo de novas
estirpes virais. Para as gravidas imunizadas, o risco de transmissdo intrauterina é bastante
reduzido, sensivelmente, 0,5 a 2% (62,65).

Durante a gravidez, a infecdo primaria materna (primeiro contacto) do CMV subsiste
um risco substancial, de até 40%, da transmissdo viral através da placenta ao feto. A
probabilidade da transmissdo materno-fetal (TMF) agrava com o aumento da idade
gestacional (30%, 38% e 72% para o primeiro, segundo e terceiro trimestre da gestacao,
respetivamente). Em contrapartida, a idade da gravida influencia o risco da transmisséo
congeénita. As gravidas mais novas apresentam um maior risco de transmitirem a infe¢éo para
o feto, seja como infe¢éo primaria ou ndo (65,66).

O risco da transmisséo vertical varia consoante a infecdo congénita resultar de uma

infecdo primaria ou ndo priméaria (reinfecéo e reativacao) (67).

7. Manifestacdes Clinicas da Infecdo Congénita

A infecdo congénita pelo CMV € a mais comum entre as infe¢des virais. Pode ser
potencialmente fatal ou ndo manifestar quaisquer sinais ou sintomas ao nascimento. Esta
dicotomia tem um papel importante no progndéstico da crianga, visto que 0s sintomaticos
possuem um maior risco de sequelas no desenvolvimento do foro neurologico (66,68—70).

As infe¢Bes congénitas iniciam-se com a virémia na mde com disseminagéo do virus
para a placenta. O agente patogénico vai-se replicar provocando lesdo endotelial capilar. A
infecdo e inflamacao da placenta podem induzir insuficiéncia placentaria, o que pode provocar
a morte do feto, um atraso no crescimento intrauterino ou microcefalia. Através desta infe¢édo
h& uma propagacéo do virus para os 6rgaos alvo, designadamente o figado, bago, cérebro,
olho ou ouvido (cAclea) (66,68—70).

60
Ricardo Cruz



XXI Mestrado em Analises Clinicas
Infecdo por Citomegalovirus: patogénese e diagnéstico da infecdo congénita

Intracranial
calcifications
ZIKV, CMV, RuV, B1gV

Microcephaly
ZIKV, CMV, HSV, RuV

Hydrocephalus
CMV, HSV, B19V, RuV

HEARING é)
LOSS
ZIKV, CMV, HSV, RuV

IMMUNODEFICIENCY
HIV

Figura 4: Potenciais alvos de infe¢des virais congénitas (71)

Dos RN infetados, cerca de 90% sé&o assintomaticos e 0s remanescentes apresentam
manifestacdes clinicas. A enfermidade provocada pelo virus compromete diversos 6rgaos
com uma propensao para o sistema nervoso central (SNC) e para as células mononucleares.
As manifestacdes clinicas mais comuns incluem, mas nao se limitam a (Tabela 9) ictericia,
hepatoesplenomegalia, microcefalia, calcificacdo cerebral, trombocitopenia, erupcao cutanea,
atraso no desenvolvimento do SNC, sendo a mais caracteristica a perda auditiva neuro
sensorial (PANS) (68-70). A infeg@o pelo CMV pode ser confundida com outras doencgas que
também provocam atrasos no neuro desenvolvimento, microcefalia e malformacdes. Deste
modo, é crucial diagnosticar precocemente a infe¢éo (72).

De modo a melhorar o prognéstico das criancas infetadas congenitamente (infegéo
intrauterina) pelo CMV, € necessario aprofundar os conhecimentos sobre os mecanismos
patogénicos da mesma (71).

Umas das vias que se tem desenvolvido é a compreenséo do papel da placenta e de
como a sua insuficiéncia influencia a patogénese da infe¢éo. Ja se descobriu que a infe¢do
pelo CMV replica-se nos citotrofoblastos (a camada interna dos trofloblastos vilosos, os quais
tém um papel importante na formacéo da placenta). A infecéo vai interferir na diferenciacdo
dos citotrofoblastos, o que vai inibir o desenvolvimento de novas vilosidades, provocando
edema/fibrose placentario, resultando, assim, no défice de oxigénio transportado, assim como
de substancias nutritivas para o feto. Como consequéncia, provocard um atraso no
desenvolvimento fetal. No entanto, também existem casos em que a transmisséo vertical viral

nao ocorre, embora haja insuficiéncia placentaria (71).
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Existem diferentes mecanismos que vao provocar danos na placenta, hnomeadamente
(71):

. Um débil desenvolvimento da matriz extracelular, com uma expresséo diminuta
das proteinas integrinas, impedindo a adeséo celular e a capacidade de invasao tecidual;

. Diminuicdo da atividade das metaloproteinases de matriz mediado pela IL-10,
0 que resulta numa expressdo reduzida dos antigénios leucocitarios humanos nos
citotrofoblastos;

. A ativacdo dos recetores por proliferadores de peroxissoma interfere nas

funcdes dos citotrofoblastos.

As manifestacbes clinicas da infecdo congénita podem ser categorizadas ao
nascimento ou tardias. Estas sdo descobertas pelos achados clinicos e laboratoriais que
podem ser detetadas, tanto no RN, como com meses ou até anos apos o nascimento do bebé
infetado (66).

Laboratorialmente, as criangas sintomaticas demonstram uma correlacdo entre a
infecdo sintomética com o sistema hepatobiliar, que inclui hiperbillirubinémia conjugada,
trombocitopenia e transaminases elevadas. O pico da bilirrubina e das transaminases é
atingido nas duas primeiras semanas de vida e tendem a manter-se elevadas por muitas
semanas. A trombocitopenia atinge o seu maximo logo na segunda semana e estabiliza entre

a terceira e quarta semanas (69).
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Tabela 9: Principais caracteristicas clinicas e laboratoriais em criancas infetadas

congenitamente pelo CMV (69).

Infants With

Finding Abnormality, %
Clinical findings

Petechiae 76

Jaundice 67

Hepatosplenomegaly 60

Microcephaly 53

Intrauterine growth retardation 50

Chorioretinitis/optic atrophy 20

Purpura 13

Seizures 7
Laboratory findings

Elevated AST (>80 U/L) 83

Conjugated hyperbilirubinemia 81

(direct bilirubin >4 mg/dL)
Thrombocytopenia (<100 000/mm?) 77
Elevated CSF protein (>120 mg/dL) 46

Abbreviations: AST, aspartate aminotransferase; CSF, cerebrospinal fluid.
? Data from Boppana et al [B].

Por sua vez, 90% dos RN infetados congenitamente ndo apresentam sintomatologia.
Tais RN véao ter uma vida, nitidamente, mais confortdvel em relacdo aos sintomaticos
(68,69,72,73).

Para além da infe¢@o congénita ser a principal causa nédo genética de PANS, também
€ a principal causa viral de atraso do neuro desenvolvimento (68,69,72—74). Entre 8 e 10%
dos infetados vao sofrer consequéncias a médio-longo prazo, quer tenham apresentado
sintomatologia ao nascimento ou nédo, afetando muitos bebés com deficiéncias psicomotoras,
cognitivas e visuais (74).

Entre 10 e 15% das criangas assintomaticas ao nacimento tém PANS. Para as
infetadas congenitamente, a incidéncia aumenta para 60%. Esta manifestacao clinica reflete
danos na céclea. A perda auditiva pode ser unilateral, bilateral, leve ou a perda total.
Consoante o lactente € sintomatico ou ndo, a idade varia para o seu aparecimento (33 meses
e 44 meses respetivamente). Esta perda auditiva € progressiva durante a infancia em metade
das criancas. A PANS, de inicio tardio ou progressivo, afeta até 12% dos bebés com infecéo
congénita assintomatica por CMV. A perda auditiva leva a que haja um comprometimento na
linguagem, progredindo para um atraso na aprendizagem. Logo, o0 acompanhamento com 0s
rastreios auditivos é assaz importante na detecao precoce da PANS, tendo em conta que a
sua gravidade € diretamente proporcional ao atraso no diagnostico, impedindo uma

reabilitacdo em tempo util (66,68,75).
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Tem-se desenvolvido novas metodologias para o estudo da gravidade da doenca,
nomeadamente o uso de biomarcadores. Ao estudar os biomarcadores presentes no liquido
amniético, foram identificados alguns com significado clinico relevante, particularmente duas
proteinas: recetor do acido retindico 2 (quemerina) e a proteina de liga¢do a galectina-3 (Gal-
3BP). A quemerina é uma adipocina quimiotatica multifuncional (fungbes reguladoras em
processos metabolicos, imunolégicos e inflamatorios). Os niveis séricos aumentados na
gravida estao associados a diabetes mellitus gestacional e pré-eclampsia. A Gal-3BP é uma
glicoproteina multifuncional imunomoduladora implicada na resposta do hospedeiro a
infecBes virais, incluindo, para além do CMV, o virus da imunodeficiéncia humana, virus da
hepatite B, virus da hepatite C, na progressdo do cancro e na subsequente transformacgéo
neoplasica das células (76).

Foi demonstrado que estas duas proteinas se encontram mais elevadas em fetos
infetados congenitamente com sintomas em comparac¢ao com infetados assintoméaticos (76).

As criangas com PANS apresentavam niveis significativamente mais baixos de
guemerina e GAL-3BP em comparacdo com as criangas com sintomatologia mais grave.
Desta forma, os dados recolhidos demonstraram que as duas proteinas funcionam como
biomarcadores altamente preditivos para a gravidade da doenca (76).

Concluindo, a andlise conjunta das proteinas no liquido amnidético durante a gestacdo
dos fetos infetados pode ser usada num contexto clinico, para melhorar a avaliacdo
prognostica dos fetos infetados congenitamente e para identificar um periodo para as

intervencdes terapéuticas (76).

8. Diagnostico

Segundo a Sociedade Portuguesa de Virologia, o objetivo do diagndstico passa por
identificar as gravidas que podem estar suscetiveis a infecao primaria pelo CMV. O rastreio e
o diagndstico da infecdo durante a gravidez devem ser divididos entre pré-natal e pés-natal
(61,63).

Idealmente, a primeira abordagem assenta na serologia, de modo a detetar
imunoglobulinas M (IgM) e imunoglobulinas G (IgG) especificas do CMV, pré-concecional,
seguindo-se de uma segunda colheita, entre as 17 e 18 semanas de gestacdo. Por fim, uma
terceira colheita no final da gravidez (Figura 5). Para ser uma infecao congénita necessitara
de uma seroconverséo das 1gG durante a gravidez (63).

As IgM séo as primeiras a aparecer durante uma infecdo primaria (atingindo o pico
entre o primeiro e o terceiro més), sendo utilizadas como um indicador agudo da infecao, apos

uma proliferacdo de linfocitos B, seguindo-se as IgG (77,78).
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Caso nédo sejam detetadas IgG, significa que, até aguele momento, a gestante nao
teve qualquer contacto com virus ou ainda nao houve tempo suficiente para estes anticorpos
proliferarem. O que se recomenda € um cuidado extra de modo a evitar uma futura infecéo e
voltar a repetir o teste serolégico mais tarde (63,79).

Se ao fim do segundo momento de detecao dos anticorpos continuar a nao ser reativo,

apenas se deve manter os cuidados. Todavia, se for detetada uma seroconversao para as
IgG especificas do CMV ¢é feita uma amniocentese a partir da 212 semana, sendo o CMV
detetado através de cultura celular, ou por polymerase chain reaction (PCR). Consoante o
resultado, tem de haver uma decisdo obstétrica e materna sobre o mesmo.
Caso o resultado seja negativo, confirma-se a auséncia ou presenca de infecdo congénita
apo6s o nascimento do feto. Contudo, se o resultado € positivo h4 um maior acompanhamento,
designadamente a realizacdo de ecografia a cada 2 a 4 semanas (78,79).

Se, porventura, apenas for detetado IgG, a gravida encontra-se imunizada (77-79).

Pre pregnancy or early pregnancy

- screening for CMV 1gG o
- -
i CMV | :; iti \\‘
CMV 1gG positive g% pOSIHvE o .
: CMV 1gM positive CMV 186G negative
CMV 1gM negative .
{see algorithm 2} o
.--'/ff
Reassure Serial erPe‘“'“E for Advice to minimise CMV
SEroCoOnversion In pregnancy acquisition in pregnancy

Confirmed
SETOCONVersion

l |

Remain seronegative

Amniocentesis to determine if fetal infection: =7W post
Reassure . "
seroconversion and =21 weeks
CMY PCR - CMY PCR +

Reassure {although 5% Ultrasound every consider fetal MRI

false negative) 24 weeks if available
Newhorn urine for CMV Management options may include termination

PCR of pregnancy or CMV hyperimmune globulin

Figura 5: Algoritmo proposto para o screening do CMV (80).
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Por ultimo, se tanto as IgM, como as IgG forem reativas, € necessério continuar o
screening. Os teste de titulacdo dos anticorpos IgM néo tém uma elevada especificidade para
a infecdo primaria, tendo em conta que podem persistir elevados durante meses até 2 anos,
para além disso sao capazes de estarem também positivas na reativagdo ou até mesmo nas
reinfecbes, o que resulta em falsos positivos para uma infecdo primaria. Como tal, é
necessario proceder a avidez das IgG. Esta corresponde a forca da ligacéo entre as IgG e o
antigénio. Quanto maior for o tempo que decorreu desde a infe¢&o inicial, maior seré a avidez.
Isto €, quanto maior for a avidez mais antiga é a infe¢éo (79,81-83).

Como se pode ver no algoritmo representado na Figura 6, caso a avidez seja alta, a
infecdo € antiga (superior a 3 meses) e a gravida pode ficar mais descansada em relagédo a
TMF. Se a avidez for baixa ou inconclusiva, sugere-se a realizagdo da amniocentese a 212
semana. Novamente, consoante o resultado, ha uma série de decisdes a tomar entre 0s

clinicos e a futura mae sobre o mesmo.

CMV IgG positive
CMV IgM positive
{first trimester})

v

18G avidity
-/// X e ~
Low Intermediate (unable High
(infection likely last 3 to exclude infection (infection more than 3
months} last 3 months) months ago)
X l X
Consider amniocentesis to determine if fetal infection:
Reassure
>21 weeks
CMV PCR - CMV PCR +
I X
Reassure (although 5% Ultrasound every consider fetal MRI
false negative) 24 weeks if available
Newborn urine for CMV Management options may include termination
PCR of pregnancy or CMV hyperimmuneglobulin

Figura 6: Algoritmo proposto para as mulheres gravidas infetadas pelo CMV (80).

O método de referéncia para o teste de diagndstico pés-natal, quando héa suspeitas de
positividade para a infecdo viral de CMV, envolve o isolamento viral, e/ou a detecdo do
genoma viral por PCR a partir de uma amostra de urina do bebé das primeiras 3 semanas de
vida. Um resultado positivo pode ter sido consequéncia da transmisséo através da placenta
(63,81).
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Quando se quer confirmar uma infecdo, para além das 3 semanas (estudo
retrospetivo), caso o resultado da urina for positivo ou caso hajam manifesta¢des clinicas que
sugiram uma infecdo congénita, é realizado um PCR usando a amostra de sangue
proveniente dos Guthrie Cards (Figura 7). A positividade deste teste, em combinacdo com
resultado positivo da urina indicam que a infecéo foi transmitida congenitamente (Figura 8).
Se for recolhida uma urina apds as primeiras 3 semanas de vida e o resultado da detecao
viral for positivo, este é indicativo que a infecao foi transmitida por exposicdo a secre¢des

vaginais durante o parto ou durante a amamentagéao (81).
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Figura 7: Exemplo de um Guthrie Card portugués para o programa nacional do rastreio

neonatal (teste do pezinho) (84).
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Figura 8: Diagrama utilizado com base nos Guthrie Cards (81).
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9. Tratamento/Profilaxia e Vacinacao

Atualmente, ndo ha nenhuma forma de garantidamente se fazer a prevencao
farmacolodgica da infe¢édo pelo CMV, assim como da sua transmisséo vertical. No entanto, séo
dadas alternativas para protocolos de investigacdo. Os que apresentam resultados mais
promissores incidem na administracdo de globulinas hiperimune anti-CMV e o farmaco
valaciclovir. Estas duas medidas farmacolégicas estdo a ser estudadas, tanto para a
prevencdo, como para o tratamento da infecdo congénita (85-87).

De modo a prevenir a transmissdo vertical € administrado, durante a gravidez, as
globulinas hiperimune especificas do CMV. Embora haja estudos gue indiquem a sua mais-
valia, tanto na diminuicAo da TMF, como na gravidade da doenca, nem sempre o é
comprovado. Isto €, em determinados estudos ndo ha uma reducéo de risco estatisticamente
significativa da transmissdo materna durante a gravidez, em comparagdo com 0 grupo de
placebo (85-87).

Para além das globulinas hiperimune, também o farmaco valaciclovir é usado para
prevenir a TMF e tratar os fetos com sintomas leves a moderados. Este é administrado
oralmente nas gravidas que contrairam a infecao no periodo periconcepcional ou durante o
primeiro trimestre da gravidez, pois € a idade gestacional que apresenta uma maior eficacia
no tratamento da reducdo da transmissédo vertical. O farmaco € um ester de L-valina do
aciclovir que apresenta, embora baixa, atividade contra a DNA polimerase do CMV. Para
haver algum efeito é necessario administrar doses elevadas, nomeadamente, 8 gramas por
dia, distribuidas entre duas a quatro vezes ao dia. O tratamento comega por volta das 22
semanas de gravidez, havendo uma clara diminuicdo da carga viral no sangue do feto,
aumentando a propor¢do de neonatos assintomaticos, em cerca de 40%. O valaciclovir ndo
diminui a carga viral transmitida pelo leite materno, mas reduz moderadamente a carga viral
das excreg0des cervicais (86—89).

As transaminases e a creatinina sdo doseadas no soro materno antes e durante o
tratamento, de 15 em 15 dias, de modo a interromper o uso do farmaco no caso de disfuncéo
hepatica ou renal. Mesmo sem historial clinico, é possivel apresentar insuficiéncia tanto
hepatica, como renal que normalmente cessam com a interrupcéo do tratamento (88,89).

Existem, cada vez mais, estudos que comprovam o beneficio do uso de doses
elevadas de valaciclovir nas gestantes com infecao primaria no primeiro trimestre, de modo a
prevenir a transmisséo vertical. No entanto, ainda é eticamente incorreto usar o farmaco
valaciclovir a nivel clinico, pois a literatura publicada é limitada pelo pequeno nimero de casos
e subgrupos heterogéneos em termos de idade gestacional na infecdo materna, grau de
viremia materna, idade gestacional no inicio da terapia, duracdo da terapia e desfechos de

seguranca materna (87,89).
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Para além dos bons resultados sobre a eficacia do valaciclovir em relagdo as
imunoglobulinas, este tem um custo inferior e € mais eficiente na reducéo da viremia, sendo
utilizado tanto na prevencédo da transmissao vertical, assim como no tratamento da infecédo
congénita (87).

A longo prazo deve-se avaliar o impacto do tratamento e a sua capacidade de diminuir,
com seguranca e eficacia, a morbilidade neonatal relacionada com a infe¢do congénita a curto
e longo prazo (88).

Em suma, mostra-se eficaz o uso de terapia antiviral pré-natal com valaciclovir ap6s
seroconversao materna para CMV, especialmente quando a infe¢do é adquirida no primeiro
trimestre da gravidez. Por outro lado, ndo ha evidéncias disponiveis de que a terapia pré-natal
com valaciclovir melhore o resultado perinatal apds a ocorréncia de infecéo fetal (85-89).

Ha muito que se considera importante o desenvolvimento de uma vacina contra a
infecao pelo CMV, tendo em conta o seu peso na saude publica (90).

Estéo a ser estudados marcadores imunoldgicos, nomeadamente antigénios capazes
de provocar uma resposta humoral (a glicoproteina de superficie gB; o trimero gH/gL/g0; e a
proteina do tegumento pp65), que podem atuar como agentes contra a infe¢éo, tal como o
seu papel na duracéo e eficacia na protecéo (90,91).

E importante distinguir os periodos em que a vacina contra o CMV seria (til: durante a
infancia, a adolescéncia e/ou em adultos. A vacinagdo durante a infancia reduziria a infecao
congeénita, uma vez que as criangas infetadas séo as principais fontes de transmissao viral as
mulheres gravidas. A sua administracdo na adolescéncia e/ou em adultos também iria reduzir
a doencga, pois as futuras gravidas ja estariam imunizadas (90).

Dada a complexidade desde o niumero de participantes, aos anos necessarios para 0s
acompanhar, incluindo os bebés, de modo a perceber se h& sequelas provocadas pela doenga
é algo que dificulta as agéncias reguladoras a aceitarem o investimento necessario (90).

A prevencdo para a infecdo pelo CMV é ainda um problema a resolver para a

aprovacao da vacina (90,91).
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10.Concluséo

A infecdo congénita por CMV apresenta uma elevada prevaléncia mundial, sendo a
infecdo viral mais comum. Esta € muitas vezes subdiagnosticada, pois apenas 10% dos
infetados apresentam sintomatologia ao nascimento.

No entanto, a prevengao continua a ser uma das medidas mais eficazes contra a
infecdo congénita, nomeadamente, alteracdes comportamentais que antecedem a gravidez e
durante a mesma, visto que medidas farmacoldgicas ainda sédo escassas.

E importante detetar precocemente a infecio congénita, com vista a um melhor
seguimento médico a patologia do neonatal. Tem-se desenvolvido metodologias de
diagnéstico para que os resultados sejam os mais fidedignos, com o objetivo de melhorar as
decisdes entre os obstetras e as mées.

Deste modo, h4 um acompanhamento mais adequado, evitando-se o desenvolvimento
de sequelas por terapias erradas, gerindo-se, da melhor forma, as expetativas dos pais em
relagéo a doenca do filho. Aconselha-se o seguimento, a longo prazo, das criancas infetadas
por uma equipa multidisciplinar. Esta deve incluir especialistas em doencgas infeciosas

pediatricas, otorrinologia pediatrica, desenvolvimento comportamental infantil e neurologia.
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OAQUIM CHAVES

T b HEMOGRAMA (critérios) CRL
Regras (Validac&o) Parametros | Série Condicdes Agdes Observagoes
Interferéncia PLT — Verificar PLT no esfregaco - PLT Alarme PLT_Abn_Scattergram ou diferenga nos valores de PLT-l e PLT-O Lamina
Se néo houver histérico de
PLT valor baixo em 'situagao inicial’ ou Delta Check positivo — Esfregago PLT PLT PLT < 140 x10°/L Lamina valores < 140 com indices
de plaguetas reportados
Contagem de PLT aumentada PLT PLT PLT > 600 x10°/L Validagdo
Delta Check PLT positivo — Verificar amostra PLT PLT Acheck PLT, decrescente, sfinterferéncias, PLT < 140 x10°/L Validagao
Agregados Plaguetarios? - PLT "PLT_Clumps?” e (PLT < 140 ou "PLT_Abn_Distribution" ou indices fora dos limites) Lamina
PLT valor baixo — PLT-F PLT PLT PLT < 100, s/ Clumps Validagédo
PLT baixas — Verificar coagulo! PLT PLT PLT < 140, Acheck nao Negativo Validagao
RBC fragments? — Esfregago para verificar morfologia RBC - RBC Alarme Fragments?, com pedido inicial CBC+DIFF e Hb < 11,0 Lamina
Esquistocitos FRC% RBC FRC 21 %, HGB < 11,0 g/dL Lamina
HGB baixa em 'situagao Inicial ou follow-up’ — Esfregago HGB RBC HGB = 7,0 g/dL (8,0 p/ crianga) Lamina
Macrocitose em "situagéo inicial ou follow-up’ — Esfregago MCV RBC MCV 2105 fL. Lamina
NRBC presentes — Esfregaco para verificar morfologia RBC NRBC% RBC NRBC 2 0,5 /100WBC Lamina
Hematécrito baixo HCT RBC HCT < 18% (30 p/ crianga) Validagao
Hematécrito elevado HCT RBC HCT > 61% Validagéo
Limite Critico superior de HGB — Informar médico HGB RBC HGB 2 18.5 g/dL Validagdo
Lipemia / hemdlise / aglutininas/ hiposmolaridade? — Verificar amostra MCHC RBC MCHC = 36.1 Validagéo ':g?;‘zr(zgg?g;r ¥ Cont.
Anisocitose ou populagéo dimérfica RDW RBC RDW-CV > 20% Validagdo
Reticulocitose RET# RET RET# > 200 x10°/L Validagao
Leucocitose WBC WBC WBC < 4,0 x10%/L e Blasts/Abn_Lympho? Lamina
Linfécitos anormais ou blastos? - WBC Blasts/Abn_Lympho?, se alarme acima de 140 Lamina
Nao € possivel o DIFF no analisador! -> Esfregago - WBC WBC_Abc_Scattergram, sem resultados no DIFF Lamina
Basofilia BASO WBC BASO = 0,3 x10°/L Lamina
Eosinofilia EO# WBC EO 22,0 x10%/L ou EO 2 1,5 x10?/L se repetido em 180dias e WBC 2 12,0 Lamina
Granulécitos Imaturos IG WBC IG 2 4,0% Lamina
Linfocitose em fungéo da idade LYMPH# WBC LYMPH = 5,0 x10°/L (2 7,0 p/ crianga) Lamina
Linfécitos atipicos (reativos) HFLC WBC HFLC% > 1% Validagdo
Monocitose MONO# WBC MONO# 2 1.2 x10°/L Validagéo
Monocitose MONO# WBC MONO# = 2,0 x10%/L Lamina
Leucocitopenia WBC WBC WBC s 4,0 x10%/L Validagdo
Leucocitose WBC WBC WBC > 30 x10°/L Validagéo
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