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Relatdrio de Estagio

Resumo

O presente relatorio de estagio descreve as atividades com que contactei no
estagio curricular no ambito do Mestrado em Analises Clinicas, que realizadas em dois
laboratérios do grupo SynlabHealth I1.

O relatdrio incide sobre as valéncias de Bioquimica e Hematologia e inclui a
descricdo dos equipamentos e métodos mais utilizados, fundamentos tedricos dos
ensaios, tipo e conservacgdo das amostras utilizadas, valores de referéncia, interpretacédo
dos resultados e controlo interno e externo da qualidade.

Palavras-chave: Relatério de estagio; Mestrado em Analises Clinicas; Bioquimica;
Hematologia.

Abstract

The present report describes the activities executed during the internship to
complete the Clinical Analysis Master’s degree that took place in tow laboratories of the
SynlabHealth 11 group.

The report focuses on the specialties of Biochemistry and Hematology and
includes descriptions of the analyzers, theoretical principals for the essays used, types
and conservations of samples, reference values, interpretation of results and internal and
external quality control.

Key-words: Internship report; Clinical Analysis Master’s degree; Biochemistry;
Hematology.
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1 Introducao

O estagio curricular no ambito do Mestrado em Analises Clinicas foi realizado
sob a supervisdo da Dra. Anabela Cunha especialista em Analises Clinicas, em dois
laboratérios do grupo SynlabHealth I1.

O objetivo do estagio foi a minha integracdo nas equipas multidisciplinares de
ambos os laboratorios e 0 acompanhamento das tarefas realizadas durante o dia-a-dia,
aplicando os conhecimentos tedricos adquiridos na fase curricular do curso.

O estagio teve inicio no més de Marc¢o de 2019 e terminou em Outubro do mesmo
ano, sendo constituido por 1080 horas repartidas pelas valéncias de Bioquimica,
Hematologia e Microbiologia. Os estagios de Bioquimica e Microbiologia decorreram
no laboratorio central de Lisboa e o de Hematologia teve lugar no laboratério do
Hospital Beatriz Angelo (HBA) em Loures e foi complementado com mais uma semana
na sec¢do de Hematologia do laboratorio central.

No presente relatorio sdo exploradas em mais detalhe as valéncias de Bioquimica
e Hematologia, com especial atencdo para descricdo dos equipamentos usados,
fundamentos teoricos dos ensaios e procedimentos mais utilizados, tipo e conservacao
das amostras, valores de referéncia dos parametros, interpretacdo dos resultados e
controlo da qualidade interno e externo.
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2 Grupo SynlabHealth

A historia do grupo Synlab inicia-se com a criacdo de dois grupos de laboratorios,
a Synlab em 1968 e a Labco em 2004. Ambas as marcas trabalhavam no mesmo ramo e
partilhavam valores e estratégias similares, trabalhando arduamente para fornecer
servigos de qualidade para diagnostico médico. Em 2015 as duas empresas uniram-se
formando o grupo Synlab atual.

A combinacdo das redes de localizacdes e da variedade de testes realizados pelas
duas empresas permitiu a presenca do grupo em 40 paises espalhados por 4 continentes.

Em Portugal o grupo apresenta uma vasta rede de postos de colheitas por todo o
pais e duas grandes centrais, em Lisboa e no Porto. Esta presente também em muitos
hospitais privados com laboratorios periféricos localizados dentro dos mesmos.

O grupo Synlab mantém niveis de qualidade sustentados pelas normas ISO 9001,
ISO 15189 e Manual de Boas Préaticas Laboratoriais.

Os laboratorios do grupo utilizam o sistema informatico Apollo desenvolvido pelo
grupo Confidentia que permite armazenar toda a informacdo relacionada com o
funcionamento dos laboratdrios, desde a fase pré-analitica, analitica e pds-analitica, bem
como os servicos de gestdo e finangas. Na fase analitica o sistema estd conectado a
todos os equipamentos automaticos utilizados, enviando informacao sobre os ensaios a
realizar em cada amostra e recebendo os resultados. E também nele que sdo validados
tecnicamente e biopatologicamente todos os resultados.

O Grupo SynlabHealth implementou o software Unity para monitorizacdo do
controlo da qualidade interno. Todos os sistemas automaticos enviam os resultados do
controlo da qualidade para este sistema informatico onde sdo analisados em graficos de
Levey-Jennings e segundo as regras de Westgard, quando ha uma quebra nas regras o
sistema permite deixar comentérios sobre a ocorréncia e o que foi feito para retificar a
situacdo (ex.: repetir com nova aliquota de amostra controlo, calibragdo, etc.).
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3 Bioguimica

3.1 Atellica CH 930

O analisador Atellica
CH 930 da casa comercial .4!— a1 “ﬁ" _
Siemens é um analisador de ;
quimica  clinica  com :
capacidade para realizar //’
testes usando tecnologia de
electrélitos (IMT) e
fotometria.

Permite a realizacao de
até 1800 testes por hora,
sendo a sua capacidade de
1200 testes/hora em
fotometria e 600 testes/hora Figura 1 Analisador Atellica CH 9302
no sistema IMT.

E capaz de processar amostras de diferentes liquidos bioldgicos: plasma, soro,
liquido cefalorraquidiano, urina e sangue total (testes especificos).

O analisador controla a viabilidade da amostra introduzida para teste
nomeadamente verificando a existéncia de coagulos, deteccdo de bolhas, amostra
insuficiente, e medindo os indices de hemolise, ictericia e lipémia.

Para os ensaios de espectrofotometria sdo aspirados 50ul de amostra, que sdo
diluidos com 200 pl de diluente CH, este volume permite produzir até 15 resultados. No
sistema IMT sdo aspirados 25ul de amostra que € diluida de 1:10 para produzir os trés
resultados do ionograma.

O prato de diluicdo tem 115 cuvetes separadas em 5 segmentos de 23 cada. Apds
a diluicdo da amostra e a aspiracdo para o local de reacdo as cuvetes sdo lavadas
extensivamente para diminuir o risco de carry-over.

O prato de reacdo tem 211 cuvetes reutilizaveis separadas em 13 segmentos de 17
cuvetes cada, que podem ser substituidas em bloco conforme as necessidades. As
cuvetes de reacdo estdo mergulhadas dentro de um banho quente a 37°C £ 0,3. O prato
de reacdo roda de forma a colocar cada cuvete de reacdo na posigédo de leitura. A cuvete
é entdo irradiada por uma lampada de halogénio de 50W suplementada por um LED de
340nm. A luz que atravessa a cuvete € detetada por um fotometro com 11 comprimentos
de onda fixos (340nm, 410nm, 451nmm, 478nm, 505nm, 545nm, 571nm, 596nm,
658nm, 654nm, 805nm).

Os resultados sdo calculados segundo o tipo de ensaio utilizado podendo ser:
reacdo a ponto final, taxa reacional, reacdo a dois pontos ou correlacdo com branco de
reacao.
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O equipamento possui dois pratos de armazenamento de reagentes com 70
posicOes cada. Os reagentes sdo mantidos refrigerados. Cada ensaio tem um par de
reagentes que funcionam em duplas (R1 e R2) que devem estar simultaneamente
carregados no equipamento. No total podem estar 70 ensaios a bordo do analisador. Na
entrada de reagentes existe um leitor de codigo de barras que permite ao sistema
identificar o reagente antes de o armazenar. Automaticamente o sistema da informacéo
sobre o inventario de reagentes a bordo e notifica sobre a necessidade de calibracdo ou
controlo dos ensaios.

No mddulo de entrada e saida das amostras existe um compartimento refrigerado
com capacidade para 60 tubos, onde se podem carregar amostras de controlo interno
para que o analisador possa efetuar as suas funcbes de controlo e calibracdo
automaticas. Antes da abertura do laboratério, por volta da 6 horas da manhd, o
equipamento estd programado para realizar as anélises de controlo da qualidade, para
que, quando os técnicos chegarem, possam ver os resultados e corrigir eventuais
problemas. Os resultados de controlo da qualidade interno (CQI) sdo transmitidos para o
sistema Unity onde sdo analisados em graficos de Levey-Jennings e de acordo com as
regras de Westgard.?

Ao inicio do dia sdo verificados os volumes dos reagentes que existem dentro dos
maodulos e carregam-se 0s reagentes necessarios para o volume de testes que se preve.
Caso seja instalado a bordo um novo lote de reagente é necessario proceder a calibragdo
do mesmo.

3.2 Ensaios

3.2.1 Metabolismo glucidico

A glucose ¢ a principal fonte de energia para os tecidos do corpo humano, sendo
especialmente importante para o sistema nervoso, visto que é a Unica fonte de energia
que consegue utilizar ndo sendo capaz de a armazenar.

Os niveis de glicose circulante sdo controlados principalmente pelo figado e pelos
musculos que a retiram de circulacdo. O aumento ou diminuicdo destes niveis é
influenciado por diversas hormonas como: insulina, glucagina, cortisol e hormona do
crescimento.

Quando atinge o limite de filtracdo glomérular (160-180 mg/dl) a glicose é filtrada
do sangue pelos rins e excretada na urina, chamando-se a este acontecimento glicosuria.

O doseamento da glicémia conjuntamente com a determinagdo da hemoglobina
Alc sdo ensaios importantes no diagndstico e controlo dos disturbios do metabolismo
dos glucidos, sendo estes: diabetes, tolerancia diminuida a glucose e tolerancia
diminuida em jejum.
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Para o diagnostico da Tolerancia diminuida a glucose procede-se a Prova da
Toleréncia a Glicose Oral (PTGO). A prova consiste na administracdo ao utente de uma
sobrecarga de glicose (adultos: 75¢, criancas: 1.75 g/Kg até 75g), inicialmente é colhida
uma amostra em jejum que corresponde ao tempo 0, seguida de varios momentos de
colheita dependendo da indicacdo médica. Durante a prova o utente deve manter-se
sentado e o0 mais relaxado possivel, ndo pode ingerir nenhum tipo de alimento ou bebida
gue ndo seja agua.

A hiperglicemia ¢ a anomalia mais frequente e pode ser provocada por Varios
factores, de entre eles:

o Dieta rica em hidratos de carbono;

o Consumo de cafeina, nicotina e alcool;

o Stress;

o Contracetivos orais;

o Jejum incorreto;

o Doseamento insuficiente de insulina exogena.
A hipoglicémia é menos frequente e pode ser provocada por:

o Exercicio fisico violento;

o Terapéutica excessiva com insulina exogena;

o Alcoolismo.

3.2.1.1 Glucose (GluH)

O ensaio Glucose Hexokinase (GluH) destina-se a ser utilizado no diagnéstico in
vitro na determinacdo da concentracdo de glicose em amostras como soro, plasma,
liquido cefalorraquidiano e urina.

Este ensaio baseia-se no ensaio de Slein e utiliza as enzimas hexoquinase e
glicose-6-fosfato desidrogenase.

Durante este teste a glicose é fosforilada por trifosfato de adenosina (ATP) na
presenca de hexoquinase. A glicose-6-fosfato que se forma é oxidada pela enzima
glicose-6-fosfato desidrogenase, esta reacdo provoca a reducdo do NAD (nicotinamida-
adenina-dinucleétido oxidado) a NADH (nicotinamida-adenina-dinucleétido reduzido).

A absorvancia de NADH é medida numa reacéo a ponto final a 340/410 nm.

Equacdo de reacdo:

] Hexoquinase
Glicose + ATP  —— > G6P + ADP

G6P
G6P + NAD® ——— > 6-Fosfogluconato + NADH + H*

Conservacdo de amostras:
eSoro/plasma:
= Até 8haT.A.;
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. Até 3 dias a 4°C;
eUrina:
. Até 24h a 4°C;
o CR:
. Analisar de imediato se possivel;
. Até 24h a 4°C.

Valores de referéncia:
e Adulto: 74-106 mg/dl;
eRecém-nascido (1dia): 40-60 mg/dl;
eRecém-nascido (>1 dia): 50-80 mg/dl;
eCrianca: 60-100 mg/dl;
eUrina: <0.5 mg/dl;
e Liquido cefalorraquidiano:

o Adulto: 40-70 mg/dl;
o Bebé/crianca: 60-80 mg/dl;
ePTGO
o Glicémia em jejum > 126 mg/dl;
o Glicémia ocasional > 200 mg/dl;
o Glicémia aos 120 min com 75g de glucose >200mg/dl;

e Tolerancia diminuida a glucose
o Glicémia em jejum <126mg/dl;
o) Glicémia aos 120 min >140 e <200 mg/dl;

e Toler&ncia diminuida em jejum
o Glicemia em jejum > 110 e <126 mg/dl.>

3.2.2 Metabolismos lipidico

Os niveis de lipidos circulantes no sangue sdo associados ao risco do
desenvolvimento de aterosclerose com consequéncias danosas para muitos vasos
sanguineos do corpo, com especial gravidade no caso dos vasos coronarios. E, sendo
assim, sdo uma importante ferramenta no controlo da salde cardiovascular dos
individuos.

O doseamento dos lipidos e lipoproteinas é reflexo de varios fatores e habitos
como: estilo de vida, caracteristicas genéticas, obesidade, resisténcia a insulina e
presenca de co-morbilidades incluindo a Diabetes Mellitus.
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3.2.2.1 Colesterol (Chol)

O colesterol é um lipido importante no corpo humano pois é constituinte das
membranas celulares e regula a sua fluidez. Além disso é necessario para 0 metabolismo
das vitaminas lipossoluveis incluindo A, D, E e K, e € o principal precursor da vitamina
D e de vérias hormonas, entre elas: cortisol, aldosterona, progesterona, estrogénio
testosterona.

Ainda que tenha uma vasta quantidade de func¢Ges no organismo a necessidade de
ingestdo de colesterol é diminuta pois a grande parte deste € sintetizado pelo préprio
organismo, sendo que apenas 25% é de origem alimentar.

O aumento do nivel de colesterol no sangue tem vindo a ser associado com o
aumento do risco de doengas coronarias.

O ensaio Atellica CH Cholesterol destina-se ao doseamento in vitro da quantidade
de colesterol em soro ou plasma (heparina litio).

O ensaio baseia-se num método enzimatico que utiliza a conversao do colesterol-
esterase e colesterol-oxidase seguido de um ponto final de Trinder.

Durante este ensaio 0s ésteres de colesterol sdo hidrolisados pela enzima
colesterol-esterase em colesterol e 4acidos gordos livres. Em seguida ocorre a
transformacédo do colesterol em colest-4-en-3-ona pela colesterol-oxidase na presenca
de oxigénio, dando origem ao peroxido de hidrogénio. A partir do peréxido de
hidrogénio, da 4-aminoantipirina e fenol, forma-se um composto corado, catalisado pela
peroxidase. A absorvancia do composto é medida a 505/694 nm.

Equacdo de Reacdo:

3 Colesterol-esterase .
Ester de Colesterol + H,0 Colesterol + Acido Gordo

Colesterol-oxidase
Colesterol + O, Colest-4-en-3-ona + H,0

H,0, + Fenol + 4- aminoantipirina Peroxidase Corante quinoneimina + 2H,0

Conservacdo de amostras:
eAté8ha T.A;
o Até 48h a 2-8°C;
ePeriodos prolongados a -20°C;

Valores de Referéncia:
eNiveis de baixo risco (desejaveis): <200 mg/d;
eNiveis de risco moderado (limite): 200-239 mg/dl;
eNivies de risco alto: >240 mg/dL.*

3.2.2.2 Lipoproteinas
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As lipoproteinas sdo conjuntos de particulas com forma esférica cuja principal
funcdo é o transporte de particulas hidrofobicas no sangue. Estes aglomerados sdo
formados por uma membrana exterior, a qual é constituida por fosfolipidos,
apolipoproteinas e colestrerol livre. Estes orientam-se na membrana com a porgéo
hidrofilica virada para o exterior e a parte lipossoluvel orientada para o interior. No
interior estdo os triglicéridos e o colesterol esterificado.

As lipoproteinas sdo categorizadas em funcdo da sua densidade: as VLDL sdo a
lipoproteinas de densidade muito baixa (Very Low Density Lipoprotein), as LDL (Low
Density Lipoprotein) com uma densidade um pouco superior as VLDL e por ultimo as
com maior densidade s&o as HDL (High Density Lipoprotein)

As diferentes lipoproteinas interagem com as membranas das células, com
proteinas, com enzimas e entre si, 0 que determina o seu ganho ou perda de triglicéridos
e colesterol, influenciando a sua fungéo.

Em geral as LDL estdo a cargo de transportar colesterol para o figado e para 0s
tecidos periféricos. Sendo que um nivel elevado de colesterol LDL corresponde a um
risco maior de doenca aterosclerética.

A principal funcdo das HDL ¢ o transporte de colesterol dos tecidos periféricos
para o figado. Sendo este um mecanismo de protecdo contra a acumulacdo de colesterol
Nos vasos sanguineos e, assim, protetor contra as doengas coronarias. Um elevado nivel
de colesterol HDL est4 associado & diminui¢do do risco de doengas coronarias. No
entanto, um elevado nivel de HDL pode ser decorrente de doenca genética, sendo que,
neste caso, ndo aparenta ter um fator protetor contra a aterosclerose.

3.2.2.2.1 Colesterol LDL Direto (DLDL)

O ensaio Atellica Cholesterol Direct (DLDL) destina-se ao diagnoéstico in vitro de
amostras de soro ou plasma (heparina de litio)

Deste ensaio fazem parte 2 passos distintos:

No primeiro a colesterol-esterase e a colesterol-oxidase eliminam o colesterol,
excepto o das lipoproteinas de baixa densidade e a catalase elimina o peroxido
produzido pela oxidase.

No segundo passo o detergente presente no segundo reagente liberta o colesterol
das LDL. A catalase do primeiro passo € inibida por azidas de sddio também presentes
no segundo reagente. Segue-se uma reagdo de Trinder. A intensidade da cor de
quinoneimina medida a 596/694 nm é proporcional & concentragédo de colesterol.

Equacdo de Reacdo:

e Primeiro passo:

. Colesterol-esterase o
Ester de colesterol Colesterol + Acido gordo

Colesterol-oxidase
Colesterol + O, Colestenona + H,0,
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e Segundo passo:

Colesterol-esterase

Ester de colesterol Colesterol + Acido gordo

Colesterol-oxidase

Colesterol + O, Colestenona + H>0,

H,0, + 4-Aminoantipirina + TOOS* Peroxidase o Quinoneina + 4H,0

*TOOS = N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil9-3-metilanilina

Conservacao de amostras:
. Até 72h a 2-8°C;
o Vérias semanas a -20°C;
o Tempo alargado a -70°C;
Valores de Referéncia:
. Optimo: <100,0 mg/dl;
. Quase 6ptimo: 100,0 — 129,0 mg/dl;
o Limite alto: 130,0 — 159,0 mg/dl;
o Alto: 160,0 — 189,0 mg/dl;
. Muito alto: > 190,0.°

3.2.2.2.2 Colesterol HDL Direto (D-HDL)

Este ensaio é utilizado para determinar a concentracdo de colesterol HDL em
amostras de soro ou plasma (heparina de litio)

Tendo por base os procedimentos desenvolvidos por lzawa, Okada e Matsui. E
constituido por dois passos distintos.

No primeiro passo, procede-se a eliminacdo dos quilomicrons, colesterol VLDL e
LDL pelas enzimas colesterol-esterase e colesterol-oxidase. A catalase é responsavel
por eliminar o peroxido produzido neste passo.

No segundo passo, utilizando um surfatante, é libertado o colesterol presente nas
HDL. A catdlase produzida no primeiro passo é eliminada por azida sédica. A
intensidade do corante quimioneimina, quando lido a 596/694 nm, é proporcional a
concentracéo de colesterol.

Equacdo de Reacdo:
e Primeiro passo:

. Colesterol-esterase o
Ester de colesterol > Colesterol + Acido gordo

Colesterol-oxidase -
Colesterol + O, Colestenona + H,0,

e Segundo passo:

, Colesterol-esterase L
Ester de colesterol Colesterol + Acido gordo
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Colesterol + O, Colestenona + H,0,

H,0, + 4-Aminoantipirina + HDAOS* Peroxidase Quinoneina + 4H,0

*HDAOS = N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina

Conservagdo de amostras:
o Até 7 dias a 2-8°C;
o Até 3 meses a -70°C;
Valores de Referéncia:
o Baixo (indesejavel): <40,0 mg/dl;
. Alto (desejavel): >60,0 mg/dl.°

3.2.2.3 Triglicéridos (TRIG)

Os triglicéridos sdo um grupo de lipidos que pode ser adquirido da dieta ou
sintetizado pelo proprio organismo. Sdo fonte de energia para muitos tecidos, excluindo
0 sistema nervoso e 0s eritrocitos. Sdo acumulados no tecido adiposo sob a forma de
gordura, pelo que contribuem também para a manutencdo da temperatura corporal e
isolamento térmico.

A sua quantificacdo apresenta uma grande importancia clinica no diagnostico e
tratamento das hiperlipidémias. Estando o aumento do nivel de triglicéridos associado a
maior risco de doenga coronaria.

Este ensaio pode ser utilizado para determinar a concentragdo de triglicéridos em
amostras de soro ou plasma (EDTA potassio, Heparina de litio)

O método de ensaio consiste em converter os triglicéridos em glicerol e acidos
gordos livres através da enzima lipase, em seguida, o glicerol é convertido em glicerol-
3-fosfato pela glicerol-quinase, que posteriormente é convertida em perdxido de
hidrogénio por acéo da glicerol-3-fosfato oxidase. Finalmente, é formado um composto
corado de perdxido de hidrogénio, 4-aminofenazona e 4-clorofenol, catalisado pela
peroxidase. A absorvancia deste complexo, quando medida a 505/694 nm ¢é
proporcional a concentracao de Triglicéridos.

Equacdo de Reacdo:

Lipase )
Triglicéridos + 3H,0 Glicerol + Acidos gordos

Glicerol-quinase

ATP + Glicerol Glicerol-3-fosfato + ADP
} Glicerol-3-fosfato oxidase L ]
O, + Glicerol-3-fosfato ! X 2H-,0, + Di-hidroxiacetona
fosfato
) Peroxidase 3
2H,0, + 4-aminofenazona + 4-Clorofenol Coloracéo de

quinoneimina + H,O
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Conservagdo de amostras:

. Até BhaT.A;

o Até 48h a 2-8°C;

o Superior a 2 dias a -20°C;
Valores de Referéncia:

. Normal: <150 mg/dl;

o Limite elevado: 150 a 199 mg/dl;

o Elevado: 200 a 499 mg/dl;

o Muito elevado: >500 mg/dl.’

3.2.3 Metabolismo do ferro

A homeostasia do ferro no organismo tem uma elevada importancia uma vez que
este composto é essencial para a manutencdo do organismo mas pode tornar-se tdxico
guando em quantidade elevada. Sendo assim, é importante a manutencdo de uma
concentracdo de ferro equilibrada para evitar a hemocromatose (excesso de ferro livre)
ou a anemia ferropénica (deficiéncia em ferro)

O ferro proveniente da dieta apresenta-se na forma férrica (Fe**), apés a ingestdo
é transformado em ferro ferroso (Fe*") para poder ser absorvido pelas células do
duodeno e do jejuno. A reciclagem dos eritrdcitos é também uma fonte importante de
ferro.

Uma vez absorvido é de novo transformado em Fe®" e liga-se & transferrina.

A transferrina é uma proteina sintetizada no figado, que apresenta uma grande
afinidade para o ido ferro, cuja funcédo é o transporte do mesmo. A transferrina é capaz
de transportar 12mg de ferro, no entanto esta capacidade raramente é utilizada na
totalidade, em geral transporta 3mg de ferro, o que corresponde a cerca de 30% da
capacidade total.

O organismo tem reservas de ferro na forma de ferritina e hemossiderina. Sendo a
ferritina a forma de reserva mais rapidamente disponivel para consumo, e cujo
doseamento reflete o estado das reservas de ferro do organismo ainda que o ferro sérico
possa estar em baixas concentragdes.

Para avaliar o estado do metabolismo do ferro, as suas reservas e diagnosticar
doencas por deplecdo ou excesso sao utilizados pardmetros como: ferro sérico, ferritina,
transferrina e capacidade total de fixacao do ferro.

3.2.3.1 Ferro (lron)
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Neste ensaio o ferro férrico é desagregado da proteina transportadora, a ferritina,
num meio acido e, simultaneamente, é transformado na sua forma ferrosa. Uma vez na
forma Fe** é acoplado & ferrozina para produzir um composto colorido. A absorvancia
deste composto a 571/658 nm €é proporcional a concentracdo de ferro.

Este procedimento mede o ferro diretamente e sem um passo de precipitacdo, o
que permite eliminar a interferéncia do cobre.

Equacdo de reacéo:

R
Transferrina(Fe**) H Apotransferrina + Fe**
Fe** + Acido ascérbico Fe?

Fe?* + Ferrozina Fe?*/complexo de ferrozina

Conservacao de amostras:
) Até 4 diasa T.A,;
) Até 7 dias a 2-8°C;
o Até 60 dias a -20°C;
Valores de referéncia:
¢ Adultos, sexo feminino: 50-60 pg/dl;
e Adultos, sexo masculino: 65-175 pg/dl.2

3.2.3.2 Transferrina (Trf)

Proteina transportadora do ferro. Em conjunto com a capacidade total de fixacédo
do ferro sdo importantes ferramentas no diagnostico de problemas com o metabolismo
do ferro.

Niveis reduzidos de transferrina estdo associados a situacdes de inflamacéo aguda,
doenca hepatica crénica e hemocromatose, enquanto niveis elevados estdo relacionados
com deficiéncias de ferro, utilizagdo de contracetivos orais, gravidez e hepatite.

Este ensaio pode ser realizado em amostras de soro ou plasma (heparina de litio e
EDTA potéssio)

O ensaio Atellica CH Trf é um ensaio imunoturbidimétrico reforcado com
polietilenoglicol. Uma amostra que contenha transferrina é adequadamente diluida, em
seguida reage com um antissoro especifico formando-se um precipitado. Este complexo
precipitado pode, depois, ser medido por turbidimetria a 340/596 nm. A concentragao
de transferrina na amostra é obtida através da construcdo de uma curva de calibragéo
através de valores de absorvancia de padrdes.

Conservacdo de amostras:
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eAté 8haT.A;
e Até 7 dias a 2-8°C;
e Até 1 més a -20°C;
e Até 1 ano a -70°C;
Valores de Referéncia:
e Sexo masculino: 215-365 mg/dl;
«Sexo feminino: 250-380 mg/dl.’

3.2.3.3 Ferritina (Frt)

A ferritina ¢ uma macromolécula com um elevado peso molecular. E constituida
por um exterior de apoferritina e um nucleo onde podem ser encontrados até 4000
atomos de ferro.

Representa aproximadamente 25% das reservas de ferro e esta presente em todas
as células, principalmente na medula 6ssea e tecido hepatico. O ferro desta forma
armazenado é facilmente mobilizado em caso de necessidade.

O doseamento desta macromolécula reflete o estado das reservas do organismo e é
uma ferramenta importante no diagnéstico da anemia ferropénica e de doencas que
resultam do excesso e acumulacdo de ferro como a hemocromatose.

E possivel efetuar doseamento de ferritina em amostras de soro ou plasma
(heparina de litio ou EDTA potéssio)

A amostra €, automaticamente, diluida com um tampé&o que contém particulas de
latex revestidas com anticorpos dirigidos especificamente para a ferritina. A formacao
do complexo ferritina-anticorpo leva a turvacdo da solucdo, que é lida por absorvancia a
658nm. A concentracdo de ferritina na amostra é determinada através da construcédo de
uma curva de calibracdo com valores de absorvancia de padrdes.

Conservacao de amostras:
eAté 8haT.A;
e Até 48h a 2-8°C ou -20°C;
Valores de referéncia:
eSexo Masculino: 20-250 ng/ml;
«Sexo Feminino: 10-120 ng/ml.%°

3.2.3.4 Capacidade Total de Fixagdo do Ferro (TIBC)

O objectivo da realizagdo deste parametro laboratorial é avaliar a capacidade de
ligagdo do ferro a ferritina, ou seja, é a medida da quantidade maxima de ferro que a
ferritina é capaz de transportar.
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E um importante aliado no diagndstico de anemia por deficiéncia de ferro e da
anemia da doenga crénica, mas também noutras patologias. Uma vez que a ferritina é
produzida pelo figado a sua fungdo pode ser alterada em doengas como cirrose, hepatite
e insuficiéncia hepatica.

O ensaio utilizado é composto por 2 fases. Na primeira é adicionado um reagente
contendo um acido com ferro e um corante fixador do ferro. O ferro fixado é libertado
pelo acido nesse reagente. Em seguida é adicionado o segundo reagente, neutro, e a
variacdo do pH leva a que o ferro se ligue a ferritina, saturando-a. O processo é
monitorizado por espectrofotometria e a reducdo da absorvancia é diretamente
proporcional a capacidade de ligagcdo do ferro a ferritina.

Equacdo de reacdo:

N
Fe>* + Chromazurol B + Fe” Transferrina H Fe™ Chromazurol B +
Transferrina

i . pH neutro i . i
Fe” Chromazurol B + Transferrina Fe™ Transferrina + Fe- Chromazurol

Conservacao de amostras:
eAté 4 diasa T.A;;
e Até 7 dias a 2-8°C;
o Até 2 meses a -20°C.

Valores de referéncia: 250 a 425 pg/dl **

3.2.4 Metabolismo 6sseo e mineral

A homeostasia do célcio tem uma importancia especial uma vez que este ido
participa em muitas fungbes do organismo. A sua regulacdo é importante para a
sinalizacéo de reag0es intracelulares, para a atividade neuronal, libertacdo de hormonas,
atividade enzimatica, estabilidade éssea e dental e desempenha, também, um papel
fundamental na cascata da coagulacéo.

Os orgdos responsaveis pela homeostasia do calcio sdo o intestino (absorcdo), os
0Ss0s (reabsorcao) e os rins (reabsorgéo).

O fosfato e 0 magnésio estdo intimamente ligados com o calcio extracelular.

3.2.4.1 Célcio (Ca)

O aumento do célcio em circulacdo pode resultar de hiperparatiroidismo, doenca
0ssea, neoplasia 0ssea e aumento da absorcdo intestinal. Os sintomas da hipercalcémia
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podem ser variados: letargia, fraqueza muscular, reflexos retardados, perda de apetite,
obstipacéo, calcificacgdes, fraturas, diminuicdo do intervalo QT.

Por outro lado, a diminuicdo da calcémia resulta, frequentemente, de sintese
diminuida de vitamina D, esteatorreia, hipoparatiroidismo, pancreatite e insuficiéncia
renal. Da lista de sintomas fazem parte: cdibras, espasmos musculares, convulsdes,
sudorese, nduseas, vomitos e colicas abdominais.

A concentracdo de célcio tem ainda implicagbes sobre o funcionamento do
musculo, interferindo na inversdo do potencial de membrana das células do tecido
muscular que permite a contracéo e o relaxamento.

O ensaio para o doseamento deste analito baseia-se na formagéo de um composto
violeta com o-cresolftaleina-complexona num meio alcalino.

Equacdo de reacdo:

CPC +2 Ca* Composto CPC (Ca**),

Conservacdo de amostras:
eSoro / plasma:

o Até 8haT.A;
o Ateé 48h a 2-8°C;
o Até 6 meses a -20°C;
eUrina de 24h:
o Deve ser adicionada de 10 ml de 6M HCI para evitar a

precipitacdo do sal de célcio;
Valores de referéncia:
e Soro/ plasma Adultos: 8,3-10,6 mg/dl;
eUrina Adultos: 100-300 mg/24h.*

3.2.4.2 Magnésio (Mg)

O magnésio é o quarto catido mais abundante do organismo. A maioria das suas
reservas no organismo estdo sequestradas nos 0ssos e ndo podem ser prontamente
utilizadas, apenas 1% do total de magnésio se encontra no liquido extracelular.

A concentracdo ideal de magnésio é regulada em funcgdo da ingestdo alimentar e
da eficacia da conservagéo renal.

Muitas enzimas necessitam do magnésio como cofator para a sua ativagéo,
nomeadamente em processos enzimaticos envolvendo ATP e &cidos nucleicos.

A hipermagnesemia é um acontecimento raro que pode ocorrer quando individuos
com insuficiéncia real recebem sais de magnésio ou tomam medicamentos contendo
magnésio, como é o caso de alguns antiacidos ou laxantes. Os sintomas sdo fraqueza
muscular, baixa pressdo arterial, comprometimento dos movimentos respiratorios e,
quando grave, paragem cardiaca.
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Pelo contrario, quando existe um défice de magnésio, este pode dever-se ao
consumo de &lcool (diminui a ingestdo de alimentos e aumenta a excrecdo de
magnésio), diarreias prolongadas, niveis elevados de aldosterona e vasopressina,
hipertiroidismo, uso de diuréticos e amamentacdo (aumenta as necessidades de
magnésio). Hipomagnesemia provoca: nauseas, vomitos e perda de apetite, fraqueza,
alteracbes da personalidade, espasmos musculares, tremores e, quando grave,
convulsoes.

O procedimento para obter a concentracdo de magnésio pode ser realizado em
amostras de soro ou plasma (heparina de litio) e urina. Baseia-se na reacdo dos ides de
magnésio com o azul de xilidil em meio alcalino, que da origem a um composto roxo-
avermelhado solivel em agua. O aumento da absorvancia do azul de xilidil a 505/694
nm é proporcional & concentracdo de magnésio da amostra. Neste procedimento o célcio
presente é excluido da reacéo por agregacdo com EGTA.

Equacdo de reacéo:

OH
Azul de xilidil + Mg** Complexo de azul de xilidil (Mg?*)

Conservagdo de amostras:
e Soro/plasma:

o Até 7 dias a 2-8°C;

o Até 12 meses a -20°C;
eUrina:

o Até 7 dias a 2-8°C.

Valores de referéncia:
e Soro/plasma (adultos): 1,60 a 2,60 mg/dl;
e Urina (adultos): 24 a 255 mg/24h.*®

3.2.4.3 Fdésforo inorganico (IP)

Na sua maioria, as reservas de fésforo do organismo estdo presentes na matriz
Ossea sob a forma de hidroxiapatite, as restantes apresentam-se sob a forma de fosforo
inorganico ou ésteres de fosfato.

Este composto apresenta uma relacdo de reciprocidade com o célcio, isto é,
quando ha uma subida dos niveis de calcio o0 mesmo acontece com o fdsforo e vice-
versa.

A hiperfosfatemia é um acontecimento raro que pode ser observado em individuos
com disfung@o renal, pois os rins ndo excretam eficientemente o fosfato. Menos
comummente esta situacdo pode aparecer no hipoparatiroidismo, na cetoacidose
diabética, na rabdomiolise, nas infec¢des sistémicas e quando existe uma administracéo
oral de grandes quantidades de fosfato.
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A hipofosfatemia caracteriza-se como uma concentracdo muito baixa de fosfato e
pode advir de alcoolismo agudo, queimaduras graves, nutricdo parentérica total,
alcalose respiratdria, hiperparatiroidismo, hipotiroidismo, deficiéncia de vitamina D,
administragdo prolongada de diuréticos, entre outros.

Em geral, nenhuma das condi¢Oes apresentadas anteriormente apresenta sintomas
excepto em casos muito graves.

O doseamento de fosfato pode ser realizado em amostras de soro, plasma
(heparina de litio) e urina.

O fosforo inorganico reage com o Molibdato de amdnia na presenca de acido
sulfarico, formando um complexo, fosfomolibdato, ndo reduzido que pode ser medido
numa reacao a ponto final a 340/658 nm.

Equacdo de reacdo:

H+
Fosfato + Molibdato > Complexo Fosfomolibdato

Conservacdo de amostras:
e Soro/plasma:

o Até 8haT.A;

o Até 48h a 2-8°C;

o Apos 2 dias a -20°C;
eUrina de 24h:

o Até 4 dias a 2-8°C;

o Até 1 més a -20°C;
e Urina ocasional acidificada:

o Até 6 meses a 1-8°C;

Valores de referéncia:
e Soro/plasma Adultos: 2,4 a 5,1 mg/dl;
eUrina: 0,4 a 1,3 g/24h.*

3.2.5 Funcao Hepatica e Biliar

O figado é um érgdo que tem a seu cargo diversas funcbes de elevada importancia
para o organismo. E ele que produz e armazena aminoécidos, hidratos de carbono,
lipidos, vitaminas e sais minerais. Muitas proteinas plasmaticas e fatores de coagulacéo
sdo aqui sintetizados.

Além de funcdo de sintese e armazenamento ele € responsavel por desintoxicar o
organismo e metabolizar farmacos e toxinas. Realiza, ainda, o catabolismo de varias
hormonas, contribuindo para a regulacéo dos niveis sericos das mesmas.

A bilirrubina e conjugada com o acido glucorénico pelo figado.

Produz sais biliares que sdo encaminhados pelos canais biliares e acumulados na
vesicula biliar.
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Um painel hepatico tipico inclui: gamaglutamiltransferase (GGT), Alanina
aminotransferase (ALT), Aspartato aminotransferase (AST), Fosfatase alcalina (ALP) e
Bilirrubinas, e permite o diagnostico e caracterizacdo da doenga hepatica ou distirbios
da funcdo biliar, bem como a monitorizagdo do tratamento das mesmas e do stress
hepético causado por alguns medicamentos.

3.25.1 Aminotransferases

A alanina aminotransferase (ALT) e a Aspartato aminotransferase (AST) sdo
libertadas para a circulagdo quando existe lise ou necrose dos hepatécitos, sendo que sdo
bons indicadores de lesdo hepética. Niveis elevados, geralmente, podem indicar:
hepatite viral, toxica, farmacologica ou isquemia.

Niveis exuberantes de aminotransferases tém, usualmente, as seguintes etiologias:
agudizacao de hepatite auto-imune, hepatite B crénica, sindroma de Budd-Chiari agudo,
esteatose, migracdo de um calculo biliar.

ElevacGes moderadas sdo devidas a hepatites cronicas, hepatite alcodlica, cirrose,
carcinoma hepatocelular, entre outras.

A elevacdo da ALT é mais especifica da lesdo hepatica uma vez que AST esta
presente noutros tecidos, nomeadamente, no musculo cardiaco, no muasculo esquelético,
nos rins e no pancreas.

A razdo AST/ALT tem relevancia no diagnostico da hepatite alcodlica, sendo que
se for superior a 2 ¢ indicativa de ingestao abusiva de alcool.

3.25.1.1 Alanina Aminotransferase (ALT)

Pode ser doseada em soro ou plasma (heparina de litio)

A reacdo que permite a avaliacdo da atividade desta enzima é indicada pela adicao
de a-Quetoglutarato. A concentragdo de nicotinamida-adenina-dinucleétido (NADH)
reduzido é medida pela respetiva absorvancia a 340/410 nm e a velocidade da reducgéo
da absorvancia é proporcional a atividade da enzima.

Equacdo de reacéo:

ALT
L-Alanina + a-Quetoglutarato Piruvato + L-Glutamato

Lactato Desidrogenase

Piruvato + NADH Lactato + NAD

Conservacao de amostras:

) Até 7 dias a 2-8°C;

) Até 30 dias a -20°C.
Valores de referéncia:

. Adultos: 10-48 U/I."
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3.2.5.1.2 Aspartato Aminotransferase (AST)

Este ensaio é indicado para a determinacdo da atividade da AST em amostras de
soro ou plasma (heparina de litio)

A concentracdo de NADH reduzido é medida por absorvancia a 340/410 nm. A
velocidade de redugdo da absorvancia é proporcional a atividade na enzima. Esta reacéo
¢ iniciada pela adigdo de a-Quetoglutarato.

Equacdo de reacdo:

AST
L-Aspartato + a-Quetoglutarato Oxalacetato + L-Glutamato

Malato Desidrogenase
Oxalacetato + NADH Malato + NAD

Conservacao de amostras:

e Até 3 dias a 20-25°C;

e Até 7 dias a 2-8°C;

e Até 30 dias a -20°C.
Valores de referéncia; < 34 U/L.1°

3.2.5.2 Bilirrubinas

O metabolismo das bilirrubinas pode ser dividido em 4 fases sucessivas: captacéo,
armazenamento, conjugacao e secre¢do hepatica. Em cada fase estdo presentes enzimas
especificas cujas atividades, quando alteradas, causam processos patogénicos.

A hemoglobina libertada aquando da rutura dos eritrécitos envelhecidos é captada
pelo sistema reticulo-endotelial e desintegrada em biliverdina, mondxido de carbono e
ferro pela hemeoxigenase. Em seguida a biliberdina-redutase converte a biliverdina em
bilirrubina. Esta forma de bilirrubina livre € lipossolivel e circula no plasma
complexado com a albuina. A frac¢do bilirrubina ligada as proteinas plasmatica é
designada de bilirrubina ndo conjugada.

A bilirrubina ndo conjugada quando chega ao figado é captada pelos hepatdcitos
e, por acdo de enzimas microssomais liga-se a uma ou mais moléculas de &cido
glucurénico. A fragdo de bilirrubina complexada com o acido glucorénico chamamos
bilirrubina conjugada, que € excretada com a bilis, transformada por bactérias em
urobilinogénio e eliminada nas fezes.

O conjunto destas duas fracfes toma a designacao de bilirrubina total.

Quando existem perturbacdo no metabolismo das bilirrubinas podemos estar
perante um dos seguintes casos:
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eProducéo exacerbada de bilirrubina: anemias hemoliticas ou eritropoiese
ineficaz.

eReducdo na captacdo ou conjugacdo pelo hepatécito: interferéncia de
medicamentos, sindrome de Gilbert, sindrome de Crigler-Najjar e doenca
hepatocelular difusa.

e Fluxo biliar reduzido: colestase.

Em que, nos primeiros 2 casos, ocorre hiperbilirrubinemia ndo conjugada, e no
terceiro, predomina a bilirrubina conjugada.

3.2.5.2.1 Bilirrubina total (TBil)

Este ensaio pode ser realizado em amostras de soro ou plasma (heparina de litio).

Baseia-se num método de oxidacdo quimica em que a bilirrubina é oxidada pelo
vanadato para produzir biliverdina. Tanto a bilirrubina conjugada como a nao-
conjugada sdo oxidadas neste passo. Esta reacdo de oxidagdo provoca a diminuicdo da
intensidade da cor amarela da solugdo, uma vez que a cor é especifica da bilirrubina. A
reducdo da coloracéo é lida a 451/545 nm e é proporcional a concentragdo de bilirrubina
na amostra.

Uma vez que é uma leitura dependente da cor da amostra o resultado pode sobre
interferéncia de hemdlise e lipémia que levam a uma subestimacédo e sobrestimacdo da
concentracdo da bilirrubina, respetivamente.

Equacdo de reacdo:

Bilirrubina + Tensioativo + VO* Biliverdina

Conservacao de amostras:
e Até 5 dias a 5°C;
e Até 3 meses a -70°C;
¢ A bilirrubina é extremamente fotossensivel, pelo que as amostras devem
ser mantidas ao abrigo da luz tanto natural como fluorescente.

Valores de referéncia:
e Adultos: 0,3-1,2 mg/dl."

3.2.5.2.2 Bilirrubina direta (D-Bil)

E possivel realizar esta determinacdo em amostras de soro ou plasma (heparina de
litio).

Durante este ensaio a bilirrubina é oxidada pelo vanadato produzindo biliverdina.
Na presenca de tampdo tartrato, a bilirrubina conjugada (direta) € transformada em
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biliverdina. A concentracdo de bilirrubina na amostra é proporcional a reducdo da
intensidade da cor amarela, medida numa reacéo a ponto final, a 451/545 nm.

Amostras lipémicas sofrem uma sobrestimacéo da bilirrubina devido a turvacdo, e
amostras hemolisadas sdo subestimadas devido ao amento de absorvancia do branco de
amostra.

Equacdo de reacdo:

Bilirrubina conjugada + VO* > Biliverdina

Conservacao de amostras:

eAté8ha T.A;

e Até 1 semana a 2-8°C;

o Até 6 meses a -20°C;

e Amostras devem ser mantidas ao abrigo da luz;
Valores de referéncia:

e Adultos: < 0,3mg/dI.*®

3.2.5.3 Gama-glutamil Transferase (GGT)

A y-glutamiltransferase € uma enzima que se encontra nos microssomas dos
hepatdcitos e vias biliares. Embora exista em niveis elevados no tecido renal, a enzima
presente no soro parece ter origem no tecido hepato-biliar. Sendo assim é um bom
marcador para todas as formas de doenca hepatica.

O aumento de GGT ¢€ identificado precocemente e é mais acentuado que 0s
restantes marcadores no caso de obstrucdo das vias biliares.

Eleva-se em resposta a barbitlricos e consumo excessivo de alcool, sendo
especialmente um bom analito para avaliar individuos alcodlicos pois a abstinéncia
provoca uma diminuicao dos valores.

Realiza-se 0 doseamento de GGT em amostras de soro e plasma (heparina de
litio)

O procedimento baseia-se na acdo da GGT sobre um substrato sintético (L-y-
glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida), que transfere o residuo de y-glutamil para um
receptor (a gligilglicina). O produto desta reacdo (5-amino-2-nitrobenzoato) que tem
uma absor¢do maxima perto de 400 nm. A taxa de formacdo do produto € medida por
absorvancia a 410/478 nm numa reagdo com cinética de ordem zero.

Equacdo de reacdo:

L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida + Glicilglicina
GGT
—
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5-Amino-2Nitrobenzoato + L-y-Glutamil-Glicilglicina

Conservacao de amostras:
eAté8ha T.A;
e Até 48h a 2-8°C;
e Ap0s 2 dias a -20°C;
Valores de referéncia:
¢ Sexo masculino: <73 U/I,
«Sexo feminino: <38 U/I.Y°

3.2.5.4 Fosfatase alcalina (ALP)

A fosfatase alcalina é uma hidrdlase que remove os grupos fosfato de um grande
namero de moléculas diferentes, atuando em ambiente alcalino.

Tem uma ampla distribuicdo extra-hepéatica, nomeadamente na placenta, intestino
delgado, leucdcitos, rins e maioritariamente nos 0ssos, 0 que implica que a sua
especificidade para o diagnostico de perturbacdes hepaticas seja baixa por si so.

Niveis elevados desta enzima conjugados com alteracdes de outros marcadores
hepaticos podem significar: hepatite, cirrose, carcinoma hepato-celular e doencas
infiltrativas.

Aumento da concentracdo sérica desta enzima como acontecimento isolado
acontece com alguns tumores 6sseos malignos, carcinoma, linfoma de Hodgkin, nas
criangas e jovens em fase de crescimento e na gestagao.

As amostras em que € possivel realizar este ensaio sdo: soro e plasma (heparina de
litio).

A fosfatase alcalina cataliza a transfosforilacdo do p-nitrofenilfosfato (p-NPP)
para o p-nitrofenol (p-NP) na presenca de tampdo 2-amino-2-metil-1-propanol (AMP).
A presenca dos iBes magnésio e zinco permitem a manutengdo de um ambiente alcalino
para optimizar a acdo da enzima. A variacao da absorvancia devida a formacao do p-NP
é diretamente proporcional a atividade da enzima. A variacdo ¢ medida por uma técnica
de velocidade biocromatica.

Equacdo de reacéo:
ALP

p-NPP + AMP p-NP + AMP + POy
pH 10,25 Mg/Zn

Conservacao de amostras:
eAté 8haT.A;
e Até 7 dias a 2-8°C;
o Até 6 meses a -20°C;
Valores de referéncia:
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e Adultos: 46-116 U/1.%°

3.2.5.5 Proteinas totais (TP)

As proteinas plasmaticas desempenham func¢es multiplas como a manutengéo da
pressdo osmotica e da viscosidade do sangue, transporte de nutrientes, metabolitos,
hormonas e produtos de excrecédo, regulam o pH sanguineo e participam na cascata da
coagulacao.

A concentracdo de proteinas em circulacdo pode estar aumentada em situacao de
desidratacdo (hemoconcentracdo). No caso de esse valor estar diminuido, pode ter um
conjunto de significados diferentes, de entre eles é de referir as falhas hepéticas,
transtornos intestinais e renais, hemorragia e desnutrigdo. Este acontecimento leva a
uma queda na osmolaridade do plasma e na saida de liquidos para os tecidos (edema).

O ensaio assenta na reacdo das proteinas com os ides de cobre que da origem a um
composto de cor roxa. A intensidade na cor é proporcional a concentracdo das proteinas
guando medida a absorvancia a 545 nm numa reacéo a ponto final.

Equacdo de reacéo:

OH’
Proteinas + CuSo, Complexo de cuproproteinas

Conservacao de amostras:
eAté 8ha T.A.
e Até 3 dias a 2-8°C
e Até 120 dias a -20°C
Valores de referéncia:
e Adultos: 5,7-8,2 g/dI**

3.2.6 Funcao Pancreética

Para a avaliacdo da funcdo pancreatica € comum utilizarem-se 0s niveis séricos de
lipase e amilase. A amilase é uma enzima catalisadora da hidrolise da amilopectina, da
amilose e do glicogénio em maltose e dextrose. Encontra-se na saliva na sua forma o-
amilase e no pancreas denomina-se amilase pancreatica. A lipase € mais especifica para
a funcdo hepatica, € uma enzima que atua sobre os lipidos quando é libertada pelo
pancreas no intestino delgado.

Ambas sdo largamente utilizadas como marcadores da inflamagéo pancreatica, no
entanto a sua elevagdo nem sempre é indicativa de doenga pancreética. Podem aparecer
aumentadas em situagfes como doencas do trato biliar, oclusdo ou isquemia intestinal e
apendicite aguda. A sua especificidade €, também, reduzida na insuficiéncia renal,
doenca hepética, alcoolismo, entre outras.
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Segundo o American College of Gastroenterology, o diagnéstico da pancreatite
aguda ndo pode assentar apenas no doseamento destas enzimas, e requer a presenca de
pelo menos duas das seguintes situagdes:

eDor abdominal;
e Exames Imagioldgicos sugestivos;
e Amilase e/ou lipase superior a trés vezes o valor normal.

3.2.6.1 Amilase (Amy)

Este ensaio pode ser realizado em soro, plasma (heparina de litio) e urina.

Utiliza p-nitrofenil-maltoheptésido blogueado por etilideno (Ed-G7PNP) como
substrato, e a enzima a-glucosidase para libertar o p-nitrofenol (PNP). O p-nitrofenol
libertado é medido a 420/694 nm.

Equacdo de reacéo:
a-Amilase
Ed-G7PNP Ed-G, + G,-PNP

A-Glucosidase .

G,-PNP PNP + Glicose

Conservagdo de amostras:
e Soro/plasma:

o Até 7 diasa T.A.;
o Apos 7 dias a -20°C;
eUrina:
o Ajustar o pH de 7,0 e conservar refrigerada;

Valores de referéncia:
eSoro/plasma Adultos: 30-118 U/,
e Urina Adultos: < 650 U/1.%2

3.2.6.2 Lipase (Lip)

O doseamento de lipase pode ser realizado em amostras de soro ou plasmas
(heparina de litio).

Neste ensaio a lipase cliva o substrato DGGMR (éster de 1,2-o-dilauril-rac-
glicero-3-4cido glutarico-(6’-metilresorufina)) para formar 1,2-o-dilauril-rac-glicerol e
um intermediario instavel, éster de acido glutarico-(6’-metilresorufina). Este decompde-
se imediatamente, sob a influéncia do pH alcalino, em acido glutarico e metilresorufina.
A atividade da lipase na amostra é proporcional a formacao de metilresorufina medida a
571/694 nm.
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Equacdo de reacéo:
Ester de 1,2-o-dilauril-rac-glicerol-3-4cido glutarico-(6’-metilresorufina)
Lipase

1,2-o-dilauril-rac-glicerol + éster de acido glutarico-(6’-metilresorufina)

Ester de acido glutarico-(6’-metilresorufina)
Decomposicao
Espontéanea

Metilresorufina + acido glutarico

Conservacao de amostras:
eAté 24ha T.A.;
e Até 7 dias a 2-8°C;
e Até 1 anos a -20°C;
Valores de referéncia:
e Adultos: 12-53 U/I.%

3.2.7 Funcao renal e equilibrio &cido-base

Os rins possuem diversos papéis na manutencdo da homeostasia. A sua funcéao é
filtrar 0 sangue e retirar excedentes metabolicos enquanto, a0 mesmo tempo que
reabsorvem substancia importantes ao organismo, como proteinas de baixo peso
molecular, 4gua e eletrdlitos. As taxas de reabsorcdo e secrecdo destas substancias
respondem a disturbios hidricos, electroliticos e acido-basicos. Acumulam ainda uma
funcdo enddcrina secretando hormonas que regulam a hematopoiese (eritropoietina) e a
secrecdo de aldosterona pelo cortex adrenal (renina).

Para avaliar o estado da funcdo renal e do equilibrio acido-base, bem como
diagnosticar, monitorizar doencas deste foro sdo utilizados o0s seguintes testes
laboratoriais: ureia nitrogenada, &cido Urico, creatinina, depuracdo da creatinina,
microalbumina e ionograma.

3.2.7.1 Ureia Nitrogenada (UN)

A ureia é o principal metabolito nitrogenado que deriva da degradacdo das
proteinas, na sua grande maioria é excretado pelo rim, sendo uma pequena percentagem
eliminada pelo trato gastrointestinal e pela pele. E filtrada livremente pelo rim e néo é
reabsorvida ativamente, no entanto é um fraco preditor da filtracdo glomerular uma vez
que uma grande percentagem volta para o plasma por difusdo passiva, processo
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dependente do fluxo urinario. Ou seja, a estase urinaria leva a um aumento da difuséo
da ureia de volta ao plasma provocando uma subestimacéo da filtragcdo glomerular.

A Hiperuremia pode ser classificada em trés tipos diferentes:

ePré-renal: insuficiéncia cardiaca, desidratacdo, aumento do catabolismo
das proteinas;

eRenal: glomerulonefrite, nefrite cronica, nefrose tubular;

ePos-renal: obstrucéo.

O ensaio para determinacdo da concentracdo de ureia pode ser realizado em
amostras de soro, plasma (heparina de litio) ou urina.

E adicionado & amostra um reagente contendo a enzima urease que hidrolisa a
ureia na presenca de agua produzindo aménia e dioxido de carbono. A amonia reage
com 2-oxoglutarato na presenca da glutamato desidrogenase e NADH. A oxidagdo do
NADH a NAD é medida a 340/410 nm numa reacdo de taxa inversa.

Equacdo de Reacdo:

. Urease o
Ureia + H,O 2 Amonia + CO,
) Glutamato desidrogenase
Amonia + NADH + a-cetoglutarato > Glutamato + NAD + H,0O
Conservacao de amostras:
e Soro/plasma
o 3abdiasaT.A;
o Até 1 semana a 2-8°C;
eUrina
o Até 4 dias a 2-8°C;

Valores de referéncia:
e Soro/plasma Adultos: 9 a 23 mg/dl;
eUrina: 12 a 20 g/24h.*

3.2.7.2 Acido urico (UA)

O écido drico tem origem no metabolismo das purinas e é retirado da circulacdo
pelos rins, sendo um componente normal da urina.

A sua acumulacdo no organismo € indicativa de problemas do foro renal e pode
levar a acumulacdo dos cristais de urato nas articulagdes (gota) ou nos rins (calculos
renais).

O doseamento do UA no sangue permite avaliar se a inflamacéo nas articulacoes é
devida a gota e monitorizar terapéuticas.

O ensaio laboratorial que permite o doseamento de UA destina-se a ser utilizado
em amostras de soro, plasma (heparina de litio) ou urina.
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O é&cido Urico é convertido pela uricase em alantoina e peroxido de hidrogénio. E
formado um composto colorido a partir do peréxido de hidrogénio, 4-aminofenazona e
TOOS  (N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3-metilanilina) mediante a influéncia
catalitica da peroxidase. A concentracdo do composto resultante, medida a 545/694 nm,
é diretamente proporcional ao nivel de acido Urico na amostra.

Equacdo de reacdo:

; Uricase
Acido Urico + 2H,0 + O, Alantoina +CO, + H,0»,

H' + TOOS + 4-AAP + 2H,0, —oroxidase Corante Quinonodiimina + 4H,0

Conservacao de amostras:
eSoro/plasma
o Até 3-5 dias 4°C;
o Até 6 meses a -20°C;
eUrina alcalina
o Até 3-4diasa T.A.;

Valores de referéncia:
eSoro/plasma
o Sexo masculino Adultos: 3,7-9,2 mg/dl;
o Sexo feminino Adultos: 3,1-7,8 mg/dl;
eUrina
o Adultos: 250-750 mg/24h.?

3.2.7.3 Creatinina (Crea)

A creatinina plasmatica é derivada, quase na totalidade, do catabolismo da
creatina e fosfocreatina presentes no tecido muscular, que ocorre de forma constante.

A concentracdo plasmatica deste metabolito é proporcional a massa muscular do
individuo, pelo que, varia com a idade, sexo e etnia. Em situacdes de atrofia muscular e
outras doencas relacionadas ocorre uma diminuicdo da creatinina no sangue, pelo
contrario, esse valor estd aumentado quando ha a préatica de exercicio fisico vigoroso e
prolongado.

A excrecdo da creatinina é efetuada por via renal sem que sofra reabsor¢édo ou
metabolizac&o, por este motivo & um bom indicador da taxa de filtragdo glomérular.

A determinacgdo da creatinina no sangue e na urina é tambem util para calcular a
depuracéo da creatinina.

O doseamento laboratorial da creatinina é feito por um método que se baseia na
reacdo de Jaffé, na qual a creatinina reage com o picrato em meio alcalino, formando
um complexo de cor vermelha-alaranjada. A velocidade de formacdo do complexo é
medida a 505/571 nm e é proporcional a concentracdo de creatinina na amostra.
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Este ensaio pode sofrer a interferéncia de bilirrubinas e da reacdo com proteinas
ndo especificas no soro ou no plasma que provocam, respetivamente, a subestimacéo e a
sobrestimacéo do resultado.

Equacdo de reacdo:

OH"
Creatinina + Acido picrico Creatinina-picrato
Conservacdo de amostras:
eSoro/plasma
o Até 24haT.A;
o Até 7 dias a 2-8°C;
o Até 3 meses a -20°C;
eUrina (aleatoria ou 24h)
o Ateé 4 dias a 2-8°C;
o Até 3 meses a -20°C;
Valores de referéncia:
e Soro/plasma Adultos
o Sexo masculino: 0,70-1,30 mg/dl;
o Sexo feminino: 0,55-1,02 mg/dl;
eUrina Adultos
o Sexo masculino: 950-2490 mg/24h;
o Sexo feminino: 600-1800 mg/24h.%®

3.2.7.4 Microalbumina (LALB)

Microalbumindria define-se como presenca de albumina na urina, que na
populacdo normal tem valores entre 1 mg/24h a 30 mg/24h. Os niveis de albumina na
urina sdo um bom indicador de ocorréncia de danos na capacidade de filtracdo
glomerular. A progressao da doenca renal na diabetes mellitus é caracterizada pela
elevacdo da concentracdo da albumina na urina.

Esta determinacdo é realizada num ensaio de imunoturbidimetria reforcada com
PEG. A amostra ¢ adicionado um antissoro especifico para a albumina. O complexo
anticorpo-antigénio formado provoca a turvacdo da solucdo que é medida por
turbidimetria a 340/596 nm. Através da construcdo de uma curva de padrdes, determina-
se a concentracdo de albumina na amostra.

Conservacdo de amostras:

° Urina
o Até 14 dias 2-8°C;
o) 5 meses a -20°C;

Valores de referéncia:
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. Adultos: até 30 mg/24h.?’
3.2.7.5 lonograma

Os ides sodio (Na*), potassio (K*) e cloro (CI) participam na manutencdo da
pressdo osmotica, hidratacdo de varios compartimentos de fluidos, manutencéo do pH,
regulacao da contracdo dos tecidos muscular e cardiaco, estdo envolvidos nas reacGes de
oxidacgdo-reducdo e interagem com diversas enzimas como cofactores.

O sistema A-LYTE™ Integrated Multisensor (IMT Na K CI) destina-se a ser
utilizado na determinacao quantitativa de sodio, potassio e cloreto em amostras de soro,
plasma (heparina de litio) ou urina. E um ensaio potenciométrico em que a amostra é
colocada em contacto com eléctrodos seletivos para cada um dos ides. Os ides
estabelecem um equilibrio com a superficie do eléctrodo e gera-se um potencial. Esse
potencial gerado pela amostra é comparado ao gerado por uma solucdo padrdo sendo
que a concentracdo dos ides € calculada pela equagdo de Nernst.

A interpretacdo dos resultados est resumida na tabela 1.%

Tabela 1 interpretacdo clinica do lonograma em plasma/soro e urina

Soro/plasma Urina
Sodio v Perda de Na (vomitos, diarreias, | Baixa ingestdo de Na
sudorese  excessiva, uso  de | nadieta,
diuréticos, hipoaldosteronismo, | Hiperaldosteronismo
cetoacidose diabética, ou acidose | Insuficiéncia cardiaca
tubular renal) congestiva.
Hipervolémia (insuficiéncia
cardiaca, diabetes descontrolado,
cirrose hepética, sindroma nefrdtico
e desnutricdo)
DistUrbios da hormona antidiurética
A Desidratacdo, vomitos, diarreia. Uso de diuréticos,
Aumento da ingestdo de Na Sindroma de Addison,
Sindroma de Cushing Nefrite,
Diabetes insipidus Hipoaldosteronismo.
Potassio \4 Baixa ingestdo (alcoolismo e | Ingestdo insuficiente,
anorexia) doenca renal com
Vomitos, diarreias e  fistulas | diminuicdo do fluxo
intestinais urinario.
Uso de diuréticos,
hiperaldosteronismo, sindroma de
Cushing
A Insuficiéncia renal, acidose | Hiperaldosteronismo,
metabdlica  grave,  cetoacidose | dano  renal, apoés
diabética, desidratacéo, lesdo | administracéo de
tecidular, sindroma de Addison ACTH, cortisona ou
hidrocortisona.
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Cloreto v Cetoacidose diabética, insuficiéncia | Vomitos,  aspiracdo
renal, alcalose metabdlica, acidose | gastrica, diarreias
respiratoria, sindroma de Addison,
vomitos, sudorese excessiva e
hiperaldosteronismo

A Desidratacdo, acidose metabdlica, | Excesso de
alcalose respiratoria e diabetes | corticosteroides
insipidus end6genos ou

exogenos, Sindromas
de Cushing, Cohn e

Bartter.
Conservacdo de amostras:
o Soro/plasma e urina:
o Até 7 dias a 2-8°C;
o Até 30 dias a -20°C;
. Urina de 24h:
o Colheita deve ser realizada sem adicdo de conservantes;
o Mantida a 2-8°C durante o tempo de colheita;

o Até 30 dias a -20°C;
Valores de referéncia:

e Soro:
o) Na: 136-145 mmol/I;
o K: 3,5-5,1 mmoll/l,
o Cl: 98-107 mmol/l;
ePlasma:
o Na: 136-145 mmol/I;
o K: 3,4-4,5 mmoll/l,
o Cl: 98-107 mmol/l;
eUrina:
o Na: 40-220 mmol/24h;
o K: 25-125 mmol/24h;
o Cl: 110-250 mmol/24h.%

3.2.8 Funcao Muscular

Para avaliar o estado da funcdo muscular séo comummente usados ensaios para
testar a acdo das enzimas Creatina-quinase e lactato desidrogenase.

3.2.8.1 Creatina-quinase (CKNAC)
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A creatina-quinase, ou creatina-fosfoquinase ¢ uma enzima presente em varios
tecidos, cuja funcdo é catalisar a conversdo de creatina em fosfocreatina. Existe em
tecidos como o cérebro, masculo esquelético, cardiaco e liso. E doseada no soro ou
plasma (heparina de litio) para avaliar a fungdo muscular e a extensdo de danos neste
tecido como enfarte do miocéardio, distrofia de Duchenne progressiva, rabdomidlise,
miosite e miocardite.

In vitro a CKNAC reage com fosfato de creatina e ADP, formando ATP e
creatina. O ATP da reacgdo anterior vai ser utilizado pela hexoquinase-G&PD para gerar
nicotinamida-adenina-dinucleétido-fosfato (NADPH). A concentracdo de NADPH
medida a 340/410 nm é proporcional a atividade da enzima.

Equacdo de reacdo:

) CK,Mg* )
Fosfato de creatina + ADP Creatina + ATP

HK Mg

D-Glucorase + ATP ADP + G6P

G6P + NADP* 6P 6-Fosfogluconato-6-Lactona + NADPH

Conservacao de amostras:
e Soro/plasma:
o Até 1 semana a 2-8°C;
o Apos 1 semana a -20°C;
Valores de referéncia:
¢ Sexo masculino: 32-294 U/,
«Sexo Feminino: 33-211 U/1.%°

3.2.8.2 Lactato desidrogenase (LDH)

A LDH é uma enzima que participa do processo de transformacéo da glicose em
energia. Estd presente em varios tecidos do corpo como isoenzimas distintas nomeadas
de LDH-1 a LDH-5 da seguinte forma:

e LDH-1: Coracdo e eritrdcitos;

e LDH-2: Leucdcitos;

e DH-3: Pulmdes;

eLDH-4: Rins, placenta e pancreas;

o LDH-5: Figado e musculo esquelético.

Devido a sua distribuicdo o aumento desta enzima no sangue pode dever-se a
enfarte do miocéardio, anemia hemolitica, abuso de alcool, uso de anestésicos, aspirina e
fluoretos, exercicio fisico violento também leva ao aumento de LDH. Quando se
apresenta em valores abaixo do normal podemos estar perante um caso de mutagéo
genética, no entanto € um acontecimento raro.

49
Diana Rita Rodrigues MAC 2020



Relatdrio de Estagio Bioquimica

Pode realizar-se esta determinacdo em amostras de soro ou plasma (heparina de
litio).

Neste ensaio a lactato-desidrogenase catalisa a converséo de L-lactato a piruvato
na presenca de NAD. A atividade enzimética da LDH é proporcional a velocidade de
producdo de NADH, medida pelo aumento de absorvancia a 340/410 nm.

Equacdo de reacdo:

LDH
L-lactato + NAD + H* Piruvato + NADH"

Conservacdo de amostras: Até 3 diasa T.A;

Valores de referéncia: para adultos 120 -246 U/L*°

3.3 Atellica IM 1600

O atellica IM 1600 da casa comercial Siemens é um analisador de imunoensaio
com detecdo por quimioluminescencia que utiliza éster de acridinium como marcador.

O analisador é capaz de realizar até 440 testes por hora, e pode analisar amostras
de vérios liquidos biolégicos como: soro, plasma, liquido amnidtico, urina e sangue
total.

Avalia as condicdes das amostras com detetores de nivel, codgulos, bolhas e
amostra insuficiente. Recebe informacdo do analisador de quimica quanto a lipémia,
ictericia e hemolise.

O volume de aspiragdo da amostra varia ente 10ul e 100 ul dependendo do ensaio.

O prato de reacdo tem 89 posi¢des no anel exterior e 71 no anel interior, com
espaco total para 160 cuvetes descartaveis. A area de reacdo é mantida a 37°C.

O CQI é realizado automaticamente como no analisador de quimica.*

e Tipo de ensaios realizados:

a) Imunoensaio em Sandwich

Os ensaios do tipo Sandwich sdo compostos por duas fases. Na primeira um
anticorpo marcado por éster de acridinium reage com o antigénio alvo da amostra, em
seguida é adicionado um reagente contendo particulas magnéticas revestidas por
anticorpos, essas particulas ligam-se ao complexo ja formado. Quando a solucgéo é
sujeita a um campo magnetico as particulas magnéticas ancoram o complexo a cuvete.
Segue-se uma fase de lavagem que permite eliminar tudo o que ndo foi ligado pelos
anticorpos. Em seguida o resultado € lido por quimioluminescencia e as unidades de luz
relativa (RLUs) presentes sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra.
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b) Imunoensaio competitivo

Neste tipo de ensaio o0 antigénio alvo presente na amostra e um antigénio do
reagente marcado por ester de acridinium competem pela ligacdo a particula magnética
revestida por anticorpos. Quando maior for a concentracdo do analito na amostra menor
vai ser a ligacdo do antigénio marcado ao anticorpo. Assim o resultado em RLUs é
inversamente proporcional a concentracdo do analito.

As determinacdes relacionadas com o equilibrio hormonal e os marcadores
tumorais sdo realizados neste equipamento e utilizam as metodologias descritas acima
segundo a tabela 2.

Tabela 2 Ensaios realizados no analisador Atellica IM

Imunoensaio em Sandwich

Imunoensaio Competitivo

-PTH
-Prolactina
-LH

-FSH

T3
-T3L
-T4
-TaL

-TSH
-PSA
-PSAL
-CEA
-CA19.9
-CA15.3
-CA125

Todas estas determinagdes sdo realizadas em soro que pode ser conservado até
48h a 2-8°C e até 30 dias a -20°C.

3.3.1 Equilibrio Hormonal

3.3.1.1 Hormona Paratiroideia (PTH)

A hormona paratiroideia (PTH) é secretada pelas celulas da paratiroide e esta
envolvida no metabolismo Gsseo e na homeostasia do célcio. E produzida e libertada em
resposta a baixos niveis de calcio no sangue.

A sua funcdo é promover a absor¢do de calcio pelo intestino (pela ativacdo da
vitamina D), estimular os osteoclastos a destruir o tecido 6sseo para libertar célcio e
reduzir a reabsorcdo de fosfatos no rim (uma vez que estes formam um complexo
insolivel com o calcio diminuindo a sua disponibilidade).
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O aumento dos niveis de PTH pode ser decorrente de producdo exagerada da
hormona pelas glandulas (hiperparatiroidismo priméario) ou em resposta a hipocalcémia
(hiperparatiroidismo secundario).

O hipoparatiroidismo ocorre por danos as glandulas ou remocao durante a cirurgia
de ablacdo da tiroide.*

Valores de referéncia: 12 — 16 pg/ml

3.3.1.2 Prolactina (PRL)

A prolactina é uma hormona secretada pela adeno-hipofise. A sua funcdo prende-
se com a estimulacao da producdo de leite pelas glandulas mamarias apds o parto.

Apresenta um ciclo circadiano atingindo niveis maximos durante a noite.

A hiperprolactinemia ocorre principalmente em consequéncia do uso de
medicamentos como contracetivos orais e antipsicéticos e presenca de adenomas da
hipofise. As suas consequéncias na mulher sdo a alteracdo do ciclo menstrual e
infertilidade; no homem provoca a diminuicdo na testosterona com consequente
impoténcia sexual e hipogonadismo, e desenvolvimento do tecido mamaério (condigdo
designada ginecomastia).

Niveis demasiado baixos sdo raros e traduzem-se na auséncia de lactagcdo apos o
parto.*

Valores de referéncia:

eHomens: 2,1 - 17,7 ng/ml,
eMulher: 2,8 — 29,2 ng/ml;

3.3.1.3 Hormona Luteinica e Hormona foliculo-estimulante (LH e FSH)

A LH e a FSH sdo ambas produzidas pela adeno-hipéfise e atuam sinergicamente.

Nas mulheres o pico de LH desencadeia a ovulacdo e € responsavel pela
manutencdo do corpo luteinico e pela producdo de progesterona; a FSH é responsavel
pela maturacdo do foliculo e producédo de estrogénio na fase folicular.

Nos homens a LH estimula as células de Leydig do testiculo a produzir
testosterona; e a FSH suporta a espermogénese estimulando os espermatécitos a entrar
em diviséo.

Niveis elevados de LH e FSH estdo associados a menopausa e hipogonadismo.
Niveis baixos estdo associados a disturbios da hipéfise ou do hipotalamo.3**

Valores de referéncia:
o H:

o Homens: 0,6 — 12,1 u/L;
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o Mulheres:
. Fase folicular: 1,8 — 11,8 U/L;
. Ovulagéo: 7,6 — 89,1 u/L;
. Fase luteinica: 0,6 — 14,0 u/L;
. Menopausa: 5,2 — 62,5 u/L.
o[SH:
o Homens: 1,4 — 13,8 u/L;
o Mulheres:
. Fase folicular: 3,4 — 21,6 mU/ml,
. Ovulacgéo: 5,0 — 20,6 mU/ml,;
. Fase luteinica: 1,1 — 14,0 mU/ml;
. Menopausa: 23,0 — 150,5 mU/ml.

3.3.1.4 Hormonas da tiroide

As hormonas produzidas pela tiroide sdo a Triiodotironina (T3) e a tiroxina (T4),
sdo compostas por tirosina e iodo e controlam o metabolismo. A T4 tem maior
velocidade de producdo e maior tempo de semivida do que T3, sendo que a razdo das
concentracdes em circulacdo é 14:1. Nos tecidos periféricos T4 é convertida em T3
(mais ativa) pelas deiodinases.

Uma grande percentagem destas hormonas existe na forma conjugada, acopladas a
proteinas de ligacdo como TBG (globulina de ligacdo a tiroxina) e albumina. A pequena
fracdo ndo conjugada (aprox. 0,3%) é a metabolicamente ativa.

A sintese de T3 e T4 pela tiroide € estimulada pela hormona tiroestimulante
(TSH), que é sintetizada na hipdfise anterior, regulada por um mecanismo de feedback
negativo que responde aos niveis de T3 e T4 em circulacéo.

A avaliacdo destas hormonas é importante no diagndstico de doencas da tiroide.
T3 e T4 tém baixo poder de diagndstico por si s6 pois a altera¢do dos seus valores pode
depender da flutuacéo nas concentracGes das proteinas de ligagéo.

A diminuicdo da producdo das hormonas T3 e T4 é designada hipotiroidismo e
pode ser priméria (tiroidite autoimune) ou secundaria com reducdo do estimulo da TSH
na tiroide. Os sintomas sdo intolerancia ao frio, ganho de pesa, fadiga, depressao,
obstipacdo, entre outros.

O hipertiroidismo € o aumento das concentraces de T3 e T4, geralmente com
diminuicdo de TSH. Resulta principalmente da doenca de Graves, adenoma tdxico e
inflamacdo da tiroide. Os sintomas séo variados e incluem: intolerancia ao calor, perda
de peso, irritabilidade, perturbaces do sono, entre outros. %3383

Valores de referéncia:
o T3: 80— 180 ng/dl
o T3L: 2,5 -4 pg/ml
. T4:4,5-12,6 mg/di
o T4L: 0,9 - 1,8 ng/dl
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o TSH: 0,3-1,0 mul/l

3.3.2 Marcadores Tumorais

Os marcadores tumorais sdo biomarcadores encontrados no sangue, urina e
tecidos que podem aparecer elevados na presenca de tumores. Sdo quantificados para
ajudar no diagndstico, progndstico e monitorizacdo dos tratamentos.

3.3.2.1 Antigénio especifico da prostata (PSA)

O antigénio especifico da préstata é produzido pelo tecido prostatico normal e
existe em circulacdo em duas formas: a livre e a conjugada. Pode estar aumentado na
neoplasia da préstata mas ndo é suficiente para fazer diagndstico pois é produzido pelo
tecido normal e pode aparecer aumentado em condigdes benignas. E principalmente Util
para monitorizar o tratamento e o aparecimento de metastases. De entre as causas de
aumento da concentracdo sanguinea de PSA salienta-se: prostatite aguda e crénica,
retencdo urinaria, biopsia, hiperplasia benigna, carcinoma e ejaculagéo.

A razdo PSA livre/PSA total pode ser indicativo da gravidade da doenca, sendo
que uma razdo <20% indica carcinoma prostético e >20% indica hiperplasia benigna.*’

Valores de referéncia:
e<40 anos: 0- 1,4 ng/ml;
¢40 — 49 anos: 0 — 2,0 ng/ml;
50 —59 anos: 0 — 3,1 ng/ml;
¢60 — 69 anos: 0 — 4,1 ng/ml;
70 —79 anos: 0 — 4,4 ng/ml.

3.3.22 CEA

O antigénio carcinoembrionario (CEA) é uma proteina encontrada em muitos
tipos de células associadas a tumores e no feto em desenvolvimento. Pode aparecer
aumentado em condi¢bes benignas como tabagismo, infecdes, doenca inflamatoria do
intestino, pancreatite e cirrose. Mas nestes casos 0s valores tendem a manter-se abaixo
de 10 ng/ml.

E utilizado principalmente no diagndstico e monitorizacdo do cancro de célon e
reto. Niveis acima de 20 ng/ml associam-se a cancro com metastases.**

Valores de referéncia:
e¢Nao fumadores: <2,5 ng/ml;
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e Fumadores: <5,0 ng/ml.
3.3.23 CA199

O antigénio carbohidrato 19.9 (CA 19.9) é um antigénio produzido pelas células
cancerigenas do pancreas. Ndo é eficaz no diagndstico pois pode estar aumentado em
condices benignas, mas é muito Gtil na monitorizagdo do tratamento.*?

Valores de referéncia: 0 — 37 U/ml

3.3.24 CA125

E um marcador tumoral associado ao cancro do ovario. Pode aparecer elevado em
outros cancros e situacdes benignas como: cirrose, endometriose, hepatite, pancreatite, e
quistos do ovario. E produzido por varios tecidos como o mesotélio, as trompas de
Falépio e endocervix, e ndo é produzido pelo ovério normal.*®

Valores de referéncia: 35 U/ml

3.3.25 CA153

E um antigénio produzido pelas células epiteliais glandulares e tem associagio
com o cancro da mama. O seu uso no diagndstico é limitado uma vez que pode estar
aumentado em outros tipos de cancro ou em situa¢es benignas como: hepatite conica,
tuberculose, sarcoidose e Ilpus eritematoso sistémico. E muito utilizado na
monitorizacdo do tratamento e do aparecimento de metéastases.*

Valores de referéncia: <25 U/ml

55
Diana Rita Rodrigues MAC 2020



Relatdrio de Estagio Bioquimica

3.4 Analise de desempenho do Atellica Solutions

Os estudos de comparacdo de meétodos analiticos sd@o usados para determinar a
relacdo entre dois metodos laboratoriais, com o intuito de avaliar a performance de um
método novo no mercado.

O novo método deve ser comparado com 0 que estd a ser usado correntemente
para determinar se os resultados entre os dois sdo comparaveis. O método corrente é
denominado “método de referéncia” e o novo ¢é o “método de teste”.

Esta situacdo difere de uma calibracdo. Na calibracdo sdo usadas amostras do
analito a determinar com um valor de resultado preciso e sabido. Em contraste, nestes
testes, sdo usadas varias amostras com concentracdes variaveis dos analitos que se
pretendem avaliar, cada amostra é testada e ambos os equipamentos e o0s resultados sao
comparados.

Usando analise estatistica determina-se a concordancia entre os dois métodos. Os
dados resultantes dos ensaios em cada equipamento sdo colocados num gréfico, sendo o
eixo das abcissas um equipamento e o das ordenadas € o outro. Em métodos
concordante os pontos devem alinhar-se numa reta que passa na origem e tem
inclinacéo de 45°.%°

Uma vez que os equipamentos Atellica Sollutions sdo novos no mercado, antes de
serem implementados no laboratério procedeu-se a analises comparativas de 22
parametros do analisador de imunoquimica (IM) e 6 do analisador de quimica (CH).
Foram testadas aproximadamente 30 amostras para cada parametro.

Os resultados foram comparados com os métodos de referéncia utilizados pelos
laboratérios Dr. David Santos Pinto e Generalab.*

A tabela 3 resume os testes feitos, os analisadores usados e o resultado.
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Tabela 3 Anélise de desemprenho de Atellica Solution®
Analisador Parametro Meétodo de Meétodo de Resultado
Atellica referéncia lab. Dr. | referéncia lab.
Solutions David S. Pinto Generalab
IM Ferritina Cobas 8000 [ --—--- v
PTH Cobas 8000 Cobas E411 v
Cortisol Cobas 8000 ADVIA Centaur v
XP
T3 Cobas 8000 v
T3 livre Cobas 8000 v
T4 Cobas 8000 v
T4 livre Cobas 8000 v
TSH Cobas 8000 v
Estradiol Cobas 8000 ADVIA Centaur v
XP
Prolactina Cobas 8000 ADVIA Centaur V4
XP
Testosterona Cobas 8000 Cobas E 411 v
Ca19.9 Cobas 8000 ADVIA Centaur v
XP
CA 125 Cobas 8000 ADVIA Centaur v
XP
CA 153 Cobas 8000 ADVIA Centaur v
XP
PSA Cobas 8000 ADVIA Centaur v
XP
PSA livre Cobas 8000 v
HCV Cobas 8000 ADVIA Centaur v
XP
IgG Toxo Liaison XL ADVIA Centaur v
XP
IgM Toxo Liaison XL ADVIA Centaur v
XP
19G Rub Liaison XL ADVIA Centaur v
XP
IgM Rub Liaison XL ADVIA Centaur v
XP
AFP Cobas 8000 ADVIA Centaur v
XP
CH Microalbumina | Cobas 8000 ADVIA 1800 V4
LDH Cobas 8000 ADVIA 1800 v
B2- Immunelite 2000 | Liaison XL v
microglobulina
Proteinas Totais | Cobas 8000 ADVIA 1800 v
Creatinina Cobas 8000 v
HDL Cobas 8000 v
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3.5 Perfil proteico

A separacdo de proteinas é realizada no CAPILARYS PROTEIN(E)6 da Sebia
por electroforese capilar. Pode ser realizada em amostras de soro. O ensaio baseia-se na
separacdo das proteinas do soro ou urina segundo a sua mobilidade eletroforética e
fluxo eletroosmdtico em capilares de silica na presenca de um tampdo alcalino. As
proteinas sdo detectadas durante a sua migracao por absorcao de raios UV (200nm).

Através deste método € possivel observar 5 fragdes distintas, podendo, a cada
uma, pertencer uma ou mais proteinas:

e Albumina: proteina mais abundante no soro, sintetizada pelo figado, é
fundamental na manutencdo da pressdo osmotica e transporte de substancias;

e Alfa-1-globuinas: principal componente desta fragdo ¢ a al-antitripsina,
mas fazem parte dela outras proteinas como: protrombina, transcortina,
globulina ligadora de tiroxina (TBG) e alfa-fetoproteina;

e Alfa-2-globulinas: constituida maioritariamente pela haptoglobina e 02-
macroglobulina, e em menor percentagem por ceruloplasmina, eritropoietina e
colinesterase;

eBeta-globulinas: constituida pelo fator C3 do complemento, pelas beta-
lipoproteinas e pela transferrina;

eGama-globulinas: constituida pelas imunoglobulinas 1gG, IgA, IgM, IgD
e IgE. Sendo que destas apenas a IgG migra por toda a fracdo gama. A IgA e
IgM podem migrar entre as fracdes gama e beta.*’

Albumina

Alfa 2 Globulina
Haptoglobina
Macroglobulina

: Imunoglobulina
Ceruplasmina

o, az
lgd_ 1aM
IgA
Antitripsina Transfermina
TBG Beta-lipoproteina
Alfafetoproteina C3

Alfa 1 Glicoproteina Acida

Figura 2 Distribuicdo normal das proteinas por eletroforese®
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Amostras e conservacéo:

E recomendado o uso de amostras de soro recentes, podendo estas ser conservadas
até 10 dias a temperatura entre 2°C e 8°C, para conservacdo por periodos mais
prolongados a amostra deve ser congelada a -20°C até 8h ap06s a colheita.

O uso de amostras antigas provoca erros no resultado principalmente na fragéo
beta-2-globulinas devido a degradacéo do fator C3 do complemento.

N&o devem ser usadas amostras de plasma pois o fibrinogénio presente leva a uma
sobrestimacéo da fracdo beta-2-globulinas.

Amostras hemolisadas causam erros na determinacao da fracao alfa-2-globulinas.

Valores de referéncia:

¢ Albumina: 55,8 a 66,1%;
e Alfa-1-globulina: 2,9 a 4,9 %;
e Alfa-2-globulina: 7,1 a 11,8%;
eBeta-globulinas: 8,4 a 13,1 %:
o Beta-1-globulina: 4,7 a 7,2 %;
o Beta-2-globulina: 3,2 a 6,5%j;
eGama-blobulinas: 11,2 a 18,8%.

Interpretacéo clinica:

Tabela 4 Interpretacdes clinicas dos principais perfis eletroforéticos*

Perfil Descrigéo Patologia

Diminuigdo da Cirrose hepatica.
albumina, aumento
das fragdes beta e
gama (ponte

1 cirrotica).
A «l o2 B Y
I Diminuicao da Deficiéncia em alfa-1-
albumina e das alfa- | antitripsina (doenca
1-globulinas, genética), lesdo
Aumento da fracéo hepética ou pulmonar.
gama.
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TT
(i) )

Diminuicao da
albumina, aumento de
alfa-1 e alfa-2.
Proteinas de fase
aguda.

Inflamacao.

1l

T

L

Diminuicao da
albumina e das gama-
globulinas,

Aumento da fracdo
alfa-2.

Sindroma nefrotico.

-
-
-

Aumento das gama-
globulinas,
acompanhado
frequentemente de
diminuicdo da
albumina.

Gamapatia policlonal.

|

?h
g

Pico na regido gama.

Gamapatia
monoclonal.

Il

)

Diminuicao da
fraccdo gama.

Imunodeficiéncia.

Diana Rita Rodrigues
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3.6 Urinall

O analisador automatico CLINITEK «
Novus destina-se a ler as cassetes CLINITEK | % —_—
Novus da Siemens Healthcare Diagndstics * P—y L
assim como determinar o aspecto e densidade
da urina.

Combinando principios de
espectroscopia de refletancia, analisa a cor e
intensidade da luz reflectida nas areas de teste
das cassetes que tenham apresentado reacao.

Cada cassete apresenta zonas impregnadas Figura 3 Analisador Clinitek Novus®
com os diferentes reagentes necessarios as

medicdes qualitativas ou semi-quantitativas i
dos parametros apresentados na tabela 5.°% i— i

Figura 4 Cassetes de urianalise Clinitek Novus®

Tabela 5 Principios dos métodos utilizados pelo equipamento CLINITK Novus®?

Teste Principios do método

Bilirrubinas Baseia-se no acoplamento de bilirrubina com dicloroanilins
diazotada num meio fortemente acido.

Sangue Baseia-se na atividade da enzima peroxidase da hemoglobina,

que catalisa a reacdo di-hidroperdxido de di-isopropil-benzeno e
3,3°,5,5’-tetrametilbrnzidina

Glicose Baseia-se numa reacdo enzimatica dupla. Uma enzima, a glicose
oxidase, catalisa a formacéo de acido glucordnico e perdxido de
hidrogénio a partir da oxidacdo da glucose. Em seguida a
peroxidase catalisa 0 acoplamento oxidativo de 4-aminoantipirina
e 4- metilcatecol por perdxido de hidrogénio.

Corpos ceténicos | Baseia-se na rea¢do de nitroprussiato com acido acetoacético.

Leucdcitos Os leucdcitos granulécitos contém esterases que catalisam a
hidrolise do éster do aminoacido de pirrolo derivado para libertar
3-hidroxi-5fenilpirrolo. Em seguida, este pirrolo reage com um
sal de diazonio.

Nitritos Com o pH acido da area de teste, 0s nitritos na urina reagem com
acido p-arsanilico para formar um composto de diazénio. Este
composto une-se a 1,2,3,4-tetrahidrobenzo(h)quinolina-3-ol.

pH Baseia-se no principio de duplo indicador que fornece uma
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grande quantidade de cores que cobre todo o intervalo de pH da
urina.

Proteinas

Baseia-se na alteracdo de cor do indicador pelas proteinas a pH
constante.

Urobilinogénio

Baseia-se na reacdo de Ehrlich em que p-dietilaminobenzaldeido
juntamente com um intensificador de cor reage com
urobilinogénio num meio fortemente cido.

Cor

Este bloco em branco nédo reage, apenas absorve a amostra para
detetar a cor da urina.

Os resultados destes testes podem ajudar no diagndéstico de algumas patologias
relacionadas com o metabolismo dos hidratos de carbono, fungéo renal, funcao hepatica,
distdrbios metabdlicos e infe¢bes do trato urinario.

Diana Rita Rodrigues

62
MAC 2020




Relatdrio de Estagio Hematologia

4 Hematologia

4.1 Amostras

Na sec¢do de hematologia do HBA sdo utilizadas amostras de sangue periférico
colhidas em tubos com anticoagulantes: EDTA e citrato de sédio. Sendo as amostras
colhidas em EDTA utilizadas para realizar hemogramas e esfregacos e as amostras com
citrato para os testes de coagulacdo e contagem de plaquetas. Para entender a utilidade
destes anticoagulantes é importante entender como se comportam quando entram em
contacto com as amostras.

O EDTA (acido etilenodiaminotetracético) reage através dos seus dois radicais
acidos com o célcio plasmatico, formando um quelato insollvel, ou seja, ele liga-se aos
i0es célcio da amostra e interrompe a cascata da coagulacdo. Existem 4 tipos de EDTA:
0 dissddico (Na,EDTA), o dipotéssico (k.EDTA) e o mais utilizado K3EDTA
(tripotéassico).

E o anticoagulante utilizado para a realizacdo de hemogramas e esfregacos porque
preserva a morfologia das células, desde que esteja na proporcdo correta de 0,2ml de
EDTA para 5ml de sangue. E capaz de preservar a morfologia das células até 2h a T.A.
apo6s a colheita embora, idealmente se deva realizar o esfregaco no momento da
colheita. Ao quelar o célcio impede a ativacdo das plaquetas e a formacéo de coagulos
que seria ativada quando o sangue entra em contacto com a parede do tubo, se estiver
em quantidade inferior a ideal pode ocorrer a formacao de microcoagulos.

O Citrato de sédio é o anticoagulante de eleicdo para os testes da coagulacéo. Isto
porque, a sua funcdo € ligar-se aos iGes de calcio da amostra e impedir a cascata de
coagulacao, no entanto esta associacdo é facilmente reversivel adicionando ides calcio a
amostra. Este anticoagulante ndo e capaz de preservar a morfologia dos eritrocitos para
além de 1h apds a colheita.

4.2 Esfregaco de sangue periférico

O esfregaco de sangue periférico, também conhecido como distensao
sanguinea € utilizado para a observacdo microscopica da amostra de sangue. Consiste
numa fina camada de sangue espalhado sobre uma lamina de vidro que em seguida é
corado com corantes especificos. Permite a observacdo de anomalias com as células,
presenca de parasitas ou inclus@es celulares e a contagem diferencial dos leucdcitos.

Apesar dos avangos tecnoldgicos e da crescente automacdo e uso de
técnicas moleculares, este método simples ainda é indispensavel para um correto
diagnostico. O primeiro passo para a obtengédo de resultados fiaveis € a realizacdo de um
bom esfregaco.

Procedimento:
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1- Identificar a lamina com a informacdo do utente;

2- Apoiar a lamina de vidro sobre uma superficie limpa e estavel,
certificando-se que é uma lamina de boa qualidade e esté& limpa;

3- Colocar uma gota de sangue numa das extremidades da lamina;

4- Com o auxilio de outra I&mina ou de uma lamela, colocar a
extremidade desta em contacto com a gota de sangue. Para isso deve fazer-se um
movimento para trds com a lamina extensora deslizando-a, num angulo de 45°, sobre
a lamina do esfregaco até tocar na gota de sangue;

5- O sangue espalhar-se-a ao longo da extremidade da lamina
extensora;

6- A lamina extensora deve, entdo, deslizar suave e continuamente
sobre a outra, 0 sangue sera arrastado pela lamina formando uma pelicula fing;

7- Deixar o esfregago a secar sem nenhuma interferéncia;

8- Assim que estiver seco o esfregaco pode seguir para coloracao.

® ©
. 330—4 5
L~‘\]

Figura 5 Exemplificacéo do procedimento do esfregaco de sangue periférico®®

4.2.1 Coloracéo

A coloracdo utilizada para as laminas de hematologia é a Hemacolor Rapid da
Merck. Esta coloragdo consiste num kit com 3 embalagem das solu¢es necessaria para
realizar a coloracgéo: solucdo de fixagcdo (metanol), solucdo de eosina e solucéo de azul
de metileno. Inicia-se com a fixacdo do esfregagco com metanol para que nenhum
material seja perdido durante o processo, em seguida a solucdo de eosina cora 0S
componentes citoplasmaticos basicos de vermelho-alaranjado, o azul de metileno cora o
nlcleo e restantes componentes de azul-arroxeado.**
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Este processo é todo realizado de forma automatica pelo sistema de coloracao
Poly Stainer da NEUTec Group Inc. que consiste em 4 pocos destinados aos diferentes
corantes que devem ser colocados no equipamento na forma sequencial como devem ser
utilizados, um local de lavagem e um local de secagem de laminas.>

Figura 6 Equipamento automatico para realizar coloragdes Poly Stainer da NEUTec™

4.3 Sistema SYSMEX XN-1000

No departamento de Hematologia do
HBA existem dois equipamentos Sysmex
XN-1000 iguais que avaliam 0s mesmos
parametros. Um dos equipamentos é o de
rotina e o outro é o de urgéncia. Durante o
horario diurno ambos funcionam, durante o
horario de urgéncia o equipamento usado é
0 de urgéncia ficando o outro de prevencéo
caso aconteca algum problema.

O analisador permite avaliar 37
parametros de diagndstico, utiliza 88puL de
amostra para realizar a analise, tem a
capacidade de processar 100 amostras por
hora, as racks tém capacidade para 10 tubos
cada, sendo possivel colocar 5 racks em

cada corrida.

| sysmex

i
——

Figura 7 Sistema Sysmex XN-1000.%
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No inicio do dia o equipamento é controlado usando dois dos trés niveis das
amostras de CQI (o nivel baixo e o nivel alto), na mudanca de turno o equipamento é
novamente controlado usando o nivel normal.

O equipamento Sysmex XN-1000 utiliza os métodos analiticos descritos em

: : A 56
seguida para determinar os parametros do hemograma.

4.3.1 Detecéo de corrente direta (DC)

E o método utilizado pelo canal RBC/PLT para fazer a contagem de eritrdcitos e
plaquetas.

Realiza medicBes volumétricas dos eritrocitos e das plaquetas pelo método de
impedéancia em fluxo com foco hidrodinamico.

Utiliza uma porcdo do sangue aspirado e dilui-a com um diluente especifico
segundo uma razdo pré-estabelecida.

A solucdo resultante é depois encaminhada para a camara de detecdo e onde por
uma pequena abertura. De cada lado desta abertura ha elétrodos com corrente direta a
passar entre eles. A resisténcia a corrente elétrica entre os elétrodos sofre alteracdes
sempre que uma célula passa pela estreita abertura. Esta resisténcia provoca um impulso
elétrico proporcional ao volume da célula.>

Shezivth Hukd

Apetiee

SAmpke ozl Colecthan bk

L n 3 MWL CFTA M3

Figura 8 Camara do detetor por método de impedancia®’

A informacao dos impulsos eléctricos é convertida em graficos de distribuicdo de
volume ou histogramas.
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ﬁA%/\A

Figura 9 Impulsos elétricos gerados pelas células quando passam entre os elétrodos®’

Da informacé&o recolhida por este método sdo construidos os histogramas de
volume dos eritrdcitos e das plaquetas, de onde sdo retiradas as informagdes necessaria
para determinar o volume globular médio (VGM) e as disperses eritrocitaria e
plaquetaria (RDW e PDW). A ilustracdo 10 mostra um exemplo de cada uma.

PLT RBC

frequency frequency

40fL 2501
volume volume -

Figura 10 Histogramas de distribuicdo do volume de plaquetas e de eritrocitos.®’

4.3.2 Método SLS

Utilizado para determinar o valor da hemoglobina. O método usa um reagente de
laurel-sulfato de sodio (SLS) sem cianeto. Em primeiro lugar o surfatante lisa os
eritrécitos presentes na amostra. Em seguida a reacdo inicia-se alterando a hemoglobina
e provocando a oxidacdo do grupo heme. Depois os grupos hidréfilos do SLS
estabelecem uma ligacdo estavel ao grupo heme dando origem a um complexo corado
(SLS-HGB), o qual é medido por fotometria. O pardmetro da concentracdo de
hemoglobina globular média (CHGM) é obtido neste canal.®
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Figura 11 Reacéo de SLS com a hemoglobina®®

A luz monocromaética emitida por um LED ¢é absorvida pelos complexos SLS-
HBG presentes na solucdo. A absorvancia é medida por um foto-sensor e é proporcional
a concentracao da hemoglobina da amostra.

Este método sofre interferéncia da lipémia e leucocitose uma vez que estes
acontecimentos aumentam a turvagdo da amostra e, consequentemente, interferem na
absorvancia.”®

Photo sensor

Flow Cell

Lysed blood
sample

LED with filter

Figura 12 Camara de detecéo do complexo SLS-HBG®®

4.3.3 Citometria de fluxo fluorescente

FFC (fluorescent flow cytometry) é uma tecnologia usada para analisar as propriedades
fisioldgicas e quimicas das células, fornecendo informagdo sobre o tamanho, estrutura e
complexidade do interior da célula.

A amostra ¢ aspirada e dividida em porcdes que sdo depois diluidas e marcadas com 0s
marcadores fluorescentes apropriados.

Os reagentes de cada canal s&o constituidos por um par, um permite lisar as células e o
outro tem marcadores especificos para o grupo de células que se pretende identificar.

O reagente de lise perfura a membrana celular mantendo a estrutura da célula intacta
quase na totalidade. Os marcadores fluorescentes marcam os &cidos nucleicos intracelulares.
Ambos estes passos foram criados de maneira a que a reacdo com as células seja minima e a sua
estrutura seja mantida, 0 méaximo possivel, sem alteragdes.
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Em seguida as células sdo transportadas para o detetor. Aqui a amostra é irradiada por um
foco de luz de 633 nm, e as células sdo separadas segundo a intensidade de 3 sinais diferentes
medidos por detetores de diodos:

¢ FSC- forward-scattered Light;
¢ SSC- side-scattered Light;
o SFL- side-fluorescence Light.

Fotodiodo
Avalanche
Filtro de espectro,. .~
Diodo laser P

0 Lentes colimadoras  Espelho dicréico

(‘. {' Yf ‘\7 ’ t; Fotodiodo

Lentes condensadoras
Lentes condensadoras

@ Beam Stopper
M >
'~
Célula de fluxo Fluorescéncia lateral

Informagao DNA/RNA

Fotodiodo
Luz dispersa lateral
Informagdo da complexidade intemna

Espelho ducrmco/ ’ da célulz

Auz desporsa frontal
ormacio oo volurne

Raio Laser
(A =633nm)

Figura 13 Esquema do método de citometria de fluxo utilizado pelo equipamento®

A intensidade do sinal FSC indica o volume da célula. O SSC fornece informagdo quanto
a estrutura interna da célula e o seu conteudo, como complexidade do nucleo e presenga de
granulos. O SFL indica a presenca de acidos nucleicos na célula.

Células com caracteristicas fisicas e quimicas semelhantes vdo aparecer agrupadas nos
scattergrams.

43.3.1 Canal WDF

O canal WDF utiliza citometria de fluxo para analisar as células do sangue. O
procedimento consiste numa reagdo citoquimica entre a membrana celular e um conjunto de
reagentes, seguida de citometria de fluxo de fluorescéncia.
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Figura 14 Posicionamento dos grupos de células detetados pelo canal WDF*

Neste canal utiliza as intensidades dos sinais de fluorescéncia e de dispersdo de luz lateral
para realizar a contagem diferencial de todos os leucocitos exceto os basofilos que sdo contados
noutro canal. E possivel também obter a contagem dos granulécitos imaturos (IG), detecdo de
leucécitos atipicos ou anormais e blastos.*

4.3.3.2 Canal WNR

Neste canal realiza-se a contagem total de leucécitos dos quais se diferenciam os
Basofilos. Se existirem na amostra eritroblastos eles sdo, também, diferenciados por este canal.
O procedimento consiste em duas fases, durante a primeira as membranas celulares dos
leucécitos sdo perfuradas (mantendo quase na totalidade a integridade da célula), em seguida os
acidos nucleicos sdo marcados por um marcador especifico. No caso dos eritrécitos nucleados
(NRBC) as membranas sao lisadas e apenas 0s nucleos sdo marcados. No grafico as células sdo
separadas por fluorescéncia e tamanho.®

FSC

BASO * > *

NRBC LQ > 0

Figura 15 Posicionamento dos grupos de células diferenciados pelo canal WNR®®
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43.3.3 Canal RET

Este canal utiliza um regente com marcador de fluorescéncia especifico e o
resultado das intensidades medidas pelo FSC e SFL para contar reticulocitos. Os
reticuldcitos emitem mais fluorescéncia do que os eritrocitos maduros (uma vez que
estes ja ndo apresentam RNA), e apresentam menor intensidade de fluorescéncia do que
os leucdcitos. Este canal pode também ser usado para obter contagem de plaquetas em
casos onde a contagem por impedancia néo seja confiavel.®

el

RET

Y

Figura 16 exemplo de scattergram obtido pelo canal RET®

4334 Canal PLT-F

O analisador utiliza, por regra, o canal de impedancia para contar o numero de
plaguetas, mas quando a precisao desta contagem ndo pode ser garantida o equipamento
possui o canal PLT-F (plaquetas por fluorescéncia) com resultados mais precisos.

Neste canal as plaquetas sdo identificadas e quantificadas por um corante
fluorescente especifico, a Oxazina, que cora as superficies dos reticulos
endoplasmaticos rugosos e das mitocéndrias. Esta reacdo tem uma excelente correlacdo
com a analise de CD41/CD61 e minimiza as interferéncias da presenca de fragmentos
eritrocitarios, micrécitos e fragmentos de leucécitos.
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FSC

RO

SFL

Figura 17 Exemplo de scattergram obtido pelo canal PLT-F®

4.3.4 Calculo de parametros eritrocitarios

e O hematocrito (Ht) corresponde ao volume ocupado pelos eritrécitos no
volume total de sangue:
RBCXVGM

HU(L/L) = —

e O peso médio da hemoglobina contida na quantidade de eritrdcitos
(MHC):
MHC _ HG X10
@9 = 75¢
e Concentracdo média de Hb por eritrécitos (CHGM):

Hb
CHGM(g/dl) = ——X1000

4.4 Valores de Referéncia do Hemograma

Tabela 6 Valores de referéncia do hemograma completo

Valores de referéncia
Eritrograma Eritrdcitos (x1012/I) 4,504a5,90
Hemaoglobina (g/dl) Homens: Mulheres:
135a175 |12al6
Hematdcrito (%) 41,0a53,0
Volume Globular Médio (f1) 80 a 100
Hemoglobina Globular Média (pg) 26 a 34
Concentragdo da Hemoglobina Globular Média | 32 a 36
(g/dl)
Indice de Distribuicdo Eritrocitaria(RDW) (%) | 11,6 a 14,0
Reticulécitos (%) 0,5a25
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Leucograma Leucécitos (x10™/1) 4,00 a 10,00
Neutrofilos (%) 37,5a75
Linfocitos (%) 10a50
Mondcitos (%) 25a8
Eosinofilos (%) <10
Basofilos (%) <2

Plaquetograma | Plaquetas (x10"/I) 150 a 400
Volume Plaquetar Médio (um°) 6,5all
Disperséo Plaquetar (%) 11,6a14,0

Interpretacdo dos resultados obtidos no hemograma:

e Eritrograma:

O disturbio mais frequente e relevante da série vermelha é a anemia. Esta
caracteriza-se por uma diminuicdo da quantidade de hemoglobina nos eritrocitos,
diminuicdo do hematdcrito e da contagem de eritrocitos. Pode ser classificada segundo
os parametros VGM e CHGM conforme resumido nas seguintes tabelas.

Tabela 7 Classificacdo das anemias segundo 0 VGM

Anemia Microcitica Deficiéncia em ferro, anemia sideroblastica e

VGM < 80 fL anemia da doenca cronica.

Anemia Normicitica Anemia hemolitica e insuficiéncia renal.

80 fL < VGM < 100 fL

Anemia Macrocitica Doenca hepatica crénica, anemia

VGM > 100 fL megalobléstica, sindromas mielodisplésicos,
consumo de drogas.

Tabela 8 Classificacdo das anemias segundo o CHGM

Anemia Hipocrémica Deficiéncia em ferro, anemia da doenca
CHGM < 32 g/dI cronica.

Anemia Normocrémica Anemia hemolitica.

32 g/dl < CHGM < 36 g/dI

Anemia Hipercrémica Esferocitose hereditéria.

CHGM > 36 g/dI

Quando os valores da contagem de eritrocitos, do hematocrito e da hemoglobina
estdo acima dos valores normais estamos perante uma situagdo de poliglobulia.
Geralmente esta situacdo é provocada pela diminuicdo do volume plasmético que pode
ser resultante de sindroma de choque toxico, excessiva permeabilidade capilar, febres
hemorragicas, distirbios da medula 6ssea ou excesso de producédo de eritropoietina.

O RDW ¢ o indice de dispersdo dos eritrocitos, quando aumentado indica a
presenca de anisocitose.

A contagem de reticulécitos pode aparecer aumentada (reticulocitose) em casos de
encurtamento do tempo de vida dos eritrocitos, hemorragia recente, anemia em
recuperacao, hipoxia, entre outros. Quando a contagem destas células é demasiado baixa
(reticulocitopenia) pode ser indicativo de deficiéncia de vitamina B12 e &cido fdlico,
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anemia da doenga crénica, anemia aplastica, leucemia aguda e sindromas
mielodisplasicos, entre outas.

e Leucograma:
Os distarbios decorrentes de alteragGes nas contagens dos elementos da série
branca s&o resumidos na tabela seguinte.

Tabela 9 Disturbios na contagem de leucécitos.

Neutroéfilos | Neutrofilia InfecBes bacterianas, leucemia mieloide conica, tabagismo,

reacOes de hipersensibilidade, sindroma do choque toxico.
Neutropelia Resultante de medicacao, anemia megaloblastica, leucemia
mieloide aguda, lUpus eritematoso sistémico.

Eosindfilos | Eosinofilia Doengas alérgicas, hipersensibilidade medicamentosa,
infecOes por parasitas, leucemia eosinofilica aguda.

Eosinopenia Stress agudo (trauma, cirurgia, queimaduras, convulsoes,
etc), administracdo de farmacos, hemodialise.

Basofilos Basofilia Leucemia a basofilos, policitemia vera, reagdes de
hipersensibilidade.

Basopenia InfecBes, hemorragias, hipertiroidismo, administracdo de
medicamentos.

Mondcitos | Monocitose InfecBes cronicas incluindo tuberculose, sifilis, febre tifoide
e leishmaniose; maléria e babesiose; estados inflamatdrios
cronicos.

Monocitopenia | Administragdo de corticoides, leucemia de células pilosas.

Linfécitos Linfocitose InfecBes virais, infecBes bacterianas, maldria, reacdes
alérgicas a medicamentos, leucemia linfocitica crénica.

Linfopenia Trauma, cirurgia, queimaduras, infegdes agudas,
insuficiéncia hepatica fulminante, insuficiéncia renal,
carcinoma, infecdo por HIV e SIDA.

¢ Plaguetograma:

O aumento da contagem de plaquetas (trombocitose) pode ter causas genéticas como na
trombocitose familiar, ou adquiridas como na trombocitose essencial, leucemia mieloide
cronica, sindromas mielodisplasicos, infecbes, cirurgia e trauma, entre outros.

A diminuigdo da contagem de plaquetas (trombopenia) pode ser resultado de numerosas
situacbes com 2 mecanismos principais: diminuicdo da producdo ou aumento do consumo,
destrui¢do ou remocao de plaquetas.

4.5 Observacao de laminas ao microscopio 6tico

A observacdo de laminas ao microscopio 6tico, devidamente preparadas e coradas
é um método de elevada importancia no diagnostico de algumas patologias mas também
como informacéo relevante para encaminhar o processo de analise.

O método utiliza sangue total anticoagulado por EDTA e estendido e corado de
acordo com os métodos referidos anteriormente.
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Assim um esfregaco bem preparado é constituido por trés partes:
o A cabeca da l&mina: regido que se encontra imediatamente ap6s o local

onde foi depositada a gota de sangue, muito espessa e com grande
namero de leucdcitos, principalmente linfocitos;
o O corpo da ldmina: regido intermediaria entre a cabeca e a cauda da

lamina, € o local onde os eritrocitos e leucdcitos estéo distribuidos mais
uniformemente, por isso € a zona de eleicdo para a analise qualitativa e
quantitativa do esfregaco.
o A cauda da lamina: zona final, mais fina. Nesta regido podem ser

encontrados esferocitos, e ha elevacdo de monadcitos e granuldcitos.

A contagem diferencial de leuctcitos deve ser efetuada na zona do corpo da
lamina e somar pelo menos 100 células, sendo 50% contadas nas bordas laterais da
lamina e as restantes 50% na zona central.
Este método permite a visualizacdo de anomalias morfoldgicas e quantitativas das

trés séries de células, bem como presenca de parasitas ou bactérias, sendo que estas
anomalias podem ser sugestivas de certas patologias.
Na seguinte tabela estdo sumarizados os mais importantes achados na observacao

de ldminas com a respetiva descricao e significados clinicos relevantes.

Tabela 10 Principais significados clinicos dos achados na observagéo de esfregagos de sangue ao microscopio®

Achado Descricdo Significado clinico
Anisocitose Aumento da Né&o tem significado especifico, mas é
variabilidade do comummente encontrado em disturbios
tamanho dos RBC hematolégicos
medida pelo RDW
Microcitose Diminuicdo do volume  Talassémias, hemoglobinopatia H,

dos eritrocitos

deficiéncia de ferro, anemia das doencas
cronicas

Macrocitose

Diminuicédo do
tamanho dos eritrocitos

Deficiéncia de vitamina B4, ou acido félico,
anemia apléstica, tabagismo, alcoolismo.

Hipocromia RBC com halos Deficiéncia de ferro
centrais que ocupam
mais de 1/3 do seu
didmetro
Hipercromia RBC mais corados que  E pouco usual e normalmente acontece por
o normal alteracdo da forma da célula (esferécitos e
eritrécitos irregularmente contraidos)
Anisocromia Variabilidade Anemia em progressdo ou a responder a
excessiva no grau de tratamento
coloracdo dos RBC
Dimorfismo Séo identificados 2 Apos transfusdo sanguinea ou anemia a

populacbes de RBC
diferentes

responder a tratamento

Policromatofilia
(reticulocitose)

Eritrocitos com
coloracéo rosa-azulada
devido a presenca de
RNA ribossémico

Situacdes de stress hematopoietico em que
ha altos niveis de eritropoietina

Pecilocitose

Elevado niimero de
eritrécitos com
formato anormal

Mielofibrose, anemias deseritropoieticas
congénitas, doenca da hemoglobina H
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Esférocitos

RBC com formato
esférico (sem halo
central)

Esferocitose hereditaria

Eliptoctios e ovaldcitos

Eliptocito- RBC cujo
eixo maior € superior
ao dobro do eixo
menor

Ovalécitos- RBC cujo
eixo maior é inferior
ao dobro do eixo
menor

Eliptocitose hereditaria

Dacridcitos

Eritrécitos em forma
de gota ou lagrima

Anemia megaloblastica, talassémia major e
mielofibrose

Equindcitos

RBC cobertos de 10-
30 espiculas

Pode ser um artefacto quando o sangue para
0 esfregaco ndo é recente;
Insuficiéncia renal e hepatica

Acantocitos

RBC apresentam 2-20
espiculas de
comprimentos variados
e distribuidas
irregularmente

Associada a condi¢des hereditaria,
Pds esplenectomia ou hipoesplenismmo

Queratécitos

Eritrocitos que
apresentam pares de
espiculas, fazendo
lembrar cornos.

Séo formados quando ha dano traumético
aos eritrdcitos

Esquisécitos

Fragmentos de
eritrocitos.

Dano mecanico ou téxico

Eritrocitos em alvo
(Target cells)

Apresentam uma area
mais densa no meio do
halo central

Associado a anemia das células falciformes

Estomatécitos

Apresentam uma fenda
linear central

Alcoolismo e hepatopatia alcoolica

Células falciformes
(drepandcitos)

RBC em formato de
crescente ou foice com
extremidade
pontiagudas

Anemia das células falciformes

Corpos de Howel-Jolly

InclusOes eritrocitarias
arredondadas de
tamanho médio,
constituidas por DNA

Apos esplenectomia ou em estados
hipoesplenicos

Pontilhado basofilo

Grande nGmero de
pequenas particulas
basofilas constituidas
por RNA

Talassemia minor e major, anemias
hemoliticas e estados diseritropoiéticos em
geral, hepatopatias, intoxicagdo por metais
pesados, deficiéncia em pirimidina 5°-
nucleotidase

Corpusculos de
Pappenheimer

InclusBes irregulares
contendo ferro

Apos esplenectomia

Aneis de Cabot

Remanescentes de
microtubulos que
constituiram o fuso
mitdtico. Apresentam
forma circular ou em
8.

AlteracGes na eritropoese e em algumas
anemias hemoliticas

Eritroblastos circulantes

Eritrécitos nucleados

Ligeiro aumento no periodo neonatal de
prematuros, bebés que sofreram hipoxia e
bebés com sindroma de Down. Indicam
eritropoese hiperplésica e infiltracdo da
medula.
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Rouleaux Empilhamento dos Ocorre em situagdes que elevam as proteinas
eritrociotos plasmaticas: gravidez, inflamacéo,
neoplasias como mieloma multiplo. Pode ser
artefactual quando a gota de sangue
permanece muito tempo na lamina antes de
ser espalhada.
Rosetas Agregacdo dos Fendmeno raro provavelmente causado por

eritrécitos em redor
dos neutrofilos

um mecanismo imunoldégico. Pode ser
artefactual dependente das condicdes do
EDTA.

Desvio a esquerda

Neutréfilos
hiposegmentados

Processos infeciosos, anomalia de Pelger-
Huet, gravidez

Desvio a direita

Hipersegmentacédo dos
neutrofilos

Anemia megaloblastica, tratamento com
toxicos que interferem na sintese do DNA,
corticoesteroides, anemia ferropénica,
infecces cronicas

Drumstick

Apéndice nuclear em
forma de baqueta de
tambor.

Normal em mulheres

Ndcleo em anel

Ndcleo em forma de
anel

Leucemia mieloide cronica e aguda,
leucemia neutrofilica, anemia
megaloblastica

Granulagdo reduzida

Sindromas mielodisplasicos e leucemia
mieloide aguda. Pode ser resultado de
algumas doencas congénitas.

Granulagdo aumentada

Granulaco tdxica: gravidez, infecéo,
inflamacéo.
Anemia aplastica e anomalia de Alder-Reilly

BastOes de Auer

BastGes
citoplasmaticos
resultantes da fusédo de
granulos primarios.

Leucemia Mieloide Aguda.

Vacuolizagédo

Presenca de varios
vacuolos no citoplasma
do neutrdfilo.

Indicativo de alcoolismo crénico. Pode
indicar algumas doengas congeénitas.

Linfécitos atipicos

Linfécitos grandes,
com uma razdo
nucleo/citoplasma
reduzida, que parecem
ser indentados pelas
células circundantes

Mononucleose Infecciosa

Agregacéo de linfécitos

Indicativo de distlrbios linfoproliferativos,
ou artefacto.

Sombras de Gumprecht

Linfécitos lisados que
aparecem como
manchas disformes

Associadas a leucemia linfocitica cronica

Plasmodium Parasitas dentro dos Indi¢do infecdo por Plasmodium falciparum,

eritraciots Plasmodium ovale, Plasmodiummalarie ou
Plasmodium vivax. Os parasitas podem ser
encontrados em diversos estadios do seu
ciclo de vida: trofozoito, esquizonte ou
gametociotos.

Trypanosoma Parasitas pequenos Indicacédo de infecdo por: Trypanossoma
extracelulasres com rhodesiense, Trypanossoma gambiense ou
um flagelo Trypanossoma cruzei.

Microfilarias Parasitas tubulares Infecdo por: Wuchereria bancrofti, Brugia

extracelulares.

malayi, Loa loa, Mansonella perstans e
Mansonella ozzardi.
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4.6 Velocidade de sedimentacéo globular

A VSG é um teste simples e de baixo custo, pedido habitualmente em clinica.
Define-se como VSG a velocidade a que os eritrocitos do sangue anticoagulado
sedimentam num tubo estandardizado durante o periodo de uma hora.

No entanto a utilidade deste teste tem vindo a decrescer com o aparecimento de
métodos de diagndstico mais especificos. Ainda assim, a VSG continua a ser Util no
diagnostico e monitorizacdo da terapéutica em algumas doencas como a artrite
reumatoide.

O seu uso como ferramenta de diagnoéstico é desaconselhado, mas pode ser Gtil em
alguns contextos como no rastreio de pacientes aparentemente saudaveis ou para
suportar um diagnostico de infegdo aguda.

O cuidado no manuseamento do material e da amostra séo de elevada importancia
pois erros técnicos podem provocar uma falsa alteracéo do resultado, como nos casos de
amostras diluidas, homogeneizacdo insuficiente, amostras coaguladas ou vibracdes no
decorrer do teste.

e Valores de referéncia:

o Abaixo dos 50 anos de idade:
. Homens: 10 mm na 12 hora;
. Mulheres: 13 mm na 12 hora;
o Acima dos 50 anos de idade:
. Homens: 13 mm na 12 hora;
. Mulheres: 20 mm na 12 hora.

e Condicdes de elevam a VSG:

o Gravidez e periodo menstrual,
Diabetes mellitus;
Faléncia renal,
Doenca coronéria;
Mielomas;
Neoplasias em geral,
Anemias;
Macrocitose;
Hemodlise;
Doengas reumaticas;

o InfecBes agudas ou cronicas.
e Condicdes que diminuem a VSG:

o Poliglobulias;

o Policitémias;

o Hipergamaglobulinemias;

o Hipofibrinogenemias;

0O O O 0O 0O 0o O O O
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o Hiperviscosidade.

Pode ser realizado por:
e Método de Westergren
¢ Analisadores automaticos.

O método de Westergren é o método tradicional e de referéncia no qual se
fundamentam os metodos automaticos. Utiliza uma pipeta especifica, a pipeta de
Westergren, de vidro, com 30 cm de comprimento e didmetro de 2,5 mm, apresenta uma
escala graduada em que o ponto 0 mm esta no topo da pipeta. A técnica exige que o
tubo seja colocado perfeitamente na vertical e que durante o tempo de teste a amostra
n&o seja sujeita a vibragdes e esteja resguardada da luz solar direta.

O método de Westergren pode ser utilizado para confirmar os resultados do
analisador automatico. Neste método é colocado 1 mL de sangue com EDTA num tubo
de citrato.

e Procedimento:

1. Homogeneizar bem o sangue e encher a pipeta, perfurando a
tampa do tubo, até a marca de 0 mm;

2. Colocar a pipeta na vertical;

3. Deixar repousar por 60 min ou 120 min, sem perturbacdes,
vibracdes e protegido da exposicao a luz solar direta;

4. Ler a coluna de plasma acima da coluna de células sedimentadas

pela escala graduada e reportar o valor em mm.

Os analisadores automaticos da VSG sdo uma variacdo do método tradicional de
Westergren. Os parametros fundamentais sdo os mesmos e utilizam o mesmo
anticoagulante, na mesma razdo sangue/anticoagulante. A analise é realizada nos tubos
em que o sangue é colhido, eliminando o risco de manipulacdo da amostra. Os tubos sédo
colocados nas racks do equipamento automatico, sendo que a maioria consegue analisar
uma elevada quantidade de amostras em cada corrida. Em geral, o instrumento
automatico utiliza uma camara e um cartdo eletrénico. A camara recolhe imagens dos
tubos em intervalos de tempo regulares. Essas imagens sdo transferidas para o
microprocessador que analisa as imagens. O sistema calcula, automaticamente, a
distancia entre o nivel do sangue no momento 0 com os momentos seguintes recolhidos
durante a sedimentacdo do sangue. Matematicamente o equipamento calcula o valor
equivalente ao método de Westergren através da informac&o que obteve.

e Vantagens do processo automatizado:

o N&o é necessaria a manipulacéo de amostras;

o E répido, estando os resultados prontos em 20 min;

o Permite manter a informacdo referente a amostras
anteriores;

o Permite a anélise de varias amostras ao mesmo tempo.
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O Ves-Matic Cube 30 da A. Menarini Diagnostics € um analisador automatico de
bancada desenhado e programado para determinar a VSG em sangue total com EDTA
como anticoagulante. A determinacdo é realizada sem o consumo de amostra, sem
adicionar reagentes e sem produzir residuos. Como o teste é realizado no tubo de

colheita ndo ha exposi¢do a amostra, eliminando os
riscos de manipulagéo.

Este método automético permite obter
resultado precisos e comparaveis com o método de
Westergren.

O equipamento permite carregar 30 amostras
em cada corrida, fazendo um total de 60 testes por
hora. Tem um leitor de codigos de barras para
facilitar a identificacdo dos pacientes, homogeneiza
as amostras, faz a determinagdo do resultado por
leitura Otica, e a transmissdo dos resultados para o
sistema informatico do laboratorio.

O controlo de qualidade interno é realizado de
manhd e na mudanca do turno. S8o carregados dois
tubos de controlo bem homogeneizados para
confirmar que o equipamento esta em condi¢cbes de
funcionamento.®?

4.7 Estudo da Coagulacéo
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Figura 18 Equipamento Ves-Matic Cube 30.

A hemostase € 0 mecanismo que permite manter o sangue a circular dentro dos
vasos sanguineos no estado liquido. O processo de hemdstase envolve a interacdo entre
muitos fatores tecidulares, plaquetas, fatores de coagulacéo e fatores de fibrindlise.

A hemostase € dividida em trés fases:

eHemostase primaria: quando ocorre um dano no vaso sanguineo é
produzido um espasmo que leva a vasoconstricdo e diminuicdo do fluxo de
sangue naquele local. O tecido subendotelial exposto € rico em colagénio e fator
de von Willbrand (VWF) que ativa as plaquetas. Estas sofrem uma modificacéo
na sua estrutura, projetando pseudopodes, e libertam o conteldo dos seus
granulos. A agregacdo das plaquetas forma um codgulo provisério no local da

lesdo.

eHemostase secundaria: é o processo que permite o reforco do coagulo
temporario criado na hemostase primaria. Consiste numa cascata de ativacdo de
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fatores que culmina com a conversdo do fibrinogénio em fibrina. Esta cascata é
dividida em trés vias:

o A via intrinseca que é ativada pela exposi¢do do tecido
subendotelial a corrente sanguinea;

o A via intrinseca que responde ao traumatismo tecidular;

o Estas duas vias culminam na ativacdo do fator X e no

desencadeamento da via comum cujo objetivo € converter a protrombina
em trombinha.

eHemostase terciaria ou fibrindlise: tem como objetivo a degradacdo da

fibrina formada.

Via intrinseca

Ativacao de contacto

|

Pré-calicreina _______, Calicreina

\ F-XII

— 5 FXla

%F—Xla

Via extrinseca

F—I F-IXa

F-Vila «<— F-vII

Tromboplastina
2
FX ——— F-Xa

&8 |

Protrombina — Trombina

Fibrinogénio ‘l_,. Fibrina

Figura 19 Cascata da Coagulag&o®

Via comum

Tabela 11 Fatores de coagulag&o, substancias de ativacéo e suas funcdes.®

Fator

Funcéo

Fibrinogénio (1)
Protrombina (1)

Fator tecidular (111)

Calcio (IV)

Proé-acelerina (V)

Pré-convertina (VII)
Fator anti-hemofilico (V111)

Fator de Christmas (1X)

Percursor da fibrina na formag&o do coagulo.
Ativa os fatores I, V, VIII, XIlI, proteina C e
plaguetas.

Presente na membrana de alguns tipos de
células, quando entra em contacto com o fator
VII d& inicio & coagulagdo.

E um cofator necessario para que os fatores de
coagulacao se liguem aos fosfolipidos.

Faz parte dos granulos a das plaquetas. E um
cofator do X com o qual forma o complexo
protrombinase.

Ativa os fatores IX e X

Cofator do IX com o qual forma o complexo
tenase.

Ativa o fator X e forma o0 complexo tenase

Diana Rita Rodrigues
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Fator de Stuart-Power (X)

Precursor da Tromboplastina Plasmatica
(X1)

Fator de Hageman (XI1)

Fator estabilizante de Fibrina (XI11)

Fator de von Willebrand
Pré-calicreina

Clininogénio de alto peso molecular
(HMWK)

Fibronectina

Antitrombina 111

Cofator Il da heparina

Proteina C

Proteina S

Plasminogénio

Alfa 2- antiplasmina
Uroquinase

com o VII.

Ativa o fator Il e forma o complexo
protrombinase com o V.

Ativa o XII, IX e pré-calicreina

Ativa a pré-calicreina e o fator XI.
Formacao de ligacGes peptidicas cruzadas
entre a fibrina.

Liga-se ao fator VIII e intervém na adesédo
plaquetaria.

Ativa o XII e a pré-calicreina. Cliva o
clininogénio de alto peso molecular.
Cofator na ativacao de XII, Xl e pré-
calicreina.

Adesdo celular.

Inibe o fator Ila, Xa e outras protéases.
Inibe o fator Ila, cofator da heparina.
Inativa o Va e o Vlla.

Cofator para ativacao da proteina C
Percursor da plasmina que tem como fungéo
lisar a fibrina e outras proteinas.

Inibe a plasmina.

Ativa o plasminogénio.

4.7.1 BCS XP System

No sector de hematologia do HBA existem dois equipamentos BCS XP System

iguais para realizar as provas da coagulacdo, ambos realizam o mesmo tipo de testes.
Um € o equipamento de rotina usado durante o periodo diurno para as amostras de
internamento e exteriores, 0 outro € o equipamento de urgéncia menos utlizado durante
o0 horério diurno e usado quase exclusivamente no horario de urgéncia.

O BCS XP system pertence a casa comercial Siemens Healthinears e realiza
provas de avaliacdo da coagulacdo. Ele possui um local refrigerado com espacgo para 4
racks de 5 posicOes cada uma, que servem para colocar 0s reagentes que necessitam ser
refrigerados. Tem mais 10 posi¢Oes para racks ndo refrigeradas que sdo destinadas as
amostras de CQI e as amostras a testar. Os ensaios sao realizados em rotores com 20
cuvetes de reacdo cada. O interior do equipamento onde as amostras sdo processadas
encontra-se a 37°C.

Todos o0s ensaios realizados pelos dois equipamentos sdo controlados com
amostras de CQI ao inicio do dia e quando acontece a mudanca de turno, a calibracédo
dos ensaios é realizada quando se instala a bordo um novo lote de reagente.

O analisador utiliza trés métodos para realizar os ensaios:

eMedicdo do tempo de coagulagdo: neste método € medido o tempo desde
a mistura dos reagentes até a formacdo do codgulo. O coagulo é detetado por
turbidimetria. (utilizado para TP, aPTT e Fibrinogénio)

eReacOes cromogenias: um reagente cromogénio € adicionado as
amostras, a reacdo com o analito alvo provoca a formacéo de cor, que € lida por
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fotometria a um comprimento de onda de 405nm. Em seguida o equipamento
utiliza uma curva de calibracdo para determinar a concentracdo do analito em
funcdo da absorvancia medida. (o analisador possui esta técnica para realizar
ensaios como proteina C e Antitrombina I11, no entanto nenhum destes ensaios é
realizado no HBA);

eMétodo imunoquimico: os reagentes utilizados nesta técnica contém
anticorpos especificos ligados a esferas de latex. A formacdo do complexo
anticorpo-alvo provoca a turvacdo da amostra. A turvacdo é detetada por
turbidimetria. (Este método é utilizado para a determinagdo do dimero-D)

Uma vez que todas as determinacdes realizadas por este equipamento tém como
base medicdes feitas por turbidimetria ou fotometria, todos os ensaios sofrem
interferéncia de lipémia, hemdlise e ictericia, nomeadamente baixando os valores do
resultado por elevagéo do valor do branco de amostra.®

Ensaios realizados no HBA:

e Tempo de protrombina (TP) e indice internacional normalizado (INR): o
tempo de Protrombina é o tempo (medido em segundos) que demora para a
formacdo do coagulo apds a adi¢do de célcio e tromboplastina tecidular. E
utilizado para analisar o estado da via extrinseca (fator XI) da cascata da
coagulacdo. O INR é um valor normalizado que deriva do valor de TP criado
para uniformizar o resultado independentemente da técnica utilizada pelo
laboratério. E utilizado para monitorizar utentes a realizar terapia de

anticoagulacéo.

Indice de sensibilidade

internacional
PT utente > (varia entre 1,0 e 1,4)

PT médio dos controlos normais

INR=(

Valores de referéncia:
o PT: 9,8 a12,1 segundos;
o INR: 1a1,2.

O TP pode vir aumentado em casos de deficiéncia nos fatores de coagulacéo,
insuficiéncia hepaética, deficiéncia de vitamina K e terapia anticoagulante. A sua
diminuigdo pode dever-se ao uso de contracetivos orais ou suplementacdo com
vitamina K.

eTempo de tromboplastina parcial ativada: é usado para testar as vias
intrinseca e comum da cascata da coagulacdo (fatores I, Il, V, X, IX, XI, Xll e
XIII). E medido o tempo de coagulacdo ap6s adicdo de calcio, do fosfolipido
cefalina e de um ativador da coagulacao.

Valores de referéncia:
o aPTT: 23 a 32 segundos.
O valor de aPTT pode estar aumentado por uso de anticoagulantes,
deficiéncias nos fatores testados, septicemia, doenca hepatica, coagulagéo
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intravascular disseminada. Valores baixos podem ser indicativos de
hipercoaguabilidade.

e Fibrinogénio derivado e Fibrinogénio de Clauss: No método derivado do
TP deduz-se o teor de fibrinogénio através do tempo de coagulacdo apds
incubagdo com tromboplastina. No método do fibrinogénio de Clauss é
adicionado ao plasma uma quantidade excessiva de trombinha e medido o
tempo até a formacdo de coagulo. Depois o analisador utiliza uma curva de
calibracdo para determinar o teor de fibrinogénio na amostra.
Valores de referéncia: 180 a 350 mg/dl.

Valores elevados de Fibrinogénio associam-se a maior risco de eventos
vasculares, podendo acontecer devido ao uso de contraceptivos orais e durante a
fase aguda. Niveis baixos podem advir de doenca hepatica, coagulopatia e
disfibrinogenémias congénitas ou adquiridas.

eDimero-D: o dimero-D é um produto da degradacao da fibrina, € uma
pequena proteina que circula no sangue ap6s o coagulo de fibrina ser degradado
por fibrindlise. O seu valor preditivo negativo é muito elevado e ajuda na
exclusdo de diagnosticos de distarbios trombéticos. No entanto, quando positivo
pode indicar uma quantidade elevada de situagdes diferentes. E muito utilizado
no diagndstico de trombose venosa profunda, embolismo pulmonar e
coagulacao intravascular disseminada.

Valor de referéncia: <500 pg/L*

4.8 Pesquisa de Plasmodium

No HBA ha um volume elevado de pedidos de pesquisa de infecGes por Malaria.
No departamento de hematologia ha um teste rapido que permite a triagem inicial.

O BinaxNOW da casa comercial Abott é um teste rapido qualitativo para a
detec¢do de antigénios circulantes em sangue venoso ou capilar anticoagulado com
EDTA. O teste tem como alvo o antigénio para a proteina Il rica em histidina (HRPII)
de P. falciparum, e um antigénio comum a todos os parasitas da malaria capazes de
infetar os humanos. Ou seja, apenas permite a diferenciacdo entre a infecdo por P.
falciparum e as outras espécies menos virulentas. Os resultados devem ser confirmados
por microscopia, No caso positivo em que possa ser qualquer um dos parasitas para se
verificar qual deles esta presente, no caso negativo é sempre necessario verificar por
esfregaco de gota fina ou grossa.®®
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Figura 20 Teste rapido para detecdo de infeces por maléria BinaxNOW da Abott®

Tabela 12 Observacdo ao microscopio de infe¢des por Plasmodium. Imagens recolhidas durante o estagio.

Imagem Legenda
v : ~ | Imagem de campo de Iamina de sangue periférico, esfregaco de
) oo (+] ¢ gota fina.

Diana Rita Rodrigues

Observam-se dois eritrdcitos parasitados com Plasmodium
falciparum. O formato em foicinha ou crescente que deforma o
eritrocito, citoplasma azul com nicleo compacto central e
pigmento agregado em redor séo caracteristicos do
macrogametocito.

Observacdo de esfregaco de gota fina. Neste campo observa-se
um trofozoito jovem de Plasmodium ovale.

Observacdo de esfregaco de gota fina. Neste campo observa-se
um esquizonte de Plasmodium ovale.
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Observacdo de esfregaco de gota fina. Neste campo observa-se
um esquizonte tardio de Plasmodium ovale.

(+ ] n 99, ~ | Observagéo de esfregaco de gota fina. Neste campo pode ver-se

- O @ | trés eritrocitos parasitados por Plasmodium ovale. A observagéo
O {+ de varios eritrdcitos parasitados no mesmo campo é indicativo
y 00’0 @°8 de parasitémia elevada. O eritrocito mais a direita apresenta dois
OO0 O & . | trofoziotos.
..;‘ J &J §
) JO
s ; C
&

Yo

4.9 Eletroforese das hemoglobinas

A hemoglobina € uma metaloproteina presente no eritrocito que permite o
transporte de oxigénio. E composta por 4 cadeias polipeptidicas de estrutura terciaria
ligadas a quatro grupos heme que contém ferro.

Existem diferentes tipos de hemoglobinas normais presentes nos diferentes
estadios do desenvolvimento, desde embrido até individuo adulto, que diferem na
constituicdo das cadeias polipeptidicas.

o Hemoglobinas normais e sua constituigao:
o Fase embrionaria:
. Gower 1 (£2¢€2);
. Gower 2 (02¢g2);
. Portland (£2y2).
o Fase fetal e bebés até 6 meses:
. Hb F (a2y2).
o Criancas >6 meses e adultos:
. Hb A (02p2): 96 — 98%;
. Hb A2 (0252): 1,5 — 3,2%;
. Hb F (02y2): 0,5 - 0,8%.

MutacGes nas cadeias peptidicas com substituicdo de aminoacidos leva a
formagé&o de variantes da hemoglobina que resultam em hemoglobinopatias qualitativas.
A diminuicdo ou auséncia de expressdo de uma das cadeias em relagdo a outra traduz-se
numa talassémia ou hemoglobinopatia quantitativa.
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o Variantes da hemoglobina:

o Hb C: resulta da susbstituicdo de um &cido glutdmico por
uma lisina na sexta posi¢ao da cadeia da B-globina;

o Hb E: resulta de uma mutacdo pontual na posicdo 26 da
cadeia B, em que ha troca de um acido glutdmico por uma lisina;

o Hb S: deve-se a substituicdo de um acido glutamico por
uma valina na cadeia f3;

o Hb D: causada por uma substituicdo de um &cido
glutdmico por uma glutamina na cadeia f;

o Hb de Bart: consiste num tetramero de cadeias y. E

insolivel e acumula-se nos eritrocitos; a sua alta afinidade para o
oxigeénio resulta na deficiente oxigenacao dos tecidos;

o Hb J: resulta de uma mutagdo na posi¢ao 120 da cadeia a,
em que ha substituicdo de uma alanina por um &cido glutdmico;

o Hb H: composta por quatro cadeias J3;

o Hb O-Arab: resulta da substituicdo de um éacido glutdmico
por uma lisina na posi¢ao 121 da cadeia B;

o Hb G-Filadelfia: deve-se a substituicdo de uma asparagina
por uma lisina na cadeia o

o Hb Hope: deve-se a substituicdo de uma glicina por um

acido aspartico na cadeia B, possui menor afinidade para o oxigénio;
o Hb N-Baltimore: variante da cadeia [ que apresenta
substituicdo de uma lisina por um 4cido glutamico na posicdo 95.%

4.9.1 Capillarys Hemoglobin (E)

O equipamento Capillarys Hemoglobin (E) da casa comercial Sebia baseia-se no
principio da eletroforese capilar para determinar o perfil eletroforético das
hemoglobinas.

As porcbes da hemoglobina sdo separadas em capilares de silica dependendo da
sua mobilidade eletroforética e do fluxo eletrosmético a alta voltagem num tampéo
alcalino (pH=9,4). As fracBes da hemoglobina sdo detetadas por absorcédo especifica a
415 nm. O padrdo é dividido em 15 zonas nas quais podem migrar varias variantes da
hemoglobina.

As amostras utilizadas sdo de sangue total em EDTA, que sdo submetidas a uma
centrifugagdo a 5000 rpm durante 5 minutos, ap6s a qual é removida, quase na
totalidade, a coluna de plasma. A restante papa de glébulos é agitada no vortex durante
5 segundos.

As hemoglobinas séo detetadas na seguinte ordem: Hb C, Hb A2 e O-Arab, Hb E,
Hb S, Hb D, Hb G-Filadelfia, Hb F, Hb A, Hb hope, Hb Bart, Hb J, Hb N-Baltimore e
Hb H.%®
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Figura 21 Perfil eletroforético das hemoglobinas normal obtido pelo sistema Capillarys Hemoglobin (E).*

4.10 Imunofenotipagem por Citometria de fluxo fluorescente

A citometria de fluxo mede as caracteristicas oticas e de fluorescéncia da célula.
Caracteristicas fisicas como tamanho (medido pela dispersdo frontal da luz) e a
complexidade interna (medida pela dispersdo lateral da luz) permitem distinguir alguns
grupos de células. Os corantes fluorescentes podem ligar-se ou intercalar-se com
diferentes componentes celulares como DNA ou RNA. Adicionalmente, anticorpos
conjugados com fluorocromos ligam-se a proteinas especificas na membrana celular ou
no interior da célula.

Quando uma célula marcada passa por uma fonte de luz, as moléculas
fluorescentes sdo excitadas e passam a um nivel superior de energia. Quando retornam
ao estado inicial, os fluorocromos emitem luz a comprimentos de onda mais elevados. O
uso de multiplos fluorocromos que sdo excitados pelo mesmo comprimento de onda
mas emitem em comprimentos de onda diferentes permite testar varias propriedades das
ceélulas em simultaneo.

Dentro do citometro, as células sdo envolvidas num fluido isotonico que cria um
fluxo laminar e permite que as células passem individualmente pelo foco de luz. Nesse
momento o foco de luz monocromética interseta a célula. A luz emitida pelos
marcadores fluorescente € direcionada por espelhos e os comprimentos de onda sdo
isolados por filtros. Os sinais de luz sdo detetados por fotomultiplicadores que

convertem o sinal luminoso em sinal digital para ser apresentado no ecrd do

computador. A informacéo é, usualmente, apresentada em histogramas ou gréaficos de
pontos bidimensionais.
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Os eixos dos graficos sdo nomeados de acordo com o fluorocromo e o antigenio
ligado a ele, as células positivas para ambos os marcadores apresentam-se no quadrante
superior direito, enquanto as negativas para ambos os marcadores estdo no quadrante
inferior esquerdo.

A andlise dos resultados realiza-se por “janelas”, ou seja, definem-se populacoes
de células especificamente ligadas por anticorpos (por exemplo, CD3 para células T,
CD19 para células B e CD56 para a populacdo NK), em seguida define-se esse conjunto
de células quanto a linhagem celular, maturacdo ou anomalias e quanto a expressdo
anormal de antigénios.

A citometria de fluxo pode ter muitas aplica¢des. No caso do laboratorio central
da SynlabHealth é usada na monitorizagdo de pacientes com HIV e na
imunofenotipagem de leucemias e linfomas.

Tabela 13Imunofenétipos caracteristicos de algumas linhagens de células e distarbios linfoproliferativos.”

Condicéo Imunofenotipagem
Linhagem B Expressdo de CD19, CD22, CD24, CD79a e CDA45; expressao variavel
de CD34, CD10, CD20 e CD79b.
Linhagem T Expressdo de CD7, CD45 e CD3; expressdo variavel de CD1a, CD2,
CD3 na membrana, CD5, CD4, CD8, CD10.
Leucemia Linfocitica Expressdo de CD5 e CD23; auséncia ou expressdo fraca de CD20,
Crénica CD22 e CD79b; CD35 e FMC7 negativos; CD200 forte.
Leucemia prolinfocitica | CD23 negativo, FMC7, CD20, CD22,
B CD35 E CD79B positivos; expressao
Leucemia de Hairy cells | variavel de CD5 eCD10. CD11c, CD25, CD103,
CD123 positivos; CD22 e
CD200 fortes.
Linfoma Folicular CD10 geralmente expresso
Linfoma das células do CD?5 positivo e CD200
manto fraco
Linfoma de grandes Expressdo variavel de CD5
células B e CD10
Leucemia plasmocitica | Expressdo de imunoglobulina plasméatica monoclonal; CD38 e CD138
positivos.
Leucemia Prolinfocitica | Expressdo variavel de CD2, CD3, CD5 e | CD4 e CD7 geralmente
T CD7; CD1 negativo. eXpressos.
Linfoma/ leucemia de CD4 e CD25 geralmente
células T do adulto expressos; CD38 expresso
em 1/3 dos doentes.
Leucemia de linfocitos | CD3 negativo, CD1a negativo; expressdo varidvel de CD2 e CDS8;
grandes e granulares CD4 geralmente ndo expresso; CD11b, CD16 e CD56 positivos; CD57
(células NK) pode ser positivo; CD158 negativo.

4.10.1 Citometro Navios EX
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No departamento de hematologia
do Laboratério central existe o citometro
Navios EX da casa comercial Beckman
Coulter. O equipamento possui trés lasers
diodo (azul 488nm, vermelho 638 nm e
violeta 405 nm) que permitem a anélise
de 10 cores: 5 canais de fluorescéncia
com o laser azul, 3 com o vermelho e 2
com o violeta. O carrossel de amostras
possui 32 espacos para tubos, o que
permite uma velocidade de andlise de 82
amostras por hora. Os sinais enviados ao
computador  sdo  apresentados e
examinados no programa especifico
Infinicyt.”

As amostras de CQI sdo testadas quando se inicia 0 equipamento para garantir que
este esta nas condicdes ideais de funcionamento.

Figura 22 Citometro Navios EX da Beckman Coulter

4.11 Casos clinicos

Uma parte importante do trabalho num laboratério de analises clinicas é a
interpretacdo de resultados, especialmente a interpretacdo de valores resultantes de
diferentes ensaios para estabelecer um diagnostico, ou a andlise de sinais importantes
para encaminhar o processo até chegar ao diagnaostico.

Durante o estagio de hematologia no HBA tive contacto com alguns casos clinicos
de patologias importantes que me permitiram integrar os conhecimentos obtidos até
aqui.

Em seguida apresento 4 casos que considerei relevantes.

4.11.1 Anemia das células falciformes

Crianga do sexo feminino, com dois anos de idade, afrodescendente. Apresenta-se
nas urgéncias com um quadro de febre, gemido e palidez.

O hemograma inicial (ilustragdo 23) apresenta uma anemia acentuada com 6,6
g/dl de hemoglobina, hematdcrito, VGM, HGM e CHGM diminuidos; contagem de
reticuldcitos aumentada e é possivel verificar também uma leucocitose com neutrofilia
acentuada.
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Eritrograma .
Eritrocitos 393 x10" 400 - 520 344 537
Hemoglobina 6.6 g/dL 115 -135 101 179
Hematocrito 224 % 340 - 40.0 324 567
Vol. Glob Medio (VGM) 57 fL 75 - 87 o4 106
Hgb Glob Media (HGM) 17 pg 24 - 30 2 2
Conc. Hgb. Glob. Média (CHGM) 29 g/dL 32 - 36 31 32
RDW (indice distrib eritrocit.) 248 % 116 - 140 185 172
rama
Lt‘e,::gdlos 27.70 x10°/L 5.00 - 15.00 944 582
-Neutrofilos 771 % 21.36 x10°/L 1.50 - 8.00 245 151
-Eosinofilos 0.2 % 0.06 x10°/L 0.10 - 1.00 0.32 0.20
-Basofilos 02 % 0.06 x10°/L < 0.10 0.05 0.03
-Linfocitos 176 % 488 x10°/L 1.50 - 8.00 5.67 334
-Monocitos 49 % 1.36 x10°/L 0.20 - 1.00 0.95 075
Plaquetas 230 x10°/L 200 - 450 182 160
Estudo morfolégico do sangue periférico Microcitose e hipocromia acentuadas. Anisocitose acentuada.
Mét: Microscopia éptica [ Amostra: Sangue Total Observam-se muitos drepandcitos e "target cells".
Reticulécitos (%) : - 1.1 % 0.2 - 28
Mét. Citometria de fluxo (CF) | Amostra: Sangue Total
Valor Absoluto: 436 x10°/L
Cont. Hgb. Reticulocitaria (CHr) 22 p9 26 - 32

Figura 23 Resultados do hemograma da crianca de 2 anos. Imagem obtida durante o estagio.

Na observacdo do esfregaco de sangue periférico sdo observados numerosos
drepandcitos e células em alvo, caracteristicos da anemia das células falciformes. E
possivel verificar também microcitose e hipocromia acentuadas. A ilustracdo 24 é uma
fotografia da observacdo ao microscopio do sangue desta utente.

§°9%05 ¢~ 30, ¢

Figura 24 Imagem de microscopia 6tica do sangue da utente, objetiva 100x. Imagem obtida durante o estagio.

Conforme os achados foi estabelecido o diagndstico de anemia das células
falciformes e foi pedida uma eletroforese das hemoglobinas, realizada no laboratério

central. Os resultados, apresentados na ilustragdo 25, permitiram diagnosticar uma
anemia compativel com homozigotia SS.
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— HEMATOLOGIA
Electroforese das Hemoglobinas
Mét.: Electroforese Capilar | Amostra. Sangue Total
- Hemogilobina A 0.0 % 95.9 - 97.9
- Hemoglobina F 176 % 0.0 - 16
- Hemoglobina S 79.2 % < 0.1
- Hemoglobina A2 32 % 22-32
Relatério: A electroforese das hemoglobinas revelou auséncia de HbA e

uma banda com migragao na zona da HbS
CONCLUSAO: Compativel com anemia de células falciformes
(homozigotia SS).

Nota: os valores de referéncia foram alterados em Abril de 2019.

Figura 25 Resultados da eletroforese das hemoglobinas. Imagem obtida durante o estagio.

o Anemia das células falciformes:

A anemia das celulas falciformes é uma doenca causada pela homozigotia para
uma variante da cadeia § da hemoglobina, a hemoglobina S (do inglés sickle= foice).

A hemoglobina S polimeriza em condicdes de baixa tensdo de oxigénio, levando o
eritrocito a assumir o formato de foice que diminui a sua flexibilidade. A diminuicédo da
flexibilidade da membrana da célula estd na origem da caracteristica clinica mais
comum desta doenca, as crises dolorosas recorrentes nos dedos das maos e dos pés (em
criancas pequenas), no térax, no abdémen e nos membros. Outra das caracteristicas
clinicas frequentes ¢ a anemia, causada pela diminuicdo do tempo de vida dos
eritrocitos.

O gene B° responsavel por esta doenca é muito frequente em individuos de etnia
africana, o que justifica a elevada prevaléncia da doenca neste grupo étnico.

Os achados no hemograma caracteristicos desta doenca sdo: anemia com
hemoglobina na ordem de 4-11 g/dl; hematécrito, VGM, HGM e CHGM diminuidos; e
RDW aumentado. Durante as crises dolorosas ha leucocitose com predominancia de
neutréfilos, queda acentuada da hemoglobina, aumento da policromatofilia e da
contagem de eritroblastos e reticuldcitos.

Logo apds o nascimento, quando a quantidade de hemoglobina S é ainda pequena,
os indices hematimétricos e as contagens celulares podem ser normais. AS
anormalidades comecam a aparecer durante o primeiro ano de vida.

Individuos com percentagens de hemoglobina fetal invulgarmente aumentadas
tendem a apresentar sintomas mais discretos.

O diagnostico ndo pode ser estabelecido apenas pelo hemograma sendo
necessarios testes adicionais como a eletroforese da hemoglobina e o teste de
solubilidade da hemoglobina S.

Tratamento:

-Profilaxia: evitar fatores conhecidos que podem provocar as crises dolorosa
como: desidratagéo, anoxia, infegdes, estase da circulacéo e frio.

-Acido félico.

-Boas condigdes de higiene e nutrigéo.

-Vacinagéo contra pneumococos e meningococos, e penicilina oral para diminuir a
frequéncia de infecdo por estes agentes.
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-Durante as crises é aconselhado permanecer em repouso, aguecer as zonas
afetadas, hidratacdo, antibidticos para eventuais infecGes e aplicagdo de analgésicos
conforme as necessidades.

-Transfusbes podem ser necessdrias em pacientes com crises frequentes, em
gravidas ou antes de anestesia para pequenas cirurgias.

-Hidroxicarbamida aumenta a quantidade de hemoglobina F por um mecanismo
nédo conhecido, aliviando os sintomas da doenca em criancas e adultos.

-Transplante de células tronco € o Unico tratamento que leva a cura em 80% dos
casos, no entanto € apenas indicada em casos de doenca muito grave em que a qualidade
e expectativa de vida do individuo sejam muito baixas."

4.11.2 Sindroma Mielodisplasico

Individuo do sexo masculino com 58 anos de idade, com diagndstico estabelecido
de Sindroma Mielodisplasico.

Na ilustracdo 26 pode ver-se o0 hemograma do utente onde se nota uma
pancitopénia acentuada. H&4 também alteracdo dos testes da coagulacdo com aumento do
TP edoaPTT.

HEMATOLOGIA
Hemo, ramg
Amostra Sangue Total ;i
Er'trogram. 29072019 18-07-2019
Entwcntloi 2.28 x10%/L 4.50 - 5.90 327 3.06
H::;gézﬁ;ga 7.1 g/dL 135 - 175 10.1 9.5
209 % 41.0 - 53.0 30.1 273
Vol. Giob. Médio (VGM)
. 92 fL 80 - 100
Hgb. Glob. Média (HGM) 31 pg 26 - 34 ?: ::
Conc. Hgb. Glob. Média (CHGM) 34 g/dL 32-36 33 35
RDW (indice distrib. eritrocit.) 166 % 116 - 140 16.6 155
Leucograma
Leucoqtos 2.53 x10°/L 4.00 - 10.00 4.02 273
-Neu‘m?ﬁlos 799 % 2.02 x10°/L 1.80 - 7.00 3.34 1.65
-Eosuf\oﬁlos 03 % 0.01 x10°/L < 0.50 0.01 0.08
-B-asgﬁ_los 01 % 0.00 x10°/L <0.10 0.01 0.01
-Unwos 6.4 % 0.16 x10°/L 1.00 - 4.00 0.36 0.65
-Monocitos 133 % 0.34 x10°/L 0.20 - 1.00 0.30 0.34
Plaquetas 28 x10°/L 150 - 400 44 41
Tempo de protrombina Exh 25"
Meét : Coagulometria | Amostra Plasma W - s = 158 ol i
-INR 4.19 (variavel com patologia) 3.27 2.02
INR: resultado a valorizar apenas se a fazer anticoagulante oral.
Tempo Tromb. Parcial activada (aPTT) 64.2 seg. 214 - 312 Ter" “Sos"
Mét.: Coagulometria | Amostra: Plasma

Figura 26 Hemograma do utente. Imagem obtida durante o estagio.

A anemia, trombocitopenia e leucopenia com predominancia de neutréfilos foram
verificadas por observacdo do esfregaco de sangue periférico do paciente.

O diagnostico da SMD ndo pode ser definido apenas pelos achados no
hemograma e pela observacdo da lamina, embora estes sejam bons indicios que podem
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encaminhar para exames complementares. Na ficha de utente do laboratério do HBA
ndo estavam os restantes exames realizados uma vez que o individuo foi diagnosticado
noutro centro hospitalar.

. Sindromas mielodisplasicos:

Os SMD constituem um grupo heterogéneo de condigdes decorrentes da
proliferacdo de um clone de células hematopoieticas. A hematopoiese é funcionalmente
ineficaz e morfologicamente displasica. Os SMD podem ser potencialmente pre-
leucémicas embora muitos pacientes morram por complicacdes das citopenias antes de

desenvolver leucemia.

Os SMD podem ser primarios ou secundarios a exposic¢do a agentes mutagenicos
como radiacdo ionizante, benzeno e medicamentos antiblasicos.
Os SMD séo classificados segundo a OMS nas categorias apresentadas na tabela

14.

Tabela 14 Classificacdo de SMD segundo a OMS™

Classificagéo

Achados no sangue
periférico

Achados na medula éssea

SMD associada a delecéo 5q

Anemia, contagem de
plaguetas normal ou elevada,
blastos <1%.

Megacaridcitos em nimero
normal ou aumentado, mas
com nucleo hipolobulado.
blastos <5%, sem bastdes de
Auer.

Citopénia refrataria com
displasia de uma linhagem

Citopénia afetando uma ou
duas linhagens, blastos
raramente vistos,
mondcitos<1x10%/L.

Displasia confinada a uma
linhagem, blastos <5%,
sideroblastos em anel <15%.

Anemia refrataria com
sideroblastos em anel

Anemia, sem blastos,
mondcitos <1x10%/L.

Displasia apenas da linhagem
eritroide, blastos <5%,
sideroblastos em anel >15%

Citopénia refrataria com
displasia de multiplas
linhagens

Bicitopenia ou pancitopenia,
blastos <1%, sem bastdes de
Auer, mondcitos <1x10%L.

displasia em >10% das
celulas de duas ou mais
linhagens mieloides, blastos
<5%, sem bastdes de Auer,
sideroblastos em anel podem
estar presentes.

Anemia refrataria com
excesso de blastos 1

Citopenias, blastos<5%, sem
bastdes Auer, mondcitos
<1x10%L.

Displasia de uma ou multiplas
linhagens, blastos 5-9%, sem
bastes de Auer.

Anemia refrataria com
excesso de blastos 2

Citopenias, blastos 5-9%,
podem estar presentes bastdes
de Auer. Mondcitos
<1x10°/L.

Displasia de uma ou multiplas
linhagens, blastos 10-19%,
podem estar presentes bastdes
de Auer.

SMD inclassificavel

N&o apresenta pancitopenia,
blastos <1%, sem bastdes de
Auer.

Citopenia com displasia em
<10% das células de uma
linhagem, com anormalidade
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citogenética definida,
blastos<5%, sem bastdes de
Auer,

Os achados tipicos no hemograma de SMD sdo: anemia com eritrdcitos
normocrémicos, normociticos ou macrociticos; anisocromia; pode estar presente leve
leucocitose, nimero normal de leucdcitos ou leucopenia, no entanto, por defini¢do, o
niimero de leucdcitos tem de ser inferior a 13x10%L, caso contrario é classificada como
neoplasia mielodisplasica / mieloproliferativa; pode existir monocitose mas & sempre
inferior a 1x10%L; neutrofilia é rara; quase nunca ha aumento de basofilos ou
eosindfilos; podem ser vistos blastos, promielécitos, mieldcitos e eritroblastos; as
plaquetas podem apresentar contagem baixa e serem grandes e hipogranulares.

Para estabelecer o diagnostico e classificar a SMD é necessario mielograma e
analise citogenética.

O tratamento dos SMD é sintomatico sendo que a Unica possibilidade de cura é o
transplante de células tronco. Para aliviar as citopenias pode proceder-se a transfusdes
de eritrocitos, leucocitos ou plaquetas consoante as necessidades do doente. Transfusdes
sanguineas sucessivas podem levar a acumulacdo de ferro nos tecidos e 6rgaos, nesta
situacdo podem ser usadas substancia quelantes como Deferoxamine ou Deferasirox.

Na tentativa de melhorar as citopénias podem, também, ser administrados fatores
de crescimento. Para a linhagem eritroide pode ser usado um homologo sintético da
eritropoietina (Epoietina) ou a versdo de longa acdo Darbepoietina alfa. Para estimular a
producdo de leucdcitos podem ser usados os fatores estimuladores de colonias de
granulécitos ou de granuldcitos- mascrofagos. Para combater a trombocitopenia podem
ser usados agonistas do receptor da trombopoietina como Romiplostim e Eltrombopag.

Medicamentos hipometilantes como Azacidine e Decitabine sdo usados para
melhorar as contagens celulares evitando transfusdes sucessivas. Quimioterapia é usada
em doentes cujo risco de evolucdo para LMA é muito elevado. A lenalidomida é um
medicamente imunomodulador eficaz no tratamento de SMD com delecdo de parte do
cromossoma 5.

4.11.3 Leucemia Mieloide Aguda

Utente do sexo feminino, com 67 anos de idade e diagnostico de Leucemia
Mieloide Aguda a fazer quimioterapia.

O hemograma e os resultados do TP e aPTT da utente sdo apresentados na
ilustracdo 27. E possivel verificar a presenca de uma anemia normicitica e
normocromica e anisocitose; neutropénica acentuada e presenca de 70% de blastos. As
provas da coagulagéo apresentam resultados dentro da normalidade.
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—_— HEMATOLOGIA
Hemograma
Amostra: Sangue Total
Eritrograma
Eritracitos 3.11 x10L 4.00 - 520
Hemoglobina 9.7 g/dL 12.0 - 16.0
Hematécrito 208 % 36.0 - 46.0
Vol. Glob. Médio (VGM) 96 fL 80 - 100
Hgb. Glob. Média (HGM) 31 pg 26 - 34
Conc. Hgb. Glob. Média (CHGM) 33 g/dL 32 - 36
RDW (indice distrib. eritrocit.) 207 % 11.6 - 14.0
Leucograma

Leucocitos 10.24 x10°/L 4.00 - 10.00
-Neutrofilos 40 % 0.41 x10°/L 1.80 - 7.00
-Eosinofilos 0.0 % 0.00 x10°/L < 0.50
-Basofilos 0.0 % 0.00 x10°/L <0.10
-Linfocitos 170 % 1.74 x10°/L 1.00 - 4.00
-Monocitos 9.0 % 0.92 x10°/L 0.20 - 1.00
-Blastos 70.0 % 747 x10°/L
Plaquetas 10 x10°/L 150 - 400

Tempo de protrombina 11.0 seg. 10.6 - 135

Mét.. Coagulometriz | Amostra: Plasma .
-INR 0.98 (variavel com patologia)

INR: ltado a valorizar ap se a fazer anticoag oral.
Tempo Tromb. Parcial activada (aPTT) 214 seg. 214 - 312
Mét.. Coagulometria | Amostra: Plasma

Figura 27 Hemograma e testes da coagulacdo da utente. Imagem obtida durante o estagio.

A observacdo do esfregaco de sangue periférico da utente permitiu verificar a

presenca de numerosos mieloblastos.

)
€q,

Figura 28 Observagdo de esfregaco de sangue periférico da utente. Imagem obtida durante o estagio.

Uma vez que a utente ndo estava a ser acompanhada no HBA e apenas se
deslocou as urgéncias do mesmo, na ficha de utente ndo constavam 0s exames
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complementares que levaram ao diagnostico, ndo era especificada a classificacdo OMS
da leucemia nem a terapia a que estava sujeita.

o Leucemia Mieloide Aguda

A LMA € uma doenca que resulta da proliferacdo descontrolada de um clone de
células mieloides indiferenciadas que apresentam maturacao deficiente ou ausente. A
doenca é classificada com base em aspectos do sangue periférico e da medula 6ssea.
Durante varias décadas a classificagdo mais aceite era a Franco-Americo-Britanica
(FAB), que foi substituida mais recentemente pela classificacdo da OMS. No entanto,
como a classificacdo da OMS requer a pesquisa de alteragdes genéticas e biologia
molecular que podem ser demoradas, uma classificagéo inicial com base na morfologia
¢ ainda apropriada. Uma das grandes diferencas a ter em conta entre as duas
classificacGes € que, na FAB, s se considera LMA a partir de 30% de blastos na
medula dssea, enquanto na classificacdo da OMS, considera-se LMA com a presenca de
20% ou mais de blastos na medula ou no sangue periférico.

Os achados mais usuais no hemograma de doentes com LMA sdo: presenca de
numerosos blastos que podem ser mieloblastos, monoblastos, megacarioblastos,
eritroblastos ou uma populacdo mista; neutropenia estd muitas vezes presente, embora
possa haver maturagdo do clone leucemico e consequente neutrofilia, eosinofilia ou
basofilia (muito rara); anemia normocitica e normocrémica; trombocitopénia é muito
comum.

Na suspeita de LMA é pedida aspiracdo da medula para realizar mielograma e
para analises citogenéticas. A microscopia € seguida de imunofenotipagem para
identificar a linhagem das células leucemicas.

O tratamento da doenca pode ser de suporte para a insuficiéncia da medula, na
tentativa de manter a contagem de plaquetas acima de 10x10%L e a hemoglobina acima
de 8g/dl.

O tratamento especifico a aplicar depende da idade e condicdo do doente, mas
também das alteracBes genéticas presentes. Em pacientes mais jovens o tratamento
consiste em quimioterapia intensiva feita em quatro blocos de 1 semana cada. Os
farmacos mais utilizados séo citarabina e daunorrubicina, que sdo mielotdxicos com
pouca seletividade entre célula malignas e células normais, levando a insuficiéncia
grave da medula que exige terapia de suporte intensiva.

Transplante de células-tronco é considerado em casos de mau progndstico ou em
pacientes com recidiva.”

4.11.4 Mieloma Multiplo

Mulher de 87 anos de idade.

O hemograma da utente, que se pode ver na ilustracdo 29, mostra uma anemia
normocitica e normocromica sem anisocitose e trombocitopenia ligeira. Verificou-se
ainda que a VSG estava muito aumentada.
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HEMATOLOGIA
Hemograma 23-08-2019
Amostra Sangue Total
Egt!:g;?m. 2.70 x10%/L 450 - 590 31
HrI IO:ina 8.7 g/dL 135 - 175 9.7
H:::?o:.mo 260 % 41.0 - 53.0 299
- 96
Vol. Glob. Médio (VGM) 96 fL :g : :1:0 >
Hgb. Glob. Média (HGM) 32 pg il o
Conc. Hgb. Glob. Média (CHGM) 34 g/dL B - 140 -
RDW (indice distrib. eritrocit.) 121 % 6 - 14, &
Leuobgn'.:ans‘ 6.06 x10°/L 4.00 - 10.00 7.19
-Neutrofilos 68.2 % 413 x10°/L 1.80 - 7.00 5.21
-Eosinofilos 21 % 0.13 x10°/L < 0.50 0.13
-Basofilos 03 % 0.02 x10°/L <0.10 0.01
-Linfocitos 236 % 1.43 x10°/L 1.00 - 4.00 152
-Monocitos 58 % 0.35 x10°/L 0.20 - 1.00 0.32
Plaquetas 124 x10°/L 150 - 400 140
23-08-2019
Tempo de protrombina 14.6 seq. 106 - 13.5 135
- -INR * S 1.29 (variavel com patologia) 1.18
INR: Itado a i p se a fazer anticoagulante oral.
23-08-2019
Tempo Tromb. Parcial activada (aPTT) 20.6 seg. 214 - 312 18.9
Mét.: Coagulometria | Amostra: Plasma

Figura 29 Hemograma da utente. Imagem obtida durante o estagio.

Na observacdo do esfregagco de sangue periférico foi possivel verificar a intensa
formacdo do rouleaux e alguns plasmdcitos circulantes.

(B Q O'
E:‘.‘Q %0.9 é8° 00'°:“-°_'..°.

Figura 30 Observagdo do esfregago de sangue periférico da paciente onde é possivel ver a presenca de
rouleaux e um plasmdcito. Imagens obtidas durante o estagio.

Pela suspeita de mieloma mudltiplo foi pedida a eletroforese das hemoglobinas
(resultados na ilustracéo 31).
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BIOQUIMICA

Electroforese de Proteinas (Proteinograma)

Mét.; Electroforese Capilar | Amostra: Soro
Proteinas totais 7.9 g/dL 64 -83
Mét.. Colorimetria (Biureto) 79 g/L 84 - 83
Albumina: 402 % 3.2 g/dL 35-54
Alfa-1-Globulina: 24 % 0.2 g/dL 02-04
Alfa-2-Globulina: 9.0 % 0.7 g/dL 0.5 - 0.9
Beta-1-Globulina: 36 % 0.3 g/dL 0.3 -06
Beta-2-Globulina: 45 % 0.4 g/dL 0.2-05
Gama-Globulina: 403 % 3.2 g/dL 07 - 15
Rel. Alb./Glob.: 0.67
pico monoclonal (Proteina M) 3590 % 2.84 g/dL

_

IMUNOLOGIA

Imunoglobulina G (IgG) 278 mg/dL 700 - 1600
Mét Nefeiometria | Amostra: Soro
Imunoglobulina M (IgM) <17 mg/dL 40 - 230
Mét. Nefelometria | Amostra Soro
Cadeias Leves Kappa Livres Séricas 3310.0 mgiL 6.7 - 224
Mét. Nefelometria | Amostra Soro

8.4 mg/L 8.3 - 27.0

Cadeias Leves Lambda Livres Séricas
Mét : Nefelometria | Amostra Soro 60
Relagao Kappa/Lambda livres: 394.0 0.310 - 1.5

Figura 31 Eletroforese das proteinas séricas da utente. Imagem obtida durante o estagio.

A eletroforese demonstrou um pico monoclonal na zona das gama-globulinas e
uma ligeira diminuicdo da albumina, também foi possivel verificar diminuicdo da 1gG e

da IgM e uma elevacdo muito acentuada das cadeias Kappa livres.
Na urina de 24h foram também detetadas cadeias leves kappa, como se pode ver

na ilustracdo 32.
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IMUNOLOGIA
Imunoglobulina G (IgG), Urina 24h 0.72 mg/dL < 0.96
Mét.: Nefelometria | Amostra: Urina
Imunoglobulina A (IgA), Urina 24h 1.64 mg/dL < 5.00
Mét.: Nefelometria | Amostra: Urina
Imunoglobulina M (igM), Urina 24h 1.48 mg/dL < 5.00
Mét.: Nefelometria | Amostra: Urina
Imunoglobulina D (igD), Urina 24h <1.30 mg/dL <1.30

Mét.. Imunodifusac radial {IDR) { Amostra. Urina

Nota: os valores de referéncia foram alterados em Julho de 2016.

Cadeias Leves Kappa, Urina 24h 326.0 mg/dL <1.0

Mét.: Nefelometria | Amostra Urina

Cadeias Leves Lambda, Urina 24h <0.7 mg/dL <1.0

Mét.: Nefelometria | Amostra: Urina

URINA E DOSEAMENTOS URINARIOS

Dados de Colheita da amostra de Urina

i Amostra: Urina
Tempo de Colheita: 24 horas
Volume: 1200 mL

i

Figura 32 Resultados da pesquisa de Imunoglobulinas e cadeias leves na urina da utente. Imagem obtida

durante o estagio.

A imunofixacdo revelou duas fracGes correspondentes a IgA e cadeias leves

Kappa e o doseamento de IgA no soro estava muito aumentado.

IMUNOLOGIA

Imunofixagao Sérica Identificaram-se duas fracgdes respetivamente IgA K e
Mét.: Imunofixagac em ge! de agarose | Amostra: Soro cadeias leves K.

Imunoglobulina A (IgA) 2840 mg/dL 70 - 400

Mét.: Nefelometria | Amostra: Soro

Imunoglobulina D (igD) <24.0 KUL < 100.0

Mét.: Nefelometria | Amostra: Soro

Figura 33 Imunofixagéo e doseamento de imunoglobulinas no soro. Imagem obtida durante o estagio.

Por fim foi pedida a aspiracdo da medula para proceder ao mielograma que

revelou infiltracdo por 72% de plasmdcitos maduros.
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HEMATOLOGIA

Mielograma
Amostra: Medula Ossea

Local de pung&o:

Esfregagos de medula 6ssea colhida no Hospital Beatriz Angelo.

Série Eritroide 2 %
Série Mieloide 21 %
- Mielécitos: 3%
- Metamielocitos: 5 %
- Bastonetes e Segmentados: 12 %
- Monécitos: 1%
Série Linfoplasmocitaria 77 %
- Linfocitos: 5 %
- Plasmocitos: 72 %

Exame Citologico

Medula hipercelular, infiltrada por 72% de plasmécitos maduros, raros binucleados.
Elementos das restantes série hematopoiéticas completam a celularidade.
Nao se observaram outras células estranhas a hemopoiese.

Coloragao de Peris

Os depositos extra-eritroblasticos de hemossiderina estdo muito aumentados (+++++-), ndo se observam sideroblastos.
Conclusao

Quadro morfolégico compativel com mieloma multiplo
Realizado e Validado por: Doutor José Cortez

Figura 34 Resultado do mielograma da utente. Imagem obtida durante o estagio.

Apobs a recolha de todos estes elementos foi estabelecido o diagnostico de
Mieloma Mudltiplo e a utente foi transferida para uma unidade de oncologia para iniciar
tratamento e ser acompanhada, sendo que no HBA nédo havia informagdo quanto ao
protocolo terapéutico aplicado.

o Mieloma Multiplo

O Mieloma Multiplo, ou mieloma plasmocitico, € uma doenca neoplésica
decorrente da proliferagcdo de plasmécitos anormais na medula 6ssea e pela secre¢do de
imunoglobulinas ou cadeias leves monoclonais, referidas como parapriteinas.

O diagnostico de Mieloma Multiplo é estabelecido na presenca de: proteina
monoclonal no soro ou urina; aumento clonal de plasmécitos na medula éssea podendo
estar aparecer no sangue periférico; dano decorrente a tecidos e 6rgdos (hipercalcémia,
insuficiéncia renal, anemia e lesdes 0sseas).

O hemograma revela, geralmente, uma anemia normocrémica, normocitica ou
levemente macrocitica; na doenca avancada pode estar presente neutropenia e
trombocitopenia.

Na observagdo do esfregaco de sangue periférico verifica-se a existéncia de
rouleaux e, em alguns casos, podem estar presentes plasmaocitos.

A eletroforese das proteinas revela a presenca de uma paraproteina que pode ser
identificada por imunofixacéo.

Ha elevacéo tipica de uma das cadeias leves da imunoglobulina que pode ser
doseada no soro ou na urina (proteinas de Bence-Jones).

A VSG esta, em geral, muito acelerada.

Na medula 6ssea ha infiltracdo de plasmaocitos com pelo menos 20% de formas
anormais.
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A terapia do Mieloma Multiplo pode seguir dois cursos sendo que a decisdo
entre os dois depende da idade e do estado do doente. A terapia intensiva envolve 4
a 6 cursos de quimioterapia seguida de colheita de células-tronco e transplante
autologo. Na terapia ndo intensiva podem ser usados diversos farmacos combinados
que sdo aplicados em protocolos mensais num total de 12 a 18 meses e cuja
intensdo € fazer baixar o nivel de paraproteina, melhorar as lesbes dsseas e 0S
parametros do hemograma. Durante todo 0 processo € necessaria terapia de suporte
para colmatar os danos provocados pela doenca.”
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5 Avaliacédo Externa da Qualidade

A norma ISO 15189 indica que o laboratdrio de analises clinicas deve participar
em grupos interlaboratoriais de avaliacdo externa da qualidade (AEQ).

A AEQ implica a insercdo num programa e num grupo de laboratorios que
recebem periodicamente amostras cujos resultados ndo séo conhecidos. Essas amostras
devem ser tratadas e testadas da mesma forma que as restantes amostras do laboratorio.
Os resultados obtidos para os analitos em questdo sdo enviados & empresa responsavel
até uma data limite pré-estabelecida. A empresa analisa o0s resultados obtidos pelo grupo
de laboratorios e compara-os entre si € com o valor ‘real’.

Em seguida é enviado ao laboratorio um relatério com informacdo sobre o
resultado apresentado e a sua comparagdo com os resultados gerais e o resultado real.
Este relatorio deve ser interpretado com cuidado para determinar a necessidade de
intervengdes corretivas.

Este processo € repetido em ciclo de forma a manter um controlo permanente
sobre a precisao e rastreabilidade dos resultados do laboratério.

O objetivo da participacdo em AEQ ¢ fornecer ao laboratério um meio de avaliar
a exatiddo e comparabilidade dos seus resultados com os dos outros laboratorios,
independentemente do método e procedimento utilizados.

A participacdo em AEQ permite ao laboratério fazer uma avaliacdo retrospetiva,
validar métodos e procedimentos, calcular erro total e incerteza de medicdo, avaliar a
qualificacdo dos colaboradores, avaliar as necessidades de formacdo e promover a
confianga dos clientes no laboratorio.

O grupo SynlabHealth participa em varios grupos de AEQ:

o INSA: Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge;

) RIQAS: Randox International Quality Assessment Schems
(Irlanda e Reino Unido);

o NEQAS: United Kingdom External Quality Assessment Schems;

o SEQC: Sociedade Espanhola de Bioguimica Clinica e Patologia
Molecular.
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6 Concluséao

A realizacdo do estagio curricular no ambito do Mestrado em Analises Clinicas
permitiu-me por em pratica os conhecimentos tedricos adquiridos na fase curricular do
curso, aplica-los num ambiente profissional e real de forma a solidificar esses
conhecimentos.

Foi crucial para entender as competéncias necessarias ao bom desempenho de
funcdes de um técnico de Andlises Clinicas e a importancia do rigor e controlo da
qualidade que permitem a obtencdo de resultados fiaveis.

Foi, sem davida, uma excelente experiencia da qual guardo muitos ensinamentos
tanto a nivel profissional como pessoal e que, certamente, aplicarei ao longo da minha
carreira.
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Patogénese e Diagnostico do Virus de Epstein-Barr

Resumo

O virus de Epstein-Barr é um tipo de herpesvirus, designado herpesvirus humano
4. E um virus de DNA, cujo genoma é uma molécula linear de dupla cadeia. Da sua
estrutura fazem parte: o involucro com glicoproteinas na superficie; o tegumento; a
nucleucapside e o genoma. Como outros herpesvirus ele apresenta tropismo para 0S
linfocitos.

O virus e transmitido através do contacto com a saliva de um individuo infetado.

A infecéo pelo virus de Epstein-Barr (EBV) é muito comum e disseminada por
todos os locais do planeta. Estima-se que 50% das criancas até aos 5 anos e 95% dos
adultos jovens apresentem anticorpos.

Em criancas a infecdo tende a ser silenciosa, em adolescentes e adultos jovens
manifesta-se no sindroma da Mononucleose Infeciosa.

Os sintomas da mononucleose infeciosa variam, mas 0s mais comuns Sao:
cefaleias, dores musculares, febre, mal-estar generalizado, cansaco, garganta inflamada
e nddulos linfaticos aumentados.

O diagnostico é usualmente feito por serologia, bastando 3 pardmetros (IgG VCA,
IgM VCA e IgG EBNAZ1) para distinguir entre infe¢Oes recentes de infe¢des passadas.
Em caso de imunossupressao pode recorrer-se a biologia molecular.

Usualmente o curso da doenga € benigno e ndo necessita de internamento
hospitalar nem medicacdo especifica. Os sintomas sao tratados com anti-inflamatorios
ndo esteroides ou, em casos mais graves pode aplicar-se corticoides para debelar a
inflamacéo exacerbada.

N&do existem antivirais eficazes para o tratamento da doenca, nem foi ainda
possivel desenvolver uma vacina eficaz.

Apos o fim da fase aguda da doenca o virus permanece no hospedeiro durante
toda a vida de forma assintomatica, sendo reativado periodicamente para libertacdo de
novos virus para a saliva e transmisséo a novos hospedeiros.

A infecdo latente por EBV esta associada ao desenvolvimento de alguns cancros
de linfdcitos e celulas epiteliais. Os padrdes de distribuicdo geografica destes tumores
apontam para a importancia de fatores ambientais e genéticos no seu desenvolvimento.

Palavras-chave: Virus de Epstein-Barr, Herpesvirus humano 4, Mononucleose
infecciosa.
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Abstract

The Epstein-Barr virus is a type of herpes virus named Human Herpes Virus 4.
It’s a DNA virus with a double strand linear DNA. Its structure is composed of: an
envelope with surface glycoproteins, a tegument, the viral capsid and the DNA. As
happens with other herpes viruses EBV has tropism for lymphocytes.

The virus is transmitted through direct contact with the saliva of an infected
individual.

The infection is extremely common and equally disseminated around the world.
It’s estimated that about 5% of the children younger than 5 years of age and about 95%
of the adults carry the virus.

Children are usually asymptomatic, teens and young adults manifest the acute
disease called Infectious Mononucleosis.

The symptoms vary but the most common are: headaches, sore muscles, fatigue,
malaise, fever, sore throat and enlarged lymph nodes.

The diagnostics is usually established by testing the blood for antibodies against
EBV. Usually only three parameters are needed to differentiate past from recent
infection (VCA 1gG, VCA IgM and EBNAL IgG). In cases of immunocompromised
patients molecular biology techniques may be useful.

In general, the prognosis is good and there’s no need to hospitalize or isolate
patients. The disease is treated symptomatically with non-specific drugs. In complicated
cases corticoids may be used to reduce excessive inflammation.

There are no effective antiviral drugs against EBV, and the efforts made in
creating a vaccine haven’t been successful.

After the acute disease the virus stays in the host’s lymphocytes where it
establishes a life-long infection. Periodically the virus reactivates to release new viruses
into the saliva to infect a new target.

The latent infection of EBV is associated with some types of cancer, developing
specially in lymphocytes and epithelial cells. The geographic patterns observed in these
cancers suggest that environmental or genetic factors play an important role in the
development of the tumors.

Keywords: Epstein - Barr virus, Human Herpes Virus 4, Infectious
Mononucleosis.
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Lista de Abreviaturas

ACV- Aciclovir

AST- Aspartato Aminotransferase

BamHI — Bacillus amyloliquefaciens H

BCL- Receptor das células B do inglés “B cell receptor”
CDV- Cidofovir

CLIAs- Ensaios de quimioluminescéncia do inglés “Chemiluminescence
immunoassays”’

CMV- Citomegalovirus

CNF- Carcinoma nasofaringeo

DNA- Acido Desoxirribonucleico

EA- Antigénios precoces do inglés “Early Antigens”

EBERs- RNAs codificados pelo EBV do inglés “EBV encoded RNAS”
EBNA- Antigénio nuclear do virus de Epstein-Barr

EBV- Epstein-Barr Virus

ELISAs- Ensaios de imunoabsor¢do enziméatica do inglés “Enzyme-linked
Immunosorbent assays”

EUA- Estados Unidos da América

GCS- “Glasgow Coma Score”

GGT- Gamma-glutamiltransferase

Gp- Glicoproteina

HIV- Virus da imunodeficiéncia humana

HLA- Antigénio leucocitario humano (do inglés Human Leukocite Antigen)
IEA- Antigénios precoces imediatos do inglés “Imidiate Early Antiens”

IFAs- Ensaios de imunofluorescéncia do inglés “Immunofluorescence assays”
IgA- Imunoglobulina A

IgG- Imunoglobulina G

116
Diana Rita Rodrigues MAC 2020



Patogénese e Diagnostico do Virus de Epstein-Barr

IgM- Imunoglobulina M

IL- Interleucina

INF- Interferdo

INK T- células T NK invariantes

JaK — STAT- Janus Kinase- signal transducer and activator of transcription programs
LA- Antigénios tardios do inglés “Late Antigens”
LB- Linfoma de Burkitt

LDH- Desidrogenase Léctica

LH- Linfoma de Hodgkin

LMP- Proteina membranar de laténcia

LPO- Leucoplasia pilosa oral

LPT- Linfoma pds-transplante

MFIs- Imunoensaios fluorimétricos multiplex do inglés “Multiplex Flow
immunoassays”

MHC- Complexo Major de Histocompatinilidade (do inglés Major Histocompatibility
Complex)

MI- Mononucleose Infeciosa

miRNA- Micro RNA

MVB- Maribavir

NK- “Natural Killer”

OMS- Organizagdo Mundial de Saude

ORFs- Quadros de leitura aberta do inglés Open-reading Frames
RNA- Acido Ribonucleico

RS- Reed-Sternberg

SIDA- Sindroma da imunodeficiéncia adquirida
SNC- Sistema nervoso central

TNF- Fator de necrose tumoral

VCA- Antigénio da capside viral
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Introducao

O virus de Epstein-Barr (EBV) recebeu o seu nome por homenagem a Michael
Anthony Epstein, professor da Universidade de Bristol e a sua doutoranda Yvonne Barr,
que em 1964 descobriram e documentaram a existéncia deste virus.

Tudo comegou quando, em 1961, o jovem patologista e especialista em
microscopia eletronica Epstein assistiu a uma palestra do cirurgido Denis Parsons
Burkitt. O cirurgido, que exercia no Uganda, descreveu na sua palestra a forma
pediatrica da doenca que atualmente tem o seu nome.

Em 1963 foi enviada uma amostra do Uganda para o Hospital de Middlesex. Ap6s
cultivo das células enviadas, foram nelas descobertas particulas virais, e 0s resultados
foram publicados na revista “The Lancet”.

Algumas das células cultivadas foram, depois, enviadas a Werner e Gertrude
Henle do hospital pediatrico de Philadelphia, para que fossem desenvolvidos
marcadores seroldgicos. Em 1967 uma das técnicas que trabalhava no laboratério
contraiu mononucleose infeciosa e a comparacdo de soro dessa técnica com Soros
armazenados permitiu a verificacdo da formacdo de anticorpos contra o EBV.

Em 1972, cientistas franceses criaram um estudo com 42,000 criancas do Uganda,
das quais colheram amostras de sangue quando comecaram a apresentar sintomas de
infecdo. Nos anos que se seguiram algumas dessas criangas desenvolveram Linfoma de
Burkitt, todas elas apresentavam sinais de infecdo pelo virus, com titulos de anticorpos
extremamente elevados, muito antes do aparecimento do tumor.

O trabalho de Werner e Gertrude Henle permitiu que se fizessem os primeiros
estudos epidemiol6gicos do EBV, observando-se, nestes estudos, que a infecgcdo ocorria
em praticamente todas as zonas do mundo, incluindo nas regibes mais remotas e em
populacdes extremamente isoladas. Observou-se ainda um padrdo de distribuicdo dos
anticorpos por grupos etarios que dependia do padrdo de higiene e o nivel
socioeconémico da regido e populacdo em estudo. Nas populacdes de baixo nivel
socioeconémico grande maioria das criangas apresentava anticorpos contra 0 EBV nos
primeiros 5 anos de vida, enquanto, nhum contexto socioecondmico mais elevado, o
aparecimento de anticorpos acontecia mais tardiamente, na adolescéncia ou na vida
adulta.!
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Capitulo I: Caracteristicas Gerais do EBV

a. Taxonomia

O Virus de Epstein-Barr € um herpesvirus humano que pertence a subfamilia
Gammaherpesvirus e ao genero Lymphocryptovirus. A sua designacdo formal €
Herpesvirus Humano 4 (HHV-4) de acordo com a designacdo sistematica dos virus
pertencentes a esta familia que esta representada na figura 1. 2

Herpesvirus Humano 4 (virus

LymphoCryptovirus e de Epstein-Barr)

Herpesvirus Humano 8 (virus
Rhadinovirus === associado com o sarcoma de
Gammabherpesvirinae Kaposi)

Macavirus

Alcelaphine herpesvirus 1

Percavirus = Equid Herpesvirus 2

Muromegalovirus s Muride Herpesvirus 1

Proboscivirus === Elephantic Herpesvirus 1

Herpesviridae Betaherpesvirinae

Herpesvirus Humano 5
(citomegalovirus)

Citomegalovirus s

Herpesvirus Humano 6 (virus

T dos linfécitos B)

AN AN AN

llitovirus —_— Gallid herpesvirus 1
Mardivirus — Gallid Herpesvirus 2
Alphaherpesvirinae
Simplexvirus — — Herpesvirus Humano 1
Varivellovirus s Herpesvirus Humano 3

Figura 1Taxonomia da familia Herpsviridae

Existem dois grandes tipos de EBV denominados EBV-1 e EBV-2 (também
podem ser designados de A e B). As diferencas entre estes dois grupos estdo nos genes
que codificam os antigénios nucleares EBNA-2, EBNA-3A/3, EBNA-3B/4 e EBNA-
3C/6. A divergéncia entre as sequéncias de EBNA-2 pode estar na origem da maior
eficiéncia apresentada por EBV-1 na imortalizagdo das células B in vitro e a menor
variabilidade de linhagem de células linfoblastoides que EBV-2 é capaz de infetar em
comparagdo com EBV-1.3

Ademais, é possivel verificar heterogeneidade nas sequéncias de DNA do virus
guando comparadas amostras recolhidas de diferentes regifes geograficas. Estes
polimorfismos definem diferentes estirpes dentro de cada tipo.
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Embora os genes expressos durante a infecdo latente apresentem algumas
diferencas entre os dois tipos de EBV a fase aguda da doenca parece ser igual em
ambos.

As 2 estirpes estdo espalhadas por todo o mundo e podem infetar a mesma pessoa
simultaneamente.

b. Tipo de Hospedeiros

Embora esteja disseminado na natureza, o unico hospedeiro do EBV é o Homem.
Sendo que a maioria dos primatas mais préximos dos humanos apresentam o seu tipo
especifico de virus semelhantes ao EBV. A pesquisa de anticorpos contra EBV no
sangue destes primatas pode ser positivo devido a reacdes cruzadas com anticorpos
contra homoélogos do virus proprio da espécie. *

c. Tropismo celular

Tal como outros Gammaherpesvirus, o EBV estabelece infecdo latente em
linfdcitos e é capaz de induzir proliferacdo das células infetadas.

O virus infeta linfocitos B através da interacdo entre a glicoproteina gp350/220 do
involucro viral e o recetor celular do componente do complemento C3d, denominado
CR2 ou CD21. Apds adesdo e endocitose da particula viral, o involucro viral funde com
a membrana da célula hospedeira através de um mecanismo que envolve 3 outras
glicoproteinas: gp85, gp25 e gp42. Esta Gltima glicoproteina pode também interagir
com o Complexo Major de Histocompatibilidade (MHC) classe II.

Tem sido demonstrado que o EBV tem a capacidade de infetar células através de
um mecanismo ndo dependente do CD21, embora este mecanismo seja menos eficaz
que o anteriormente descrito. Este processo permite a infecdo de células que néo
expressam CD21, como é o caso das células epiteliais. Adicionalmente verifica-se que
0s virus que nao apresentam gp350 também séo infeciosos.

Nos individuos saudaveis cronicamente infetados, o virus esta, em grande parte,
restringido aos linfécitos B, sendo em algumas situacdes encontrado nas células
epiteliais. O papel mais provavel das células epiteliais na infecdo € o de local de
replicacdo e ndo de infecdo latente, embora exista alguma controvérsia junto da
comunidade cientifica quanto a esta afirmag&o. °

d. Estrutura do Virus

O virus de Epstein-Barr possui uma estrutura semelhante aos restantes
herpesvirus. E um virus de DNA de dupla cadeia que se encontra enrolado numa
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proteina com forma toroidal. Esta estrutura de DNA e proteinas estd englobada por uma
nucleocapside com forma icosaédrica formada por 162 capsomeros. A camada seguinte
€ 0 tegumento viral que ocupa o espaco entre a nucleocapside e a camada mais exterior,
o involucro, do qual fazem parte vérias glicoproteinas em forma de espicula. °

Na ilustragdo 2 est4 um exemplo esquemético da constintuicdo do EBV.’

Glicoproteina

Involucro

DNA Viral

Nucleocapside

Tegumento

Figura 2 Diagrama da estrutura do EBV’

e. Estrutura do genoma viral

O genoma do EBV € uma molécula linear de DNA de dupla cadeia com
aproximadamente 170 Kpb de comprimento que possui mais de 85 genes codificados.

O genoma foi dividido em porcdes, com base na posi¢cdo que ocupam no mapa de
restricdo da endonuclease BamHI (Bacillus amyloliquefaciens HI), e nomeados de
acordo com o tamanho do fragmento de A a Z. A titulo de exemplo: o quadro de leitura
de BARF1 esta localizado no fragmento A e estende-se para o lado direito (R do inglés
Right).

Os vérios quadros de leitura aberta do EBV estéo divididos entre genes de laténcia
e genes liticos, sendo estes Ultimos ainda subdivididos em precoces imediatos, precoces
e tardios. A grande maioria destes genes traduz-se em proteinas, cujas funcbes serdo
listadas na tabela 1. Além destes, o genoma viral tem codificados 22 micro-RNAs que
integram 2 clusters.

E de notar a presenca de séries de repeticdes de 0,5 kpb terminais em ambas as
pontas, e sequéncias de repeticdo inseridas no interior do genoma que servem para
dividir o mesmo em dominios Unicos com capacidade codificante. Estes fragmentos de
repeticdo terminal sdo importantes para identificar se as células infetadas pelo EBV tém
0 mesmo progenitor, isto porque, quando as células sdo infetadas o0 DNA viral torna-se
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circular e persiste nesta forma, como epissoma, com um numero caracteristico de
repeticGes terminais que depende do nimero presente no genoma da célula mae. Sendo
assim € possivel verificar se a infecdo estd em fase latente ou litica, pois na infecdo
latente 0s epissomas apresentam um ndmero idéntico de repeticées terminais.’

O OriP (“origin of plasmid replication”) é um fragmento de DNA com
comprimento de aproximadamente 1.7 Kpb onde se inicia a replicacdo do plasmidio na
presenca da proteina EBNAL.2

Devido a estimulos que ainda ndo sdo completamente conhecidos o0 EBV pode
entrar num ciclo litico. Nesta situacdo, o primeiro gene a ser transcrito é o BZLF1
(BamHI Z left-ward open Reading frame 1), que produz a proteina ZEBRA. Esta
proteina age como ativador da transcricdo, que, por sua vez, levard a expressdo de
BHRF1 (BamHI H right-ward open-reading frame), BCRF1(BamHI C right-ward
open-reading frame 1) e da DNA polimerase viral.

Por outro lado, numa fase de laténcia, verifica-se a expressao de alguns genes
virais que codificam: seis antigénios nucleares do EBV (EBNA-1, 2, 3A, 3B/4,3C e LP
ou EBNA-5); trés proteinas latentes de membrana (LMP-1, LMP-2A e LMP-2B); duas
moléculas de RNA néo-poliadeniladas (EBER-1 e 2); alguns transcritos com multiplos
splices, pertencentes a regido BamHI A do genoma (BARFO e BARF1).°

EBERY  oprn
’ ~

Cp or Wp

—— Double-stranded DNA episome

EBNAT1
EBNA-LP

EBNA2

EBNA3C
EBNA3B
EBNAGA

Figura 3 Diagrama demonstrativo do posicionamento dos genes latentes e seus transcritos no epissoma viral.

A origem da replicagdo do plasmideo (OriP) estd representada a laranja. As setas verdes mais largas representam exdes que
codificam cada uma das proteinas de laténcia, a dire¢do da seta representa a dire¢do em que ocorre a transcri¢cdo. Sao elas: seis
Antigénios Nucleares (EBNAs 1,2,3A, 3B, 3C e EBNA-LP) e trés proteinas de laténcia (LMPs 1, 2A e 2B) . As proteinas LMP2A e
LMP2B séo compostas por multiplos exdes que se encontram em ambos os lados da zona de repeticdo terminal (TR). As setas azuis
no topo da imagem representam uma zona de RNAs nédo poliadenilados (EBER1 e EBER2). A seta verde exterior e mais longa
representa a transcricdo que ocorre no tipo de lanténcia 111, na qual a transcri¢do se inicia num dos promotore Cp ou Wp. A seta
mais interior e de cor vermelha representa a transcricdo de EBNAL, que tem origem na zona promotora Qp e ocorre durante as
lanténcias do tipo | e 11. Durante a infecdo latente é possivel detetar transcritos da zona BamHI A, no entanto ainda ndo foi possivel
fazer uma identificagio fiavel destas proteinas. Na zona BamHI A esto localizadas as zonas que codificam BARFO e BARF1. °
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Tabela 15 Genes virais, proteinas e sua funcéo.’ *°

Capitulo |

Quadro de leitura
aberta

Proteina

Fungdo principal

BKRF1

BYRF1
BERF1
BERF2
BERF3/4
BWRF1
BNLF1

BARFO
BARF1/BNRF1

BNRF1
EBER1/2

BZLF1
BRLF1
BILF4
BMRF1

BSLF1
BBLF4

BALF2
BALF5
BORF2
BARF1
BXLF1
BGLF5
BKRF3
BLLF1
BXLF2
BXLF1
BKRF2
BZLF2

BALF4
BNRF1
BDLF3
BILF2

BCLF1
BDRF1
BFRF3
BCRF1
BHRF1

Nome alternativo
Genes latentes

Nome comum

EBNA-1
EBNA-2
EBNA-3A EBNA-3
EBNA-3B EBNA-4
EBNA-3C EBNA-6
EBNA-LP EBNA-5
LMP-1
LMP-2A
LMP-2B
Genes Liticos

Precoces imediatos
ZEBRA
Rta
Antigénio

precoce difuso

Genes precoces

Gp350/220
Gp85 (gH)

Gp25 (gL)
Gp42

Genes Tardios

Gp110 (gB)

P143

Gp100-150

Gp55-78

VCAp55

VCAp40

VCAp18

Manutengdo do plasmideo, replicacao
do DNA, regulacdo da transcricdo
Trans-ativacéo

Regulacéo da transcricéo
Desconhecida

Regulacdo da transcricéo
Trans-ativacdo

Sobrevivencia das células B, anti-
apoptose

Funcdo desconhecida

Mimetiza BCR, modulacgdo da
apoptose e transformacéo celular
Potencia a agdo de LMP-2A

Né&o traduzido, regulagdo da imunidade
inata

Trans-ativacdo, iniciacao do ciclo litico
Trans-ativacdo, iniciagdo do ciclo litico
Trans-ativacdo, iniciacao do ciclo litico

Primase
DNA helicase

Proteina de ligacdo ao DNA
Polimerase de DNA

Subunidade da ribonucleétido redutase
Subunidade da ribonucleétido redutase
Timidina quinase

Exonuclease alcalina

Uracil DNA glicosilase

Principal proteina do involucro

Fuséao do involucro com a célula
Timidina quinase

Fuséao do involucro com a célula
Fuséao do involucro com a célula,
ligagdo com complexo MHC classe 11

Desconhecida

Proteina do tegumento
Desconhecida
Desconhecida

Antigénio da capside viral
Antigénio da capside viral
Antigénio da capside viral
Interleucina viral 10
Anélogo viral de bcl-2
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Capitulo I1: Ciclo de replicacéo viral

O EBV dissemina-se através da saliva de um individuo infetado, entra no epitélio
do novo alvo no anel de Waldeyer da amigdala onde, provavelmente, inicia uma infe¢éo
litica. Em seguida infeta o tecido linfoide que se encontra por baixo deste epitélio. Os
linfécitos B infetados migram para outros tecidos linfoides.

A diferenciacdo periodica de células B em plasmocitos permite a infecdo das
células epiteliais e excrecdo de novos virus para a saliva, de forma a infetar um novo
hospedeiro.

De forma a evitar o reconhecimento pelas células T citotdxicas, as células B
infetadas expressam uma quantidade limitada de proteinas virais, efetivando assim uma
infecdo que dura toda a vida do hospedeiro.

Para entender como se processa o ciclo replicativo do virus € importante entender
0s processos que dele fazem parte.

Epithelial
cells
Infected

naive
Transmission @l = "’/ B cell
Epstein-Barr ! <R ’\ @i

virus \s@ pharynx

O~

Mucosal
lymphoid
tissue

Virus
shedding

Lytic 0 25
infection &5

plasma

r
B cell Dissemination
L Latent
- "B . infection
" &F ¢ memory
Lymphoid ; 48 B cell
tissue g /§ St

4

Blood
&/

Figura 4 Ciclo infecioso geral do virus.'

a. Adesdao e fusdo do EBV com as células do hospedeiro

Embora tenha a capacidade de infetar células B e células epiteliais, o virus
estabelece ligacdo e entra nestes dois tipos de células de formas distintas. Nas células
epiteliais o EBV entra por fusdo direta com a membrana plasmatica. Enquanto nas
células B esta entrada da-se por endocitose e posterior fusdo com a membrana da
vesicula endocitica.

e Adesdo
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A primeira interacdo entre o virus e as células B, e que determina o seu tropismo
para esta linhagem celular, é mediado pela glicoproteina do involucro gp350, que
estabelece uma ligacdo de elevada afinidade com o recetor do complemento 2 especifico
das células B (também denominado CR2 ou CD21). Virus que ndo apresentem esta
glicoproteina na sua superficie tém uma baixa capacidade de infecdo. Recentemente foi
descoberto um segundo recetor de ligacdo a gp350, o CR1 ou CD35, que permite que
células que ndo apresentem o marcador CD21 sejam também suscetiveis a infecdo por
EBV.

No que toca as células epiteliais, 0 processo de adesdo a sua membrana ainda nao
estd completamente esclarecido. Pensa-se que as células epiteliais da amigdala podem
expressar, em baixas quantidades, o marcador CD21 ou que o virus quando recoberto
por anticorpos IgA especificos para a gp350, pode ligar-se ao recetor IgA das células
epiteliais. Mais recentemente foram reportadas integrinas presentes na superficie das
células epiteliais que podem estar envolvidas no processo de entrada do virus. O
complexo gH/gL viral tem um motivo KGD com capacidade de ligacao as integrinas de
superficie avp5, avp6 e avP8. Além disso, o EBV também expressa BMRF2, que pode
interagir com as integrinas a3, a5 e B1 presentes nas células do epitélio oral. 12

* Fusao

Embora tenha um papel fundamental na ades@o do virus as células B o complexo
gp350-CD21 ndo participa no processo de fusdo do virus com a membrana da vesicula
endocitica. A fusdo é desencadeada pela interacdo da glicoproteina gp42 e o antigénio
leucocitario humano de classe Il (HLA classe Il). A gp42 existe em duas formas
distintas no involucro do virus, a forma clivada e a ndo clivada. A clivagem ocorre num
local que é adjacente ao dominio transmembranar, produzindo uma proteina sollvel
com capacidade de desencadear o processo de fusdo. Se ocorrer uma mutacdo no ponto
de clivagem a fusdo do virus com a célula é inibida, demonstrando que a clivagem é um
acontecimento fundamental para o desencadear do processo de fusdo.

Além de sofrer clivagem, a gp42 passa ainda por transformacdes conformacionais.

Ainda que a formacdo do complexo gp42-HLA classe Il seja 0 momento que
desencadeia todo o mecanismo de fusdo, este ndo €, por si so, suficiente para que a
fusdo aconteca. O virus utiliza trés outras proteinas gH/gL e gB, que sdo conservadas
em todos os herpesvirus, e funcionam como a maquinaria principal do procedimento de
fusdo. No EBV estas proteinas tomam a designagdo de gp85/gp25 e Gpll0,
respetivamente.

Virus que apresentem deplecdo do complexo gH/gL sdo incapazes de infetar
células, sendo, por isso, possivel inferir que estas proteinas tém um papel fundamental
durante a fusdo. O conjunto gH/gL interage com gp42 formando um complexo estavel.
gL é uma proteina adjuvante cujo papel € auxiliar na correta aquisicdo de forma, bem
como no transporte de gH para a superficie da celula.

Estudos recentes indicam que o complexo gH/gL promove a fuséo, no entanto a
sua funcdo ndo estd completamente esclarecida. Pensa-se que tera um poder regulador
do processo e ndo um papel central.

No tecido epitelial o processo € diferente do visto acima.
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O complexo gH/gL contétm o motivo KGD com capacidade de ligacdo a
integrinas que se encontram na superficie da célula, nomeadamente avf5, avp6 e avfs,
0 que Ihe confere tropismo para essas células. Esta interacdo sinaliza o desencadear de
modificagdes conformacionais no complexo gH/gL levando ao sucesso da fusdo do
EBV com a célula epitelial.

Nas células B a fusdo requer o complexo gp42-gH/gL, como visto anteriormente,
sendo que gp42 é capaz de se ligar ao complexo KGD, impedindo, assim, que 0 virus
interaja com as células epiteliais. A luz destas evidéncias é possivel concluir que a
glicoproteina gp42 tem um papel importante na mudanca de tropismo celular do virus.

Por altimo é importante falar da glicoproteina gB. Esta proteina é necessaria no
processo de fusdo com as células epiteliais e com as células B, € a mais conservada em
todos os herpesvirus e é a principal molécula mediadora da fusdo entre o involucro do
virus e a membrana celular.

O dominio funcional de gB apresenta al¢as hidrofébicas que se pensa inserirem-se
na membrana celular através de uma modificacdo pouco conhecida da sua forma,
provavelmente desencadeada pela ligacdo do complexo gH/gL.

Em conclusdo, com base no conhecimento atual, sdo propostos 0s seguintes
modelos de entrada do virus nas células:

-Nas células B, a glicoproteina gp350 liga-se ao recetor celular CD21 e a
glicoproteina gp42 conecta-se ao complexo HLA classe Il. A ligagdo a estes recetores
induz a endocitose e desencadeia a fusdo. Em seguida ocorre uma modificagdo de
conformacdo do complexo gp42-gH/gL que resulta na ativacdo e recrutamento de gB
gue medeia a fusdo pela insercdo das suas al¢as hidrofébicas na membrana da célula.

-Nas células epiteliais a adesdo e fusdo sdo diretamente desencadeadas pela
interacdo do complexo gH/gL com integrinas de superficie da membrana celular. Esta
interacdo induz modificagfes conformacionais de gH/gL ligando-se a gB que induz a
fusdo direta com a membrana citoplasmética.
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Figura 5 Esquema dos modelos de adeséo e fusdo do EBV as células B e epiteliais

a) Modelo de adeséo do virus & membrana das células B; c) modelo de fusdo do involucro viral com a
membrana da vesicula endocitica; b) e d) modelo de adeséo e fusdo direta com a célula epitelial.*?

b. Acontecimentos pos-fusdo

Pouco se sabe sobre 0s acontecimentos que se seguem apds a entrada do virus na
célula. A ligacdo do virus ao recetor CD21 promove a ligacdo ao complexo CD21,
CD19 e CD81, moléculas da superfamilia das imunoglobulinas, tetraspaninas e
integrinas. Adicionalmente, a ligagdo gp350-CD21 induz a ativagdo de NF-«xB (fator
nuclear kappa B que desempenha funcgdes de ativagdo transcricional) que, por sua vez,
induz a producdo de interleucina-6. Estes eventos podem ter consequéncias na infecgéo,
no entanto, ndo parecem ter nenhum papel na entrada do virus nas células. Nenhum dos

127
Diana Rita Rodrigues MAC 2020



Patogénese e Diagnostico do Virus de Epstein-Barr Capitulo 1l

acontecimentos decorrentes da adeséo e fuséo a célula tém influéncia no desencadear de
um ciclo litico tanto nas células B como nas epiteliais, sendo o processo que leva ao
despoletar de um ciclo litico in vivo ainda desconhecido.*?

Apo6s fusdo do virus com a membrana da célula ou da vesicula endocitica, a
nucleocapside é libertada para o citoplasma. Em seguida, a nucleocapside desagrega-se,
libertando o genoma viral que é transportado para o nucleo da célula. Ai o genoma
linear torna-se circular formando um epissoma. A célula procede depois a um ciclo
litico com libertacdo de novos virus ou infecéo latente dos linfocitos B.

c. Mudanca de Tropismo Celular

O EBV retém a capacidade de mudar o seu tropismo celular, fazendo-o através da
modificacdo das glicoproteinas presentes no involucro. Isto é possivel pela alteracdo do
tipo de linhagem da célula onde se replica. Nas células B, gp42 interagem com o
sistema de HLA classe Il e de seguida uma porcdo € degradada. Sendo assim a
proporcdo de gp42-gH/gL no involucro dos virus produzidos nesta célula é inferior
comparativamente a quantidade de gH/gL. Por esta razdo, os virus com origem nestas
celulas tém maior afinidade para as células epiteliais.

Por outro lado, nas células epiteliais, que ndo apresentam HLA classe 1l, a gp42
ndo é marcada para degradacdo. Neste caso, 0s virus apresentam uma proporcao
superior de gp42-gH/gL e por isso tém maior afinidade para células B.*

d. Fase de Laténcia e Ciclo Litico

Existem varias teorias de como o EBV é capaz de produzir uma infecdo
prolongada, que se estende por toda a vida do hospedeiro, no entanto a mais aceite na
comunidade cientifica € o modelo do centro germinativo.

Diversos artigos de revisdo descrevem a forma como o EBV utiliza a fisiologia
das células B normais, valendo-se de diferentes combinacdes de expressdo dos genes de
laténcia para conseguir persistir a longo termo dentro do reservatdrio de células B de
memdaria no hospedeiro imunocompetente.

O EBV dissemina-se através da saliva de um individuo infetado, entrando no
novo alvo pelo epitélio do anel de Waldeyer da amigdala, localizada na orofaringe.
Ap0s entrada no epitélio, provavelmente, o virus inicia uma infecdo litica que leva a sua
amplificagdo, replicagdo viral e lise celular, associada com a libertagdo do virus e
infecdo de tecidos contiguos como as glandulas salivares e o tecido linfoide da
orofaringe. Este ciclo litico leva ao estabelecimento de virémia, o que permite ao EBV
infetar o sistema linforeticular incluindo o figado, baco e linfécitos B do sangue
periférico.
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e Fase de laténcia

O virus infeta as células B naive que se encontram imediatamente por baixo do
epitélio. Utilizando o programa transcricional de crescimento (laténcia Ill), o virus
estimula as células a tornarem-se linfoblastos ativados. As proteinas participantes no
programa de crescimento regulam negativamente o programa de crescimento da célula.
Isto permite que a célula infetada migre para o foliculo e inicie uma reagdo de centro
germinativo, estabelecendo o programa de transcricdo padrdo (laténcia I1). Este
programa padrdo fornece sinais de resgate e sobrevivéncia que permitem que a célula
saia do centro germinativo como célula B de memoria. °

Como dito anteriormente, o EBV utiliza os mecanismos da célula B normal
modulando-os a seu favor. Sendo assim € importante conhecer 0 mecanismo normal de
ativacdo das células B.

A ativagdo das células B normais ocorre nos foliculos linfaticos de o6rgdos
linfoides secundéarios, onde os linfocitos B contactam com antigénios expostos na
membrana das células dendriticas foliculares. O reconhecimento desses antigénios pelo
recetor da célula B (BCL) resulta na endocitose do complexo antigénio-recetor, seguida
de processamento e apresentacdo pelas moléculas do HLA classe Il. Em seguida a
célula migra para a periferia do foliculo onde contacta com células T CD4+ efetoras que
fornecem sinais de ativacéo. A célula B ativada migra de volta para o centro do foliculo
e prolifera. Ai as células T CD4+ auxiliadoras promovem a sua maturacdo e
transformagao.™!

O EBV utiliza este processo de forma a criar células B de memdria onde possa
estabelecer infecdo prolongada. Apo6s a entrada do virus na célula ele comeca a
expressar um conjunto de genes que codificam as proteinas de laténcia. Duas delas,
LMP1 e LMP2A, tém um papel fulcral em todo o processo de modelacdo da célula B.
LMP1 é um homologo de CD40 que permite ativacdo das células B sem ser necessario
interacdo com os linfocitos T CD4+. LMP2A mimetiza a sinalizacdo do BCL e, em
conjunto com LMP1, induz maturacgdo, transformacdo e diferenciacdo em células B de
memoéria.'!

Em seguida inicia-se o programa de laténcia (laténcia 0) em que toda a expressao
de proteinas virais € inibida. Estas células sdo mantidas pela homeostasia normal das
celulas B de memoria. Quando, ocasionalmente, se dividem expressam 0 programa
EBNA-1-apenas (laténcia 1). Eventualmente as células B de memoria infetadas
retornam a amigdala, onde se podem diferenciar em plasmdcitos, o que desencadeia a
replicacgéo viral.

e Ciclo Litico

O ciclo litico, presente durante a primoinfecdo e na reativacéo, caracteriza-se pela
expressdo de todos os quadros de leitura aberta do genoma viral. Durante esta fase o
material genético viral € transportado para o nucleo da célula e inicia replicacdo gracas a
DNA polimerase viral.
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A reativacdo do virus no ciclo litico divide-se em trés fases: a fase precoce
imediata em que sdo expressos os fatores de transcri¢cdo que iniciam a replicagéo viral; a
fase precoce em que as proteinas implicadas na replicagdo do DNA sdo produzidas; e a
fase tardia em que o DNA e as proteinas estruturais sao montadas para formar novos
virus. Este processo resulta na libertacdo de virus com poder infecioso que podem ser
excretados para a saliva para infetar um novo individuo ou infetar mais células B do
proprio individuo que os produziu.*®

Os genes imediatos BZLF1 e BRLF2 sao os responsaveis pela mudanca da fase de
laténcia para o ciclo litico. Além disso eles também tém funcéo transactivadora dos
genes precoces e tardios.

BZLF1 codifica a proteina ZEBRA que, em conjunto com a proteina Rta
(codificada por BRLF1) promove a transcricdo a partir de BRLF1. Zebra também é
capaz de se unir a moléculas sinalizadores localizadas na origem da transcricao litica
(OriLyt).%?

Por outro lado, ZEBRA possui um dominio com capacidade para modular a
sinalizacdo de NF-kB inibindo as vias da apoptose. Rta suprime a ativacdo de IFN-f ao
inibir os seus fatores reguladores.*

Em conjunto BZLF1 e BRLF1 conseguem alterar morfologica e funcionalmente
as mitocondrias da célula, de forma a obterem a energia necesséaria para 0 processo
litico.

Na fase precoce, uma proteina, codificada por BHRF1, ¢ um homologo do
oncogene humano bcl-2. Esta proteina atua como sinal de sobrevivéncia prolongando o
tempo disponivel para a producdo dos novos virus. Uma outra proteina importante é
codificada por BCRF1, que é um homologo da IL-10 e que tem capacidade de inibir a
resposta imunitaria celular.™®

Os genes tardios, na sua maioria, codificam proteinas estruturais da capside, do
tegumento e do involucro.
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Figura 6 Esquema exemplificativo do ciclo de replicacéo viral ®

e. Programas de Transcricao

A expressao dos genes virais difere entre as células, dependendo do seu tipo,
diferenciacédo e estado de ativacdo. A tabela 2 resume os programas de transcricdo que
podem ser apresentados, bem como as proteinas expressas, as células em que se
encontram e a funcédo das proteinas produzidas.

O programa de crescimento baseia-se na expresséo de seis proteinas nucleares e
trés proteinas de membrana, que sdo essenciais no efeito ativador e estimulador da
proliferacdo que o virus apresenta. EBNA-1 é essencial para a manutengdo dos
epissomas.

Em todas as formas de laténcia sdo expressos pequenos RNAs ndo codificantes
(EBERSs). Nas laténcias I1 e 111 sd0 expressos 0s micro-RNAs.***°
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Tabela 16 Programas de laténcia, produtos de genes expressos, células infetadas e suas funcdes. °

Programa Produtos de genes Células B Funcéo
expressos infetadas
Crescimento EBNA-1, -2 -3A, - Naive Ativar as células B
(laténcia I11) 3B, -3C, -LP, LMP-1,
LMP-2A e LMP-2B,
EBERs, miRNA
Padréo (laténcia Il) EBNA-1, LMP-1, Centro germinativo  Diferenciar células B
LMP-2A e LMP-2B, ativadas em células B de
EBERs, miRNA memoria
Laténcia (laténcia 0) EBERs Células B de Permitir infecdo
memoria periféricas  persistente
EBNA-1 apenas EBNA-1, EBERs Células periféricas  Permite a divisdo de virus
(laténcia I) de memaria em em células fase de
diviséo laténcia
Litico Todos 0s genes Plasmdcitos Replicacdo do virus em
liticos plasmacitos

f. Expressdo do EBV em Laténcia

eProteinas EBNA

A proteina EBNAL ¢é essencial para a manutencdo e replicacdo do epissoma viral
pela polimerase de DNA da célula hospedeira durante a fase de laténcia. Tem também a
fungéo de se ligar aos cromossomas celulares e mediar a divisdo equitativa do genoma
viral para as células filhas. Esta proteina é expressa por todas as células infetadas que se
encontrem em divisdo, no entanto ndo é alvo para os linfdcitos T citotoxicos, ou seja,
permite que as células infetadas sobrevivam na presenca de um sistema imunitario
competente. Isto acontece porque EBNAL possui uma cadeia repetitiva de glicina e
alanina, que lhe permite escapar da degradacdo por proteossomas e da consequente
apresentacéo por parte das moléculas do MHC.*®

A proteina EBNA2 é também essencial na transformagdo dos linfdcitos,
adicionando a isso a funcdo de transativacdo da transcri¢do. Regula a transcricdo das
sequéncias codificantes das proteinas de membrana PML1 e PML2, do marcador de
ativacdo das células B, CD23 e do recetor CD21. Existem dois tipos de EBNA2 (A e B)
que sdo codificados por sequéncias diferentes. O tipo de EBNA2 presente faz a
distingdo entre os dois tipos de EBV.*

Proteinas EBNA3 sdo também codificadas por sequéncias que diferem entre os
dois tipos de EBV, podendo concluir-se que as sequéncias para EBNA2 e EBNA3
definem o tipo de EBV.

As proteinas EBNA2 e 3 sdo os principais alvos para a resposta imunitaria.
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eProteina membranar de laténcia 1 (LMP1)

A proteina LMP1 é considerada uma oncoproteina do EBV por ser fulcral para a
transformacéo das células B. Esta proteina tem fungdes importantes na modificacdo da
expressdo genética da célula, podendo induzir a expressdo de multiplas moléculas de
adesdo, funcdo anti apoptose, fatores de crescimento e recetores de fatores de
crescimento. A capacidade de ativar fatores de transcrigdo de NF-kB e interagir com
moléculas mediadoras do TNF (fator de necrose tumoral) sdo as caracteristicas
bioquimicas que lhe permite modular a expressdo celular. Estas moléculas mediadoras
sdo designadas TRAFs (fatores associados ao recetor de TNF)Y, que estimulam NF-kB
que, por sua vez, induz a proliferagdo celular e inibe a apoptose.®

A sua constituicdo inclui uma porcdo curta amino terminal, seis dominios
transmembranares e uma porc¢do terminal carboxilo com fungdes de sinalizacdo. Esta
porcdo terminal carboxilo tem 2 regides de ativacdo, a regido C-terminal 1 (CTAR1) e a
regido C-terminal 2 (CTAR2). A primeira liga-se aos TRAFs 1,2,3,4 e 5, enquanto que
a segunda interage com o dominio indutor de morte celular do recetor do TNF. Todos
esses sinais estimulam NF-kB que permite a modulacdo do crescimento e morte
celular.'®

eProteinas membranares de laténcia2 A e B (LMP2 A e B)

As proteinas LMP2 A e B sdo proteinas constituidas por 12 dominios
transmembranares e uma cauda carboxilo terminal, LMP2A tem uma sequéncia amino
terminal citosélica adicional.™

LMP2A ¢é um homologo funcional do recetor BCR. A cauda terminal
citoplasmatica tem locais de ligagdo compativeis com as moléculas adaptadores (Lyn e
Syc) do recetor BCR. A ativacdo dessas moléculas por LMP2A tem o mesmo efeito que
a estimulagdo do recetor por antigénios.*®

A sinalizagdo combinada de LMP1 e LMP2A contorna a necessidade de contacto
com as células T CD4+ para ativacao das células B.

LMP2A tem também a funcdo de bloquear a sinalizacdo do estimulo do recetor
BCR por antigénios, uma vez que isto pode induzir a célula a entrar num ciclo litico
ficando assim exposta ao sistema imunitario. **

Finalmente, LMP2B potencia a acdo de PMP2A.

*RNAs codificados por EBV (EBERS)

EBER 1 e 2 sdo pequenas moléculas de RNA ndo codificante com 167 e 172
nucleétidos de comprimento respetivamente®®, sdo transcritos a partir da polimerase 11
do hospedeiro e sdo altamente expressos nas células de laténcia. Tém uma estrutura
secundaria muito bem definida que implica a formacéao de ligagdes intermoleculares de
bases e a formacdo de arcos. Os EBERs tém capacidade de interagir com muitas
moléculas do hospedeiro que Ihe conferem capacidade de modular o crescimento e
proliferacdo celular. Ha relatos de que estes RNAs conferem resisténcia a apoptose,
inducéo de citocinas e modulacao do sistema imunitério inato.™
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g. Transmissdo do Virus

O modelo atual de transmissdo do virus propde que as células B infetadas se
diferenciam em plasmacitos, que entram em ciclo litico libertando novos virus. Estes
virus, com tropismo para células epiteliais, infetam células epiteliais da cavidade oral,
induzindo, dentro destas, um ciclo litico que leva a formagdo de novos virus e a sua
posterior libertagdo para a saliva do individuo infetado. Estes novos virus, com origem
em células epiteliais tém, por isso, tropismo para células B.

Analisando a saliva de individuos infetados é possivel verificar que os virus ai
presentes sdo oriundos de células HLA classe Il negativas. Ou seja, em teoria, estes
virus tém uma maior afinidade para células B, o que implica que, para que ocorra
infecdo de um individuo saudavel, os virus tenham acesso direto a células B deste.

Mesmo sendo os virus produzidos por células B mais infeciosos para células
epiteliais, evidéncias retiradas de estudos in vitro indicam que estas células sao muito
dificeis de infetar. Para conseguir infetar com eficiéncia células epiteliais o virus teve de
evoluir criando mecanismos para ultrapassar esta dificuldade. Em primeiro lugar, a
eficacia da infecdo aumenta exponencialmente quando hé contacto direto entre a célula
B a sofrer ciclo litico e a célula epitelial. Por outro lado, a ligacdo do virus ao CD21 na
superficie da célula B induz a concentracdo das moléculas de adesdo do virus e da
célula num polo da mesma, estabelecendo-se uma forte ligacdo entre as células e uma
consequente transferéncia do virus. E possivel que a interacdo entre a gp350 e DC21
seja 0 acontecimento que recruta as glicoproteinas necessarias a interacdo com as
células epiteliais.

Supondo que os virus secretados para a saliva de um individuo infetado tém
origem em células epiteliais, pode-se inferir, a partir do exposto acima, que a
transmissdo para um novo hospedeiro envolve a infecdo direta das células B sem
necessitar de infecdo prévia de células epiteliais. Isto € possivel porque o epitélio das
criptas da amigdala é, muitas vezes, descontinuo e estd sujeito a lesdo por parte do
ambiente externo que pode despoletar uma reacdo inflamatéria, permitindo o acesso
direto ao tecido linfoide subjacente.

Por fim, estudos de microscopia eletronica permitiram considerar a possibilidade
de o virus apenas passar pelas células epiteliais (num processo denomindado de
transcitose) para infetar as celulas B. Sendo que no sentido apical-basolateral ele é
transportado por macropinocitose e no sentido contrario € transportado via
endossomas.*?
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Capitulo I11: Resposta imunitaria a infecdo por EBV

A resposta imunitaria do hospedeiro contra o virus tem, claramente, uma elevada
importancia no controlo do EBV, sendo esta importancia evidenciada quando se
comprara a infe¢do num individuo imunocompetente com casos de imunodeficiéncia
primaria afetando as células “Natural Killer” NK ou os linfocitos T, ou a individuos sob
terapia de imunossupressao.

O estudo e compreensdo dos acontecimentos imunoldgicos no inicio da infecéo
por EBV sdo, em grande parte, limitados pela sua natureza assintomatica. Além disso, a
grande maioria dos estudos existentes sobre esta tematica sdo realizados na imunidade
da circulacdo periférica, descartando outros tecidos relevantes, que podem apresentar
realidades contrastantes.

O modelo animal do rato humanizado tem vindo a permitir alguns avangos na
descoberta da funcéo de diversos agentes imunitérios na reacéo a infecdo pelo EBV.

a. Imunidade inata

Umas das primeiras células do sistema imunitario a interagir com as células
infetadas pelo virus sdo, possivelmente, as células NK. Esta populacdo de células
caracteriza-se pela presenca de recetores ativadores ou inibidores na sua membrana, que
utilizam para inspecionar os ligandos na superficie das celulas, o equilibrio entre estes
sinais pode desencadear uma resposta imunitaria.

Ao analisar sangue periférico de individuos em fase inicial ndo sintomatica da
infecdo, verifica-se que ndo hd uma elevacdo da quantidade de células NK, o que sé
acontece aquando do estabelecimento de infecdo sintomatica. No entanto, o facto de a
concentracdo destas células no sangue periférico ndo estar aumentada ndo exclui a
possibilidade de elas participarem no controlo da infecdo na fase inicial. Em estudos in
vitro verificou-se que as células NK CD56™" NKG2A+, presentes na amigdala,
parecem ter um efeito de controlo da expansdo de células B infetadas pelo virus. Mais
evidéncias desta possibilidade derivam do estudo com ratos humanizados que, ap6s
deplecéo das células NK e exposicdo ao EBV, desenvolvem sintomatologia semelhante
a mononucleose infeciosa em humanos. Devido a perda da funcdo de controlo das
células B em fase litica e da ativacdo de células T mediada por NK, estes ratos
desenvolvem sintomatologia caracterizada por um grande aumento das células T CD8+,
virémias muito elevadas e concentracdes exacerbadas de citocinas inflamatorias. Em
individuos com mononucleose infeciosa verificou-se 0 aumento de células NK com
fendtipo semelhante ao das células mencionadas acima, verificando-se ainda que a
quantidade destas células tende a diminuir com a idade, permitindo inferir que, quando
jovem, o individuo é capaz de combater a infegdo, no entanto, com o avancar da idade,
vai perdendo essa capacidade e desenvolve sintomas.
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Outro subgrupo de células NK que vale a pena mencionar sdo as T NK invariantes
(iINK T), que ttm a funcdo de reconhecer antigénios lipidicos quando estes sdo
apresentados pela molécula apresentadora de antigénios CD1d. Verificou-se que
individuos com deficiéncia nestas células sdo extremamente vulnerdveis ao EBV.
Embora seja um forte indicador da importancia destas células, isto ndo constitui prova
SO por si uma vez que, individuos nesta condi¢do, usualmente apresentam problemas em
outras linhagens de células imunitarias. Posto isto, o papel das células INK T ainda nédo
estd completamente esclarecido, embora exista evidencia in vitro de que elas tém a
capacidade de limitar a transformacao das células B infetadas.™

Durante a infegdo aguda, expressao de genes virais latentes e liticos induz uma
vigorosa resposta da imunidade mediada por células, que leva a producdo de grandes
quantidades de citocinas pro-inflamatérias. Niveis elevados de INFy e TNFa podem
induzir ativacdo excessiva de mondcitos e macr6fagos. Em individuos predispostos
geneticamente, esta ativacdo dos macrofagos pode levar a destruicdo de células
hematopoiéticas e consequente citopénia. A ativacdo dos macréfagos também induz a
producdo de citocinas pro-inflamatérias como as interleucinas 1 ¢ 6 ¢ o TNFa, que
causam febre, erupcOes cutaneas e infiltragdo de varios o6rgdos pelas células
imunitarias.™* %

b. Imunidade adquirida

A producdo de anticorpos contra 0 EBV inicia-se aproximadamente 8 dias antes
do desenvolvimento de sintomas, com o aparecimento de imunoglobulinas M contra o
antigénio viral da capside (VCA). IgG contra este mesmo antigénio apenas aparece na
fase aguda (segunda ou terceira semana), na fase de convalescenca o titulo destes
anticorpos desce, mas mantém-se presentes pelo resto da vida do individuo.

IgG contra antigénios precoces estdo presentes durante a fase aguda da doenca
devendo virtualmente desaparecer até apos 2 anos da fase aguda.

Anticorpos contra EBNA-1 ndo estdo presentes no inicio na infecdo, demorando
alguns meses até aparecerem em circulacdo. Embora anticorpos contra EBNA-2 possam
ser detetados precocemente. Isto pode dever-se ao menor acesso ao MHC de classe |
que EBNA-1 apresenta.?

A resposta imunitaria durante a fase sintomatica da mononucleose infeciosa
caracteriza-se pela elevada expansao de células T CD8+ que é extensamente ineficaz na
eliminacdo da infecdo. Com a resolugcdo da mononucleose infeciosa estabelece-se a
resposta de células T CD4+ e CD8+ que regula a homeostase entre o0 virus e o
hospedeiro. %

A importdncia da vigilancia das células T para prevenir patologias
linfoproliferativas no hospedeiro é evidenciada quando se compara a infe¢cdo num
individuo imunocompetente com um doente a fazer imunossupressdo, sendo que o
problema pode ser revertido com infusdo de células T especificas contra o EBV.
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Esta vigilancia das células T acaba por ser uma vantagem para 0 virus porque,
embora ndo seja capaz de o eliminar totalmente, mantém a infecdo controlada e
silenciosa permitindo ao virus perdurar por toda a vida do hospedeiro sem provocar
infecdo exacerbada que leve a morte deste.

c. Evasdo ao sistema imunitario

A maioria dos virus evoluiu de forma a ter estratégias de evasdo ao sistema
imunitario do hospedeiro, de forma a estabelecer com sucesso replicagdo dentro das
células deste. O facto de que o EBV estabelece infe¢do prolongada por toda a vida do
hospedeiro em mais de 95% da populacdo adulta indica que este virus desenvolveu
técnicas muito eficientes para eludir o sistema imunitario do hospedeiro.

Embora seja de elevada importancia que se entenda como o virus € capaz de
escapar as vias do sistema imunitério, ainda muito pouco é sabido sobre este tema. A
luz de avancos recentes as estratégias que o virus aplica para este proposito parecem
assentar nestes 3 principios: manipulagdo de interferdo do tipo I e Il que ativa a via de
sinalizacdo JaK — STAT (Janus Kinase- signal transducer and activator of transcription
programs, cascata de sinalizacdo com influéncia na imunidade, divisdo celular, morte
celular e formagdo de tumores); modulacdo de fatores reguladores de interferdo; e
repressdo das vias sinalizadores da apoptose.”®

O EBV codifica citocinas e recetores de citocinas (denominados virocinas e
viroreceptores, respetivamente) que podem ser importantes no mecanismo de
modulacdo da resposta imunoldgica. A proteina codificada por BCRF1 partilha 70% da
sua sequéncia de aminoacidos com a IL-10, mimetizando a sua funcdo esta proteina
consegue inibir a sintese de IFNy pelas células mononucleares da circulacdo
periférica.”*

A proteina BARF1 funciona como recetor do colony stimulating factor 1. Este
fator, normalmente, atua aumentando a expresséo de IFNa pelos monocitos. A proteina
BARF1 pode funcionar como recetor falso deste fator impedindo a estimulacdo das
células imunitérias.

Além disso, 0 EBV produz pelo menos duas proteinas capazes de inibir a
apoptose: BHRF1 que funciona como homologa de bcl-2 e LMP1.%

Durante a fase de laténcia acontece uma limitagcdo no nimero de proteinas virais
expressas e uma reducdo da quantidade de cada uma delas, que, provavelmente,
constituem duas estratégias principais de fuga ao sistema imunitario. Sendo que, no
programa de laténcia 11l apenas sdo expressas 9 proteinas e nos restantes programas de
laténcia a expressao proteica é ainda mais limitada. Estd demonstrado que EBNA-1 e
EBNA-3c sdo capazes de limitar a sua prépria expressdo. De forma a conseguir executar
fungdes normais na fase de laténcia com um ndmero limitado de proteinas o virus
possui pequenas por¢des de RNAs néo traduzidos que ndo sao detetados pelas células T.
22Al1ém disso, o local mais provéavel de estabelecimento de infecdo prolongada séo as
células B de memoria, onde o virus estd resguardado do sistema imunitario.
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Capitulo 1V: Mononucleose infeciosa

O sindroma de Mononucleose Infeciosa (MI) foi descrito pela primeira vez no
século IX como febre glandular aguda em adolescentes e adultos jovens, cujos sintomas
eram linfadenopatia, febre, hepatoesplenomegalia, mal-estar generalizado, e desconforto
abdominal. O nome Mononucleose Infeciosa foi utilizado em 1920 por Sprunt e
associados para descrever casos de leucemias autolimitadas associadas a células
semelhantes a blastos. A morfologia destas células atipicas foi descrita em 1923 por
Downey. E em 1932, Paul e Bunnel, descobriram que soro de paciente com MI provoca
aglutinacdo de eritrocitos de diferentes espécies animais pois possui anticorpos
heterofilos, permitindo maior precisdo no diagnéstico de M1.%

a. Epidemiologia

A infecdo por EBV néo é de declaracdo obrigatorio, sendo assim, o nimero de
infecbes primarias sintométicas ndo € conhecido. Estima-se que nos paises
desenvolvidos 90% da populacdo seja infetada até aos 25 anos, sendo que 50% das
criancas até aos 5 anos apresentam a infecdo. A facha etaria de maior incidéncia da
infecdo é a dos 15-24 anos.

Nos paises em desenvolvimento e em popula¢fes com estatuto socioecondémico
mais baixo a infecdo é transmitida durante a infancia, o que se deve, provavelmente, a
falta de condicGes de higiene e a pratica de pré-mastigar a comida das criangas que é
vulgar em alguns paises. Como a infecdo é adquirida precocemente o sindroma de
mononucleose infeciosa € invulgar nestas zonas.

Em Africa o virus associa-se com ao linfoma de Burkitt em coinfec¢des por
Plasmodium falciparum.

O virus ndo parece ter predilecdo por nenhuma etnia, embora, o haplotipo HLA-
A2 muito comum na populagdo chinesa parega conferir maior risco de desenvolvimento
de carcinoma nasofaringeo.

Quanto ao género, o virus afeta de igual forma tanto o sexo feminino como o
masculino.”®

b. Sinais e sintomas

A MI apresenta-se, usualmente, com um histérico de 1 a 2 semanas de fadiga e
mal-estar generalizado, no entanto o inicio de sintomatologia pode ser abrupto.

O periodo de incubacdo do virus em adolescentes localiza-se entre 30 a 50 dias,
sendo mais curto em criancas.”®
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Os sinais e sintomas incluem:
eGarganta dorida e inflamada: ¢ o sintoma mais frequente, inicia-se na
primeira semana e vai-se agravando durante a mesma;
e Febre de 38-40°C;
eDores musculares;
e Cefaleias: usualmente retro orbitais, ocorrendo na primeira semana;

eDor no quadrante superior esquerdo: pode ser devido a esplenomegalia,
pode ser sugestiva de rutura do baco;

eErupcao cutanea maculopapular;

¢ Os sintomas persistem por 2 a 3 semanas, mas a fadiga pode permanecer
por mais tempo;

eBebés e criancas pequenas com infecdo primaria sdo, em geral,
assintomaticos.

Main symptoms of
Infectious Mononucleosis

Central
» Fatigue
» Loss of appetite

» Malaise
adache
Throat : » Headache
» Soreness = i
» Reddening /F: o ngds(;!;mg
N »Swelling

=7  » White patch
Lymph nodes White patches
Swelling
- Ch Spleen
e » Enlargement

» High fever
» Chills

» Aches Stomach
— » Nausea
» Vomiting

Figura 7 Resumo esquemético dos sintomas de M1.%’

c. Exame fisico

A Ml ¢é caracterizada por faringite, linfadenopatias generalizadas e
hepatoesplenomegélia. A maioria dos sintomas é provocada por uma proliferagdo
exagerada de células T que infiltram os 6rgios.”®

eFaringite: é o achado mais comum na MI, é exsudativa e pode provocar
petequias na juncdo entre o palato mole e o palato duro. O aumento das
amigdalas pode ser tdo exacerbado que leve ao bloqueio das vias respiratorias.
Normalmente esté associado a desidratacao pela dificuldade na degluticao.
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Figura 8 Exemplo de faringite e amigdalite com presenca de petéquias.?®

eLinfadenopatias: afeta principalmente os ganglios linfaticos cervicais
posteriores, podendo também envolver os cervicais anteriores e submadibulares.
Em certos casos ha envolvimento dos ganglios axilares e inguinais. O aumento é
simétrico e os nddulos apresentam-se macios e madveis a palpacéo.

Figura 9 Exemplo de linfadenopatia cervical. %

eHepatomegalia: embora seja um sinal comum é raro o desenvolvimento
de ictericia.

eEsplenomegalia: € um sinal muito comum na MI, o bago aumenta de
volume durante a primeira semana e decresce de volume gradualmente durante
0s 7 a 10 dias seguintes. Pode haver rompimento do bago por trauma ligeiro ou
mesmo rutura espontanea.

eFebre: a maioria dos doentes apresenta febre com picos entre 38-39°C
podendo chegar aos 40°C, mais severa durante o periodo da tarde.

eErupcdo cutdnea maculopapular: caracterizada por pequenas manchas
avermelhadas ou arroxeadas lisas espalhadas por todo o corpo™®, ocorre em cerca
de 3-15% dos pacientes e € mais comum em criangas. Associada a tratamento
com amoxicilina ou ampicilina quando os sintomas iniciais de MI séo
confundidos com infeg&o estreptocdcica.
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Figura 10 Exemplo de erupgéo cutanea caracteristica de M1.%

eEdema das palpebras: pode estar presente durante a primeira semana.

d. Diagnéstico diferencial

A etiologia da MI €, em 90% dos casos, 0 virus de Epstein-Barr, no entanto
existem outras causas que podem estar na origem deste sindroma. O Citomegalovirus
(CMV) é a principal causa de M1l EBV negativa. Outros virus podem causar doenca
aguda semelhante a MI, como é o caso dos adenovirus, hepatite A, B ou C, herpes
simplex 1 ou 2, herpesvirus humano 6, rubéola e infecdo primaria de HIV em
adolescentes e adultos jovens.?

Durante o diagnostico diferencial é importante ter em conta causas nao virais que
podem provocar sintomatologia semelhante como: reacdo adversa a medicamentos,
linfoma, leucemia mielomonocitica aguda e leucemia linfoblastica. %

e. Diagnoéstico laboratorial

Os trés critérios classicos para o diagndéstico laboratorial de Ml incluem:
ePresenca de linfocitose;
ePresenca de pelo menos 10% de linfocitos atipicos no esfregaco de
sangue periférico;
eSerologia positiva para EBV.

e Contagem diferencial
- Leucocitose com contagem de leucécitos de 10-20 x10%L é encontrada em cerca
de 40-70% dos doentes podendo, em alguns casos, chegar a 25x10%L na segunda
semana;
- Aproximadamente 80-90% dos pacientes apresentam linfocitose de 50% sendo
mais severa durante a terceira semana e que perdura por 2-6 semanas;
- A maioria dos individuos apresenta 20-40% de linfécitos atipicos;
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- Os linfocitos atipicos caracterizam-se por terem um volume aumentado, razéao
nacleo/citoplasma baixa e nucleo menos denso que os linfocitos normais. A maioria sdo
células T CD8+ citotdxicas embora possam aparecer também células NK;

- Pode estar presente uma trombocitopenia ligeira.

e Funcéo hepética

- A maioria dos pacientes apresenta resultados de funcdo hepética alterados;

- Fosfatase alcalina, Aspartato aminotransferase (AST) e bilirrubinas tém os seus
picos entre 0s 4 e os 15 dias apos inicio dos sintomas; gamma-glutamiltransferase
(GGT) entre a 12 e 32 semanas.

- E comum verificar-se aumento da desidrogenase lactica (LDH);

- A maioria dos testes da funcdo hepatica normalizam ap0s 3 meses, no entanto a
GGT pode permanecer ligeiramente aumentada até 12 meses ap6s a resolucéo da MI.%°

e Anticorpos heterofilos

O virus de Epstein-Barr estimula as células B infetadas a produzirem anticorpos
heterofilos. Estes anticorpos tém a capacidade de aglutinar células provenientes de seres
de outras espécies e ndo sdo dirigidos contra o virus. Existem dois testes diferentes para
a pesquisa de anticorpos heterofilos no soro: o teste de Paul-Bunnell e 0 Monospot.

O teste de Paul-Bunnel baseia-se no facto de que soro obtido de um individuo
infetado por EBV ter anticorpos capazes de produzir aglutinacdo dos eritrdcitos de
ovelha, enquanto o soro de um individuo saudavel tem pouca ou nenhuma capacidade
de aglutinacdo nas mesmas circunstancias. No entanto, é necessario ter em conta que
anticorpos produzidos durante outras patologias podem produzir o mesmo efeito. Como
é 0 caso dos anticorpos produzidos na doenca do soro, reagdes medicamentosas ou 0s
anticorpos contra o antigénio de Forssman. Sendo assim €é necessario realizar o processo
de absorcao diferencial. Este processo baseia-se no facto de eritrocitos de bovinos terem
a capacidade de absorver anticorpos heterofilos de EBV, e células renais de porquinhos-
da-india absorvem anticorpos de Forssman, ambos conseguem absorver anticorpos
produzidos na doenca do soro. Sendo assim, o soro de um individuo infetado deve
aglutinar eritrocitos de ovelha ap6s absor¢do com células de porgquinho-da-india e nédo
aglutinar ap6s absorcdo com eritrécitos bovinos.®*

O teste Monospot utiliza eritrdcitos de cavalo ou de vaca. Os eritrocitos de cavalo
sdo mais sensiveis do que os de ovelha ou vaca, no entanto os de vaca sdo especificos
para anticorpos de MI e ndo requerem absorcao diferencial prévia.*

142
Diana Rita Rodrigues MAC 2020



Patogénese e Diagnostico do Virus de Epstein-Barr Capitulo IV

Figura 11 Exemplo de Kit do teste Monospot da ThermoFisher.*?

eSerologia
A resposta imunitaria humoral inclui anticorpos contra o ciclo litico e a fase de

laténcia, no entanto apenas alguns estdo amplamente estudados e sdo utilizados para
diagnostico.

Os anticorpos IgG anti-EA refletem dois padrbes diferentes, o difuso (D) e o
restrito (R), estes foram observados pela primeira vez por imunofluorescéncia e
distinguidos segundo a sua distribuicdo dentro da célula e diferente padrdo de
desnaturagdo por enzimas proteoliticas. Embora nem sempre estejam presentes, em
geral as IgG EA (D) tendem a aumentar durantes as primeiras 3 a 4 semanas e deixam
de ser detetadas ap0s 3 a 4 meses, sendo que em certos casos é possivel que sejam
detetadas anos apds o periodo sintomatico. Individuos que desenvolveram carcinoma
nasofaringeo geralmente apresentam um titulo elevado destes anticorpos, 0 mesmo
acontece em caso de reativacdo do virus. No caso da 1gG EA (R), pode ser detetado até
2 anos apos o desaparecimento de IgG EA (D). Titulos baixos deste anticorpo sao
encontrados em criangas com idade inferior a 2 anos com infegdo silenciosa, em
individuos com linfoma de Burkitt e em infecBes passadas. Niveis elevados estdo
presentes durante a reativacéo do virus e em individuos imunocomprometidos.®

Anticorpos contra os antigénios de membrana (anti-MA) geralmente ndo sao
utilizados para diagndstico. Tém particular importancia em limitar a disseminacdo da
infecdo e prevenir reinfecdes.

Os anticorpos IgG contra a capside viral (IgG VCA) aparecem aquando do inicio
dos sintomas e permanecem positivos durante toda a vida do individuo. Por outro lado,
os anticorpos IgM VCA aparecem ao mesmo tempo que os 1gG, no entanto deixam de
ser detetados dentro de poucas semanas. Criancas e adultos com infecdo primaria séo
positivos para IgM VCA.*

Anticorpos contra EBNA-1 geralmente ndo estdo presentes durante as primeiras 3
a 4 semanas apds o aparecimento dos sintomas e, por isso, sdo um indicador de infecéo
passada.
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E possivel distinguir casos de infe¢do aguda e infecdo passada usando apenas 3
parametros (IgG VCA, IgM VCA e IgG EBNA-1). A presenga de 1gG VCA e IgM
VCA com auséncia de 1gG EBNA-1 indica infe¢cdo aguda; a presenca de IgG VCA e
IgG EBNA-1 com auséncia de IgM VCA indica infecéo passada.

Podem existir casos com perfis serologicos diferentes dos acima mencionados que
suscitem davidas quanto ao seu significado, como é o caso de presenca de 1IgG VCA
com auséncia de IgM VCA e IgG EBNA-1; presenca simultanea dos trés parametros; ou
presenca de 1IgG EBNA-1 com auséncia dos outros dois parametros. Nestes casos €
necessario manter o individuo sob observacéo e realizar outros testes laboratoriais.**

Os padrdes dos parametros de diagndstico e sua interpretagdo estdo resumidos na
tabela apresentada na figura 12.

A determinacdo dos anticorpos tem uma utilidade reduzida no diagnéstico de
individuos imunocomprometidos uma vez que o tipo e manutencdo dos anticorpos
dependem da dinamica da doenca em causa.

A 3
VCA IgG
o £ EBNA IgG
| =
= £|E
gl 28
IM Weeks Months Years
Non-specific tests Antibodies against g
Clinical entity Heterophylic Atypical VCA EA EBNA1
antibodies | lymphocytes |\ | 196 | 1ga |EAD)[EAR)| 196
No infection = - - - - - - -
Infectious mononucleosis -+ t+ t+ | t t (%) -
Past infection = = = ++ = - () +
Reactivation - - (+) | 4+ | 4+ + (+)
Burkitt lymphoma - - - | ++] - ) | + -
Nasopharyngeal Ca - - - et | A } () 4

Figura 12 Perfil de diagnéstico da infecdo por EBV®

Os testes especificos para a determinacdo da presenca de anticorpos anti-EBV
utilizam diferentes substratos e tecnologias variadas. Os métodos laboratoriais mais
rotineiramente utilizados sdo: ensaios de imunofluorescéncia (IFAS); ensaios de
imunoabsorcdo enzimatica (ELISAS); ensios de quimioluminescéncia (CLIAS); e uma
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versdo mais moderna de imunoensaios fluorimétricos multiplex (MFI), que utilizam
microsferas magnéticas para determinar simultaneamente varios analitos.

Pode ser util a determinacdo da avidez dos anticorpos IgG para a diferenciacdo
entre os estadios da infecdo. Os testes de avidez avaliam a maturagdo dos anticorpos
IgG. No inicio da infecdo a avidez é reduzida, aumentando durante o tempo com a
maturacdo da resposta imunitaria. Pode ser medida através de EIA, IFA ou
imunobloting. O procedimento implica a avaliacdo paralela de 2 aliquotas da mesma
amostra, sendo que a uma delas sdo adicionadas substancias dissociadoras do complexo
anticorpo-antigénio (usualmente ureia). A razdo entre o resultado obtido nas 2 aliquotas
reflete o grau de avidez do anticorpo.

A avidez depende da cinética especifica de cada anticorpo e varia entre eles. Por
exemplo, durante as primeiras 12 semanas de infe¢do a avidez de IgG VCA ¢ baixa,
comecando depois a aumentar, no entanto a IgG EA mantém-se baixa além dessas 12
semanas.

Os testes de avidez ndo podem ser realizados em recém-nascidos devido a
interferéncia dos anticorpos maternos.

eBiologia Molecular

Podem ser aplicados muitos métodos, técnicas e protocolos na pesquisa de DNA
viral, tais como: Dot blotting, Southern Blotting, PCR e hibridizacdo in situ. Podendo
estas ser aplicadas em diferentes tipos de amostras como sangue total, plasmas, soro ou
células monucleares periféricas. Estas variantes levam a que os resultados destes testes
tenham de ser analisados e comparados cuidadosamente, uma vez que variam entre
laboratérios. %

A pesquisa de DNA viral por PCR é mais sensivel do que a serologia nos estadios
iniciais da infecdo, havendo evidéncias de que se correlaciona melhor com a infecdo
aguda do que a avidez das IgG. No entanto, em individuos imunocompetentes, a
serologia é, em geral, suficiente para o diagndstico, excepto nos casos dubios citados
anteriormente.

Sendo assim, a pesquisa de DNA viral toma especial importancia no diagnostico
de individuos imunocomprometidos cuja resposta humoral é incompleta.

A hibridizacédo in situ pode ser utlizada para a deteccdo de EBERs e, como tal,
usada para diagnostico de doencas malignas associadas com EBV. No entanto nem
todas as células expressam EBERs, dependendo do ciclo em que estdo, por isso a
inexisténcia de EBERs na amostra colhida ndo implica que ndo haja infecao.

¢ Achados histoldgicos
No sangue: sdo encontrados linfocitos atipicos. Estes linfocitos séo células T néo
infetadas recrutadas para destruir as celulas B infetadas. S&o linfocitos maiores com
uma razdo nucleo/citoplasmas diminuida, apresentam nucléolos no nucleo e o
citoplasma parece ser “indentado” pelas células vizinhas.*’
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Eiggrg 13 E,sf_rega%o de sangue de Doente com MI com trés
linfécitos atipicos.

Nos ganglios linfaticos: apresentam-se aumentados com centros germinativos e
foliculos linfaticos grandes. As areas periféricas foliculares apresentam muitos
linfocitos B infetados.

No bago: apresenta-se aumentado sendo possivel observar infiltracdo linfocitica
da cépsula e trabéculas. Estdo presentes células blasticas pleomorficas na polpa
vermelha. A congestéo vascular leva ao aparecimento de hemorragias subcapsulares.

No figado: as modificacGes sdo ligeiras podendo haver inflamacdo dos hepatécitos
e dos canais biliares.

No SNC: podem ser observados danos degenerativos nos neurénios do SNC em
infecdes complicadas.

f. Tratamento

A mononucleose infeciosa ¢ uma doenca autolimitada que, geralmente, nédo
necessita de terapia especifica. Uma vez que apresenta baixo risco de transmissdo ndo é
necessario isolar os doentes.

A maioria dos individuos pode recuperar em casa, podendo haver situacdes em
que é necessaria hospitalizacdo, como no caso de haver rutura do bago, compromisso
das vias respiratdrias, desidratacdo, trombocitopénia significativa, anemia hemolitica,
complicagdes neuroldgicas, entre outras.

N&o ha necessidade de alteracdes na dieta.

O nivel de atividade fisica depende da intensidade da doenga aguda, a fadiga
extrema sentida nas primeiras semanas pode obrigar a que o individuo permaneca na
cama. Nos 2 a 3 meses seguintes ainda existe algum mal-estar sendo que a atividade
fisica pode ser aumentada ligeiramente conforme o tolerado. Durante a progressdo da
MI os individuos devem abster-se de praticar desportos de contacto ou levantamento de
pesos pois facilmente podem resultar em rutura do bago.”

g. Medicacéo
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A mononucleose infeciosa aguda € tratada sintomaticamente, utilizando
medicamentos ndo especificos como solugdes salinas para a garganta, anti-inflamatérios
n&o esteroides para a inflamacéo, febre e dores musculares.

Em casos mais extremos, em que haja um compromisso das vias respiratorias por
causa da inflamacdo dos ganglios linfaticos e das amigdalas, podem ser usados
corticoides. Os corticoides sdo apenas usados para aliviar os sintomas da Ml, sendo que
ndo alteram de forma significativa o curso da doenca. Devem apenas ser utilizados em
casos extremos e ndo sdo recomendados para o tratamento de MI ndo complicada.

e Antivirais

Embora tenham sido desenvolvidos muitos antivirais capazes de interromper a
replicacdo do EBV in vitro, nenhum deles demonstrou efeitos clinicos relevantes. Este
facto deve-se, em grande parte, a dificuldade em diagnosticar a infecdo. Primeiramente
por ter uma fase assintomatica alargada e, quando apresenta sintomas, estes nao sao
especificos. Consequentemente, os antivirais administrados tardiamente tém um efeito
limitado.

O antiviral Aciclovir (ACV) demostrou ser capaz de impedir a replicacdo do virus
apresentando toxicidade minima, porque consegue impedir a replicacdo viral sem
interferir na divis&o celular. O seu poder antiviral resulta da interacdo do ACV-trifosfato
com a polimerase de DNA do virus. O ACV-trifosfato é incorporado no DNA viral
formando uma ligacdo forte e irreversivel que impede o alongamento da cadeia de
DNA. E muito utilizado no tratamento de infecBes por herpesvirus como o herpes
simplex 1 e o varicela-zoster que apresentam sintomas exuberantes e especificos
precocemente, em contraste com o que acontece com EBV. O Aciclovir ainda néo foi
aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) nem pela Agéncia Europeia do
Medicamento para o tratamento da infecdo por EBV, porque, em ensaios clinicos,
apenas foi observada uma diminuicdo da quantidade de virus excretados na saliva
durante a MI sem qualquer interferéncia na duracdo dos sintomas em individuos
imunocompetentes. O Aciclovir pode ter um papel mais importante no controlo da
doenca em individuos imunocomprometidos.®*°

Cidofovir (CDV) é um nucleético de purina anélogo da citosina. E convertido por
enzimas celulares em cidofovir difosfato que interfere com a sintese de DNA viral e
inibe a replicacdo do virus. Estudos tém vindo a demonstrar que o antiviral injetado
diretamente no tumor nasofaringeo inibe a sua proliferacdo e que quando a sua acdo é
combinada com hidroxiureia e didox (acido 3,4-dihidroxibenzohidroxamico) a apoptose
induzida por CDV é potenciada.*

Maribavir € um antiviral que se encontra em investigacdo e que apresenta acdo
contra 0 CMV e 0 EBV, mas sem eficacia nos restantes herpesvirus. Contra o EBV tem
a dupla funcionalidade de inibir a replicacdo do DNA viral e da transcricdo, atividades
que resultma da inibigéo da fosforilagdo do DNA viral pelo fator de polimerase BMRF1
e inibicéo dos RNAs.*

e Imunoglobulinas
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Imunoglobulinas endovenosas tém sido usadas para modular a resposta
imunitaria na presenca de auto anticorpos. Tem-se demonstrado eficaz no tratamento de
trombocitopénia associada a MI. Tem poder neutralizante dos anticorpos contra a
mielina, diminui a estimulacéo de citocinas pré-inflamatdrias incluindo IFNy, bloqueia
a acdo dos macrofagos, suprime o recrutamento de células T e B, blogueia a cascata do
complemento e promove formacéo de mielina.?®

e Vacinas
Estdo a ser desenvolvidos estudos na tentativa de encontrar uma vacina que
previna a infecdo por EBV. No entanto, por agora ainda, ndo foi conseguida uma
resposta.
Um estudo recente demonstrou que uma vacina contendo uma subunidade da
glicoproteina gp350 tendia a proteger os individuos vacinados contra o aparecimento de
sintomas de MI, embora néo evitasse a aquisicdo do virus.*!

h. Prevencéo

N&o é necessario proceder ao isolamento de individuos infetados pois o risco de
transmissao € relativamente baixo.

O virus é encontrado na saliva de individuos com Ml e também em 10-20% dos
individuos adultos saudaveis. E transmitido pelo contacto com saliva de um individuo
que esteja a excretar o virus, sendo que em criangas acontece principalmente pelo
comportamento de colocar as mdos na boca e pela partilha de brinquedos e chupetas.
Em adolescentes acontece através do beijo.

Sendo assim é importante evitar beijar criancas nas areas em redor da boca e
nariz, manter condicdes de higiene principalmente em locais com muitas criangas
pequenas e evitar que estas partilhem brinquedos ou chupetas.

O EBV pode ser transmitido através de transfusdes sanguineas ou transplantes de
medula éssea, mas, uma vez que € um virus comum, ndo ha protocolos em acdo para
evitar este tipo de transmissdes.

N&o existem ainda vacinas contra a infecdo por EBV.

I. Progndstico e complicacdes

Em 25% a 30% dos casos de MI observam-se complicagcbes hematoldgicas
geralmente ligeiras e que incluem: anemia hemolitica, purpura trombocitopénica
trombdtica, anemia aplastica, sindroma hemolitico-urémico e coagulacdo intravascular
disseminada.*?

Complicagdes neuroldgicas sdo raras e incluem: sindroma de Guillian-Barré
(destruicdo da bainha mielina, com formigamento das extremidades e fraquesa

148
Diana Rita Rodrigues MAC 2020



Patogénese e Diagnostico do Virus de Epstein-Barr Capitulo IV

motora®’), paralisia facial, meningoencefalite, meningite assética, mielite transversa,
cerebelite e neurite 6tica.**

Outras complicacdes possivelmente fatais séo a rutura do bago e obstrucdo da via
respiratoria.

A MI pode ainda provocar linfohistiocitose hemofagocitica secundaria, uma
doenca caracterizada por febre, hepatoesplenomegalia, linfadenopatias e erupgéo
cutanea*. Envolve um defeito na apoptose e no controlo inibitério das células NK e T,
resultando numa producdo excessiva de citocinas e na acumulacdo de linfdcitos e
macréfagos em varios 6rgdos™.

Individuos do sexo masculino com doenca linfoproliferativa ligada ao
cromossoma X (sindroma XLP) apresentam sintomas de MI muito severos e, por vezes,
fatais. A mutacdo genética associada a doenga impede a normal ativacéo dos linfocitos
T CD8+, resultando numa proliferacdo descontrolada.*?

Em individuos imunocompetentes a infe¢do aguda tem um bom progndstico, com
recuperacdo total apds alguns meses. Os sintomas neuroldgicos tendem a ndo deixar
sequelas em criancas, em adultos podem causar alguns deficits. Todos os individuos
desenvolvem infecdo latente que se mantém por toda a vida e €, geralmente,
assintomatica.

j. Caso clinico

e Apresentacdo do doente
Individuo do sexo masculino com 22 anos de idade, apresenta queixas de febre,
dor e inflamacdo da garganta, mal-estar geral e dores no pesco¢o que se vinham a
agravar nas Gltimas 24 horas. *

e Anamnese
Antes do aparecimento destes sintomas o doente relata sentir-se bem e néo
recordar ter entrado em contacto com alguém com sintomas semelhantes.
Recentemente viajou para o sul de Africa tendo realizado profilaxia contra
malaria. O paciente relata ter sofrido de algumas picadas de mosquito e encontrado
carracas nas pernas em duas ocasides.*®

eHistdrico

Aos 11 anos recebeu tratamento para linfoma de Hodgkin, tendo permanecido em
remissé@o desde o fim do tratamento.

Sem histérico de cirurgias.

Sem alergias conhecidas.

Sem historico familiar relevante.

N&o esta a tomar nenhuma medicagao presentemente.

N&o fuma, ndo bebe bebidas alcoodlicas e ndo consome substancias ilegais.

eDiagnoéstico diferencial
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Devido aos sintomas apresentados e aos relatos feito pelo paciente é estabelecido
o seguinte quadro de diagnéstico diferencial*°:

. Infecdo por Rickettsia;
. Sarampo;
. Hepatite viral,
. Malaria;
. EBV;
. CMV;
. Febre do vale do Rift;
. Febre tifoide;
. Febre hemorragica Crimeia-Congo.
e Exame fisico
o Aparéncia:
. Palido e febril;
. Alerta e cooperativo;
. Sem encefalopatia;
. Glasgow Coma Score (GCS) 15/15.
o Sinais vitais:
. Febre de 38,5°C;
. Pressdo arterial 124/76 mmHg;
. Ritmo cardiaco de 100 batimentos por minuto.
o Geral:
. Apresenta ictericia;
. Petéquias na orofaringe;
. Amigdalas aumentadas;
. Inflamacdo da faringe sem exsudado;
. Ligeira hepatoesplenomegalia;
. Erupcdo cutdnea maculopapular ligeira e

generalizada.
O paciente foi admitido e mantido num cubiculo de isolamento enquanto
aguardava os resultados das analises laboratoriais*.

eDiagndstico laboratorial
o Hemograma®®:
Tabela 17 Hemograma

Parametro Resultado
Leucocitos 19,01 x10°/L
Neutrofilos 4,47 x10°/L
Linfécitos 14,26 x10%/L
Mondcitos 0,38 x10°/L
Eosinofilos 0

Basofilos 0
Hemoglobina 12 g/L
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Plaquetas 138 x10°/L
o  Bioquimica®®:
Tabela 18 Parametros Bioquimicos
Parametro Resultado
Na 132 mmol/L
K 4,59 mmol/L
Cl 94 pumol/L
CO2 22 mmol/L
Ureia 9,4 mmol/L
Creatinina 152 mmol/L
Bilirrubina Total 127 pmol/L
Bilirrubina Conjugada 81 umol/L
Fosfatase Alcalina 383 u/L
GGT 285 u/L
ALT 407 u/L
AST 682 u/L
Proteinas totais 57 g/L
Abumina 23 g/L

o  Outros resultados analiticos*:

Tabela 19 Outros resultados analiticos

Parametro Resultado
IgM Hepatite A Negativo
19G hepatite A Negativo
Hepatite B anticorpo s Negativo
Hepatite B antigénio s Negativo
Hepatite B anticorpo ¢ Negativo
Maléria gota fina Negativo
Maléria gota especa Negativo
Antigénios P. falciparum Negativo
IgM Sarampo Negativo
Serologia R. conorii Negativo
PCR e serologia Crimeia-Congo Negativo
IgM VCA EBV Positivo
1gG VCA EBV Positivo
1IgG EBNA Negativo
Virémia EBV 6,3 Copias /ml
e Tratamento

Iniciou-se o tratamento com corticoides para diminuir a inflamacao das amigdalas

e do baco para evitar rutura.

Diana Rita Rodrigues
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Devido a persisténcia dos sintomas iniciou-se um protocolo de corticoides e
ciclosporina aconselhado nos casos de doenca fulminante, no entanto o paciente néo
respondeu aos medicamentos.

Adicionalmente foi administrado imunoglobulinas endovenosas e o paciente foi
inscrito num ensaio clinico usando Rituximab®®.

e Concluséo

Todas as medicagdes aplicadas falharam e o paciente desenvolveu faléncia
multiorganica uma semana ap0s admissao.

Embora ndo se tenha realizado nenhum teste genético, especula-se que o
individuo sofria de doencga linfoproliferativa ligada ao cromossoma X. Esta doenca é
uma imunodeficiéncia que resulta em defeitos na ativacdo e resposta das células T e
NK. Estes defeitos tornam os individuos mais vulnerdveis ao EBV."
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Capitulo V: Infecédo por EBV e Oncogéenese

O EBV é considerado fator etioldgico de muitos tipos de cancro que envolvem
principalmente os linfécitos e as células epiteliais. Incluindo cancros que se
desenvolvem em individuos imunocomprometidos, como os associados com a SIDA e 0
linfoma pos-transplante, e alguns cancros raros nos individuos imunocompetentes. Estas
neoplasias desenvolvem-se com um determinado padrdo geogréfico especifico a cada
uma, indicando que fatores do prdprio hospedeiro, como a eficiéncia do sistema
imunolodgico, doencas genéticas, questdes comportamentais ou ambientais e contacto
com outros agentes infeciosos, podem explicar o facto de EBV apenas causar neoplasias
em alguns individuos infetados.*

A correlacdo entre a infecdo por EBV e o aparecimento de cancro foi determinada
quando se descobriu que todas as células associadas aos tumores apresentavam DNA,
RNA e proteinas virais. Outro critério para definir esta relacdo foi a detecdo de genoma
viral clonal. A clonalidade viral é definida através da analise por enzimas de restricao
dos fragmentos terminais repetitivos do genoma linear. Isto permitiu verificar que todos
0s genomas Vvirais dentro das células do tumor séo idénticos, podendo inferir-se que as
células séo também clonais.*®

As neoplasias associadas ao EBV sao classificadas conforme a expressdo génica
que apresentam em tipos I, 11 e I1l. O tipo de laténcia | esta associado com linfoma de
Burkitt, o tipo 1l relaciona-se com linfoma de Hodgkin e o tipo Il apenas provoca
neoplasias em situacdes de imunossupressao.

Nos individuos imunocompetentes um fator que contribui para a formacdo de
tumores € a limitada expressdo de proteinas virais. Com expressao das LMP 1 e 2
necessaria para a transformacdo das células, na auséncia da producdo de proteinas
EBNA que sdo os principais alvos do sistema imunitario. Nestes casos os micro RNAs
virais e 0s EBERs podem assumir um papel oncogénico importante.*

Em seguida estdo expostas algumas das doencas neoplasicas mais comummente
associadas com o EBV.

a. Doenca Linfoproliferativa Pds-transplante

A capacidade do EBV para causar cancro € claramente evidenciada pelo
desenvolvimento de doenca linfoproliferativa das células B em individuos cuja
imunidade mediada por linfécitos T esteja deprimida, apds transplante de medula 6ssea
ou de 6rgdos sélidos. A maioria dos linfomas pds-transplante (LPT) é EBV positivo.

A frequéncia com que LPT ocorre depende do regime de imunossupressdo
aplicado, sendo que ocorre em cerca de 5% a 15% dos transplantes cardiacos, 10% dos
pulmonares, 1% a 3% dos renais e 1% a 2% dos transplantes de medula 0ssea.
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A infecdo por EBV no LPT é um exemplo de laténcia do tipo Il com expressao
dos alvos para as células T citotoxicas, EBNA2 e EBNA3. Em alguns casos a doenca
pode regredir apds a redugdo da terapia imunossupressora, indicando que as células
permanecem  suscetiveis aos linfocitos T citotéxicos.”® Terapia profilatica,
nomeadamente usando aciclovir, tem demostrado capacidade de reduzir a incidéncia
desta doenca linfoproliferativa em ensaios clinicos.*®

b. Linfoma de Burkitt

O linfoma de Burkitt (LB) € uma neoplasia de linfécitos B maduros, altamente
agressiva, sendo endémica nas regides centrais de Africa. Em Africa a idade média de
diagnostico é de 4 a 7 anos enquanto, no resto do mundo, € na facha etaria dos 55 anos.

Acredita-se que existem duas formas distintas da doenca: uma associada ao EBV,
que ocorre principalmente em criancas na zona central de Africa onde é endémica; e
uma de ocorréncia rara, ndo associada ao virus, com igual incidéncia em todo o
mundo.*

O LB foi um dos primeiros cancros em que se demonstrou que a existéncia de
uma translocacdo cromossomal estaria na origem da desregulacdo da proliferacdo
celular. Esta translocacdo localiza-se no gene c-myc e envolve o loci que codifica as
cadeias leves e pesadas das imunoglobulinas.

As duas formas de LB (endémica e esporadica) apresentam pontos de quebra
diferentes no mesmo cromossoma. O ponto de quebra na LB endémica localiza-se a
muitos Kbs de distancia de c-myc enquanto que o ponto de quebra da doenca esporadica
se localiza do primeiro ex&o ou intrdo. Esta diferenca pode ser evidéncia do efeito de
EBV no desenvolvimento da neoplasia.

Tem sido postulado que a causa de LB nos paises onde é endémico seria uma
infecdo combinada pelo EBV e pelo Plasmodium falciparum. A maléria pode deprimir
o controlo imunoldgico através da ativacdo de linfécitos T supressores. Além disso, ha
evidéncias de que o virus, agindo em conjunto com o plasmédio estimula a proliferacédo
de linfécitos B infetados. O estado hiperproliferativo que dai advém favorece o
aparecimento de anormalidades nas células.>®

Ainda que se verifiguem niveis elevados de antigénios contra 0 EBV em doentes
com LB, a expressdo génica do virus estd bastante restringida. A maioria das células
expressa apenas EBNAL e EBERs, padrao correspondente & laténcia do tipo 1.%

c. Neoplasias associadas a SIDA

Nos pacientes imunodeprimidos, especialmente naqueles com SIDA, as infe¢Ges
provocadas por herpesvirus constituem uma causa importante de morbilidade e
mortalidade. Essas doencgas ocorrem com mais frequéncia e com um decurso mais grave
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e prolongado. Devido a grande carga viral nestas situacdes € também comum o
desenvolvimento de resisténcia aos antivirais.

Uma vez que as infegdes por herpesvirus sdo controladas pelo sistema imunitario,
elas tornam-se mais prevalentes apos a eclosdo da SIDA.

Na infecdo por HIV ocorrem linfomas extra-nodulares agressivos, principalmente
do SNC, devido a proliferacdo de linfécitos B infetados por EBV. Tem sido reportada a
associacdo de EBV a tumores do musculo liso em pacientes com SIDA, havendo relatos
de leiomiossarcomas e leiomiomas nas glandulas adrenais, figado, célon e membrana
epidural. O linfoma testicular parece também ter associacdo com o EBV nestes
doentes.*

d. Carcinoma Nasofaringeo

Tal como acontece com o LB, o carcinoma nasofaringeo (CNF) é caracterizado
por marcadas diferencas na incidéncia em tipos de populac6es e localizacdo geogréfica.
O sul da China e o sudeste Asiatico sdo zonas de elevada incidéncia onde o CNF
representa cerca de 20% do total de neoplasias. E também frequente nas populagdes de
esquimos e na Africa mediterranea. Na populagio caucasiana € raro.

Contrariamente a LB, virtualmente todos os casos de CNF sdo EBV positivos, 0
que indica que o virus é um importante cofator para o desenvolvimento da neoplasia.

Em individuos com CNF verifica-se a existéncia de titulos irregularmente
aumentados de IgA contra os antigénios VCA e EA, titulos esses que precedem o
desenvolvimento do tumor em varios anos. *°

O tumor pode apresentar-se com varios graus de diferenciacdo que estdo na base
da classificacdo em trés categorias da OMS (Organizagdo Mundial de Satide)>":

e Categoria 1: carcinoma das células escamosas;
e Categoria 2: carcinoma nao diferenciado queratinizante;
e Categoria 3: carcinoma néo diferenciado ndo queratinizante.

As células tumorais expressam EBNAL e LMP1 e 2, padrdo caracteristico da
laténcia do tipo II.

O processo pelo qual o EBV induz proliferacéo nas células epiteliais ainda ndo foi
totalmente esclarecido, no entanto os padrdes de incidéncia apontam para a existéncia
de cofatores ambientais e genéticos que possam contribuir para o desenvolvimento do
tumor.

e. Adenocarcinoma Gastrico

Desde o inicio da década de 1990 que a infe¢do por EBV tem sido apontada como
um fator de risco para o desenvolvimento de Adenocarcinoma Gastrico (AG). Uma vez
qgue em alguns dos doentes o virus pode ser isolado das células do tumor e ndo das
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células epiteliais em redor e a clonalidade do virus foi demonstrada apenas nas células
do tumor.*?

Estima-se que existam mais de 50 mil casos de AG EBV positivo por ano em todo
o0 mundo. Os paises com maior frequéncia deste cancro sdo o Japdo, a Alemanha e os
EUA. Essa diferenca de distribuicdo geografica sugere a intervencdo de fatores
ambientais e, possivelmente, da origem étnica.>®

Dada a complexidade deste cancro ainda existe pouco consenso sobre 0s
processos EBV dependentes que possam estar na sua origem.

f. Linfoma de Hodgkin

O linfoma de Hodgkin (LH) € relativamente mais frequente em zonas com
condi¢des socioecondmicas mais elevadas das populacdes ocidentais. Existem dois
picos de incidéncia: um por volta dos 25-30 anos de idade e outros apds os 45. Acredita-
se de o EBV possa desempenhar um papel direto ou indireto na patogénese de alguns
casos de LH.*

Este linfoma é caracterizado por uma perda da estrutura arquitectonica normal do
nddulo linfatico acompanhada de infiltracdo de células maioritariamente ndo malignas.
As células malignas presentes séo caracteristicas desta doenca e designam-se células de
Reed-Sternberg (RS). Dependendo da razdo de células RS e do tipo de infiltrado pode-
se distribuir os linfomas de Hodgkin em 4 tipos: predominancia de linfocitos, esclerose
nodular, celularidade mista e depressdo linfocitaria.>* O EBV esta presente nas células
da totalidade dos LH de deplecéo linfocitaria, em 70% dos de celularidade mista, 10% a
40% dos de esclerose nodular e nunca nos de predominio linfocitario.

As células do LH expressam muitos genes que se sabe serem estimulados pela
proteina LMP1, além disso verifica-se a ativagdo de NF-kB nestas células. O que aponta
que a ativacdo de NF-kB por LMP1 seja um dos mecanismos que permitem ao EBV
estar na origem dos LH.

A presenca nas células do linfoma de EBNAL, LMP1 e EBERSs determina que esta
neoplasia seja um exemplo de laténcia do tipo 11.*°

g. Leucoplasia pilosa oral

A leucoplasia pilosa oral (LPO) manifesta-se clinicamente como uma placa
branca, ndo removivel por raspagem, localizada nas bordas laterais da lingua podendo
ser uni ou bilateral. A superficie da lesdo pode apresentar-se lisa, rugosa ou pilosa.>®

Os individuos infetados com HIV ou imunossuprimidos constituem dois grupos
de predilecéo para o aparecimento da doenca.

Em individuos EBV positivos a imunossupressao resulta na replicacdo viral
exacerbada e consequente expansédo dos linfocitos B infetados.
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Um achado importante nesta doenca e que, possivelmente, terd influéncia na sua
patogénese € a coinfec¢do dos dois tipos de EBV e de diferentes estirpes de cada tipo.
Esta infecdo combinada permite a recombinacdo de sequéncias de genes entre as
diferentes estirpes.*

Do diagnostico diferencial da LPO fazem parte situagbes como colonizag¢do por
Candida albicans e lesGes mecanicas que provocam manifestacdes clinicas semelhantes.
O diagnostico é estabelecido apo6s confirmacdo da presenca de DNA viral nas células
colhidas das les6es.*®
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Conclusao

O virus de Epstein-Barr € um dos parasitas mais bem sucedidos conhecidos até
hoje. Conseguindo infetar mais de 90% da populacdo global mantendo os individuos
aparentemente saudaveis.

Os seus mecanismos de evasdo ao sistema imunitario do hospedeiro, ainda pouco
conhecidos, permitem-lhe manter-se dentro dos linfécitos B de memoria sem ser
detetado, e continuar o seu ciclo replicativo sem provocar doenca exacerbada.

Os sintomas da Mononucleose infeciosa, embora desconfortaveis, ndo apresentam
um risco muito grande para a vida do doente. Sendo que, na maioria das vezes, 0S
individuos recuperam sem quaisquer sequelas. Por esse motivo e porque é uma infecéo
tdo comum em todo o mundo, ndo existem protocolos definidos para impedir a
transmissdo do virus.

Embora a MI nédo seja uma ameaca para a vida do hospedeiro imunocompetente, a
infecdo latente por EBV tem vindo a ser associada a muitas doengas malignas.

O conhecimento dos mecanismos patoldgicos envolvidos na entrada e
permanéncia do virus no corpo humano toma uma elevada importancia para que se
possam desenvolver antivirais eficazes e vacinas que previnam a aquisicao da infecao
por este.
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