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RESUMO

O presente relatério tem como finalidade descrever as actividades realizadas no
Laboratorio de Analises Clinicas, Biolabor, local de realizacdo do estagio curricular do
Mestrado em Analises Clinicas, nomeadamente nas areas de Hematologia, Microbiologia,

Imunologia, Bioquimica e Virologia.

Serdo descritos todos os métodos e equipamentos utilizados nas vérias valéncias assim

como a andlise dos parametros e o controlo de qualidade do Laboratério.

O estdgio decorreu num periodo de 6 meses. Inicialmente foi realizado um
enquadramento tedrico do funcionamento do laboratério, assim como de todos os

procedimentos analiticos a realizar.

Na fase pré-analitica foi realizado o seguimento do utente desde a sua entrada no
laboratdrio, confirmacdo das analises prescritas e finalmente a colheita do produto bioldgico a
analisar. Ainda nesta fase foram adquiridos conhecimentos no processo de triagem,

conservacao de amostras e rejeicdo de amostras.

Na fase analitica sdo descritos 0s processos automaticos a realizar pelos diversos
equipamentos assim como o enquadramento tedrico. Na area da hematologia os equipamentos
utilizados sdo: Advia 2120i, Hi-Auto Alc (HA 8160), Vesmatic 30 Plus e Sysmex CA 500.
Na area da microbiologia, além das sementeiras de culturas de produtos bioldgicos foram
realizados os testes de identificacdo de estirpes e o estudo de sensibilidade aos antibidticos
com o apoio do aparelho automatizado Vitek 2 Compact. Nos estudos imunoldgicos as
diversas analises sdo efectuadas nos equipamentos automaticos Cobas e411, Unicap (Phadia
100) e Vidas. Na area da bioquimica sdo utilizados os equipamentos Clinitek Atlas, o
equipamento Cobas Integra Plus 400 e o equipamento Hydrasys. Além das técnicas realizadas

nos equipamentos automaticos sdo também descritas as técnicas manuais efectuadas.

Todas as fases apresentam um controlo de qualidade interno estrito de modo a garantir
a qualidade dos nossos resultados evitando situag@es de erros aleatorios e/ou sisteméticos. O
controlo de qualidade interno é avaliado através de graficos Levey-Jennings e pela métrica
60. Além do controlo de qualidade interno ¢ realizada a avaliagao externa da qualidade pela

participacdo nos programas INSA e RIQAS.
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Como fase pos-analitica foi realizado o seguimento desde a emissdo de boletins de

resultados, validacdo biopatoldgica, finalizando com a entrega do boletim de resultados.

Palavras-chave: Hematologia, Microbiologia, Bioquimica, Imunologia, Virologia, Controlo
de Qualidade.

ABSTRACT

The present work describes the activities that occurred in Biolabor, a clinical
laboratory, during the Master in Laboratory Medicine’s internship. The main internship areas

were Hematology, Microbiology, Immunology, Biochemistry and Virology.

In this report, the methods and related equipment are described, as well as the

analytical and the quality control procedures in clinical laboratory.

The internship lasted for six months, starting with the theoretical framework about

laboratory activities and analytical procedures.

In the pre-analytical phase, it is described the patient follow-up since the admission in
the laboratory, passing by prescribed tests’ confirmation and finally the harvest of the
biological product to be analyzed. At this phase some knowledge was obtained about

screening processes, preservation and rejection of samples.

In the analytical phase the automatic procedures performed by different equipment are
described as well their theoretical framework. In hematology the equipment used was: Advia
2120i, Hi-Auto Alc (HA 8160), Vesmatic 30 Plus and Sysmex CA 500. In microbiology, it
was performed the culture of biological samples, followed by the identification of strains and
respective antibiotic sensitivity study, using the Vitek 2 Compact automated device. In
immunological studies the different kinds of analyzes were performed on the following
automatic equipment: Cobas €411, Unicap (Phadia 100) and Vidas. Last but not the least, in
biochemistry the equipment used was: Clinitek Atlas, Cobas Integra Plus 400 and Hydrasys.
In addition to the techniques performed on the automatic equipment, the manual techniques

are also described.
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All phases have presented a narrow internal quality control in order to guarantee the
quality of results, avoiding situations of random and / or systematic errors. The internal
quality control was evaluated through Levey-Jennings’ studies and the 66 metrical. Beyond
the internal quality control, it was also performed an external quality evaluation process using
the INSA and RIQAS programs.

Finally, in the post-analytical phase, it was done the follow-up since results emission
and biopathological validation until the delivery of the results bulletins.

Keywords: Hematology, Microbiology, Biochemistry, Immunology, Virology and Quality
Control.
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CARACTERIZACAO DO LABORATORIO DE ESTAGIO

O Biolabor, Laboratério de Andlises Clinicas, Lda, situa-se na Rua Luis de Camdes
n°10, em Santarém. Esta certificado pela IQNet - 1SO 9001:2008; APCER - NP EN ISO
9001:2008; APCER - Normas para o Laboratério Clinico Edi¢do n° 2 - Maio 2003. Mantém
protocolos de colaboracéo técnica com varias entidades da area da saude, como, Clinica
Meédica e de Diagndstico Dr. Joaquim Chaves; Instituto Nacional Dr. Ricardo Jorge; CGC
Centro de Genética Clinica; GPDN - Genetica Médica e Diagnostico Prée-Natal Dr. Sérgio

Castedo, S.A. e Crioestaminal.

Apresenta controlo de qualidade interno, com a monitorizacdo de todas as fases, Pre-
analitica; Analitica e Pos-analitica. A avaliacdo externa da qualidade é avaliada por
organismos exteriores ao laboratério, nomeadamente o INSA (Instituto Dr. Ricardo Jorge) e o

RIQAS (Randox International Quality Assessment).

O laboratério apresenta a zona de recepcdo onde se escontra a sala de espera; duas
salas de colheitas; a area analitica de Hematologia; a area analitica de Microbiologia; a area

analitica de Imunologia e Bioquimica; a sala de Triagem e a sala de lavagem de material.

O laboratorio encontra-se sob a responsabilidade da Directora Técnica, Dra. Maria de
Fatima Consciéncia, Especialista em Anélises Clinicas pela Ordem dos Farmacéuticos. Tem
como colaboradores: uma responsavel de Qualidade, Dra. Noélia Piteira, Especialista em
Anadlises Clinicas pela Ordem dos Farmacéuticos; uma Técnica Superior de Analises; trés
Técnicas de Diagndstico e Terapéutica; duas Técnicas de Analises Clinicas e trés

Recepcionistas. Além do laboratério central, ainda possui 4 postos de colheitas.
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FASE PRE-ANALITICA

Esta fase engloba todos os processos desde o atendimento dos utentes até a obtencéao
da amostra biologica a analisar. As etapas do processo pré-analitico sdo: o atendimento do

utente, a colheita de amostras bioldgicas e a triagem dessas amostras.

ATENDIMENTO COLHEITA TRIAGEM

E na fase pré-analitica que sdo confirmados os dados da ficha do utente assim como
sdo confirmadas as analises prescritas. E importante antes de proceder & recolha da amostra

confirmar que o utente cumpre todos 0s requisitos necessarios.

E nesta fase que ocorre a maioria dos erros analiticos. Os principais erros que surgem
nesta fase relacionam-se com a ma preparacdo do utente como o jejum incorrecto, com a
identificacdo incorrecta dos produtos bioldgicos devido a erro técnico do sistema informético
ou por distrac¢do do técnico de analises, com a ma conservacdo de amostras como no caso de
ndo refrigerar urinas tipo Il, com a recolha reduzida de volume de sangue que altera as
proporcOes de sangue para anticoagulante na distribuicdo pelos tubos, com a contaminacédo de
amostras como quando a urina € colhida em recipientes imprdprios e as amostras

consideradas ndo conformes devido a hemdlise, lipémia ou por conter coagulos.

De modo a minimizar estes erros da fase pré-analitica sdo estabelecidos procedimentos
chave. E do dever tanto das recepcionistas como da técnica de analises verificar se o utente se
encontra em condi¢des de realizar a colheita assim como se as anélises geradas pelo sistema
informatico coincidem com o pedido do médico prescritor. Sempre que um produto bioldgico
ndo apresente condigdes para execucdo analitica deve ser rejeitado de modo a minimizar os

erros que possam surgir dessa anélise.
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1. Atendimento do utente

O atendimento do utente é realizado pelas recepcionistas do laboratorio, por ordem de
chegada, excepto em situacbes em que o utente é prioritario, como o caso da diabetes,
gravidez, pessoas com deficiéncia, criancas com idade inferior a 3 anos ou utentes que

realizem a Prova de Tolerancia Oral a Glucose (PTOG).

Cabe as recepcionistas a realizacdo de um pequeno inquérito, relativamente a
preparacdo correcta do utente para a colheita da amostra bioldgica. E realizada a marcagio de
andlises e € fornecida a informag&o necesséria a preparacao de determinadas analises, como o

tempo de jejum e a colecta correcta de amostras.

Quando necessario, € entregue ao utente a Instrucdo de colheita (IC) especifica
relativamente a colheita de um produto biologico especifico, como no caso da colheita de
urina de 24H.

E na zona de atendimento do utente que se realiza a abertura da ficha de utente. Cada
utente apresenta um cédigo exclusivo que € gerado a partir do sistema informéatico. Assim, o

utente tem associado neste codigo todas as analises prescritas pelo seu médico.
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2. Colheita de amostras biologicas

A colheita de amostras bioldgicas é realizada pela técnica de analises ou pela técnica
de terapéutica e diagnostico, na sala de colheitas. Antes da entrada do utente na sala de

colheitas, esta deve estar previamente preparada com todo o material necessario a colheita.

E da responsabilidade do técnico que realiza a colheita de amostras bioldgicas a
confirmacéo das analises prescritas pelo médico. O técnico deve confirmar novamente com o

utente se este cumpre 0s requisitos necessarios a analise.

Acoplado a ficha do utente, seguem as etiquetas com o cddigo de barras que € gerado
para o utente. Estas etiquetas sdo distribuidas correctamente pelos recipientes que irdo conter
as amostras bioldgicas garantindo a rastreabilidade de todo o processo analitico, minimizando

os erros da fase pré-analitica.

2.1. Colheita de sangue venoso

Para a colheira do sangue venoso o utente deve estar sentado ou deitado com o brago

estendido e sem roupa apertada.

O material para a colher deve estar preparado. Inicia-se 0 processo de colheita ao
enroscar a agulha na seringa sem retirar a cdpsula de proteccdo e posteriormente sdo

identificados os tubos necessarios.

Para proceder a puncdo venosa, é colocado o garrote aproximadamente a 10 cm da
zona de puncao, faz-se a palpacédo da veia a puncionar e desinfecta-se a zona com alcool a 70°

ou betadine. Deve-se pedir ao utente para fechar a mao.

As veias a examinar durante a palpacdo devem seguir a ordem: fossa antecubital (veias

medianas, basilica e cefélica), antebraco e dorso de ambas as maos.

Durante a puncéo deve-se desapertar o garrote. Se as veias sdo finas o garrote deve
permanecer até acabar de puncionar o local. No final do processo pedir ao utente para abrir a
mé&o e verificar se este se encontra bem disposto. Pressionar a zona de puncéo até verificar

gue ha paragem de sangue e colocar um penso.
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Deve ser descartada a agulha para o contentor
proprio para perfurantes. A zona de descarte da agulha

deve ser sempre limpa apoés a sua utilizacdo com alcool.

Ap0s puncionar, distribuir o sangue venoso pelos

diferentes tubos, requeridos para a analise do utente.

Neste laboratorio ndo é utilizado o sistema de
vacuo (Figura 1), mas é mantida a distribuicdo dos tubos Figura 1 - Representagéo de tubos de vécuo

para colheita de sangue por pungéo venosa.

pela seguinte ordem: Hemocultura, Tubo de soro; Tubo Adaptado ~~ de  http://ptmade-in-
china.com/co_chinaglass/product_Blood-

com citrato (coagulacéo e VS); Tubo com heparinato e COltect-Tube-Pack fihosiyyiy.html

Tubo com EDTA (hemograma).

2.2. Colheita de urina

O utente é informado do processo de colheita de urina através da Instrucdo de Colheita

(IC) especifica.

Para a andlise de urina tipo Il deve ser colhida a 12 urina da manha e entregar o mais
rapido possivel para a analise no laboratério. Caso ndo seja possivel guardar no frigorifico por

um curto periodo de tempo.

Para a colheita de urina de 24H, deve ser registada a hora do inicio de colheita. A 12
urina é rejeitada e as seguintes sdo aproveitadas para um recipiente préprio de modo a evitar
contaminac0es até perfazer as 24H ou seja, até a hora em que se deu inicio a colheita. Durante
a colheita, a urina deve ser refrigerada e apos concluir a colheita também deve ser entregue de

imediato no laboratério.

Na colheita de urina para urocultura o utente deve passar com uma toalhita de limpeza
seguida da passagem de gaze com soro fisiologico no meato urinario. O primeiro jacto de
urina ndo deve ser aproveitado e é aconselhavel que para esta colheita seja utilizada a 12 urina

da manha.
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2.3. Colheita de fezes

O utente € informado do processo de colheita através da IC especifica. Para a anélise
de sangue oculto e também na pesquisa de ovos, quistos e parasitas devem ser recolhidas as
fezes de 3 dias diferentes. As amostras devem ser recolhidas para recipiente proprio de modo

a evitar contaminac6es, devem ser refrigeradas e conservadas ao abrigo da luz.

Para a coprocultura, na pesquisa de Salmonella, Shigella e Campylobacter a amostra
de fezes deve ser colocada em recipiente esterilizado e entregue até 1H ap6s a colheita ou em
frasco com meio ETM de modo a que a quantidade ndo ultrapasse o limite indicado e neste

caso as amostras sdo estaveis até 3 dias.

2.4. Colheita de exsudados

Para a colheita de exsudados € utilizada uma zaragatoa estéril adequada ao produto a
recolher. Se a colheita ndo é feita no laboratério, mas sim num posto de colheitas, a amostra

deve seguir de imediato para o laboratério em meio de transporte adequado.

Os varios tipos de exsudados apresentam diferentes instrucdes técnicas (IT) de colheita,
como os descritos na tabela 1.
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Tabela 1 - Instrucdo Técnica para a obtencao de exsudados

Tipos de Exsudados Instrucdo Técnica

O utente inclina a cabeca para tras, abre bem a
boca e baixa a lingua. Passar a zaragatoa na

zona das amigdalas, incluindo as zonas

Exsudado amigdalino

vermelhas e pontos brancos (se existentes).
Pode ser utilizado um baixa lingua para facilitar
a colheita.

Passar a zaragatoa no ouvido direito ou
Exsudado auricular esquerdo ou em ambos. Utiliza-se uma

zaragatoa diferente para cada um.

O utente inclina a cabeca para trés, abre bem a
Exsudado faringeo; orofaringeo ou boca e baixa a lingua. Passar a zaragatoa na
rinofaringeo zona rinofaringea. Pode ser utilizado um baixa

lingua para facilitar a colheita.

O utente inclina a cabeca para trés. Passar a
zaragatoa na narina esquerda e direita até que
encontre resisténcia (até virem as lagrimas aos
Exsudado nasal .
olhos). Para a pesquisa de Staphylococccus
aureus, ndo é necessaria a introdugdo muito

profunda da zaragatoa.

O utente inclina a cabeca para tras. Passar uma
Exsudado nasofaringeo zaragatoa flexivel na narina esquerda e direita
com cuidado e o mais fundo possivel.

Passar a zaragatoa no olho direito ou esquerdo
ou ambos (a colheita ¢ feita na zona interna da
Exsudado ocular palpebra inferior). Utiliza-se uma zaragatoa

diferente para cada um.
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Tabela 1 — Instrugdo Técnica para a obtencéo de exsudados (continuacao)

Tipos de Exsudados Instrugédo Técnica

O utente deita-se em posi¢do ginecoldgica.
Passar a zaragatoa de alginato de calcio ou de
dacron na zona de maior exsudado ou no fundo
do saco vaginal posterior e colo do Utero. Para
auxiliar a colheita utiliza-se um espéculo

Exsudado vaginal ) .

(excepto em criangas e mulheres virgens). O
procedimento é repetido com uma segunda
zaragatoa. Uma das zaragatoas serve para realizar
o esfregaco (no acto da colheita) e a outra serve

para efectuar a analise em sementeira.

Na mulher, a colheita é feita com uma zaragatoa
a nivel da uretra, antes de se realizar qualquer
lavagem local.

No homem, a colheita € feita através de pressdo
do pénis para que apare¢a uma gota de secrecao

Exsudado uretral

que é colhida com a zaragatoa. Se ndo existir essa
gota é introduzida uma zaragatoa fina na uretra

com rotagdo suave. Esta colheita é feita de manha
antes da 12 mic¢do ou no minimo 3 horas apds a

altima micgdo e antes de se lavar.

E utilizada uma zaragatoa ou agulha e seringa. E
efectuada a limpeza do local com solugdo salina
PUs — Supuracdes superficiais estéril e retirado o pus, secrecdes ou tecidos
desvitalizados. A colheita de pus deve ser
realizada na zona mais profunda da ferida.

E utilizada uma agulha e seringa. Apos a colheita

PUs — Supuracdes fechadas

é feito o transporte da seringa sem a agulha.
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2.5. Provade Tolerancia Oral a Glucose

O jejum deve ser de 8 horas e nunca superior a 14 horas. Nos 3 dias que antecedem a
colheita o utente deve manter a sua actividade fisica regular e ndo fazer restricdes na sua

dieta.

Nas provas de Tolerancia Oral a Glucose (PTOG), a solucdo de glucose deve ser
ingerida no espaco maximo de 5 minutos e o utente ndo deve comer, nem fumar e manter-se
em repouso (& permitido ingerir 1 copo de agua). A PTOG é contra-indicada para utentes que
apresentem glicémia de jejum > 140 mg/dl.

GRAVIDAS: é feita a colheita de sangue em jejum, apds a ingestdo de 75g de glucose

dissolvida em cerca 300 ml de &gua e é realizada nova colheita aos 60 e 120 minutos.

FORA DO CONTEXTO DE GRAVIDEZ: é feita a colheita de sangue em jejum, apds a

ingestdo de 75¢ de glucose dissolvida em cerca de 300ml de &gua e é realizada nova colheita

aos 120 minutos.

CRIANCAS: é feita a colheita de sangue em jejum., apds a ingestdo de 1.75g de glucose por
cada kg de peso da crianca (minimo 10 g e maximo 75 g) dissolvidos em 200ml de 4gua e é
realizada nova colheita aos 60 minutos e 120 minutos.

APOS REFEICAOQ: é feita a colheita de sangue em jejum. Apds a ingestdo de pequeno-

almoco enriquecido em hidratos de carbono é feita nova colheita de sangue ap6s 120 minutos.
Se o0 utente ja apresentar diagndstico de diabetes é recomendado que faca o seu pequeno-

almoco/almoco habitual e a sua medicacao.
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3. Triagem e conservacdo de amostras

Neste laboratorio existe sistema informatico de triagem, Process Systems Manager
(PSM) fornecido pela Roche Sistemas de Diagnostico. Através do PSM as amostras seguem

uma linha de analise.

O PSM ¢ uma interface entre plataformas informaticas e tem como objectivo canalizar
0s processos laboratoriais. Estes processos englobam a colheita de amostras bioldgicas,
monitorizacdo do controlo de qualidade e sua validacéo, distribuicdo das amostras pelos
sectores e equipamentos onde sdo realizadas as analises, arquivo de amostras bioldgicas e

finalmente descarte das amostras.

O PSM ¢ adaptado e programado para as necessidades do nosso laboratdrio. E na
recepcdo gque se obtém as etiquetas segundo o processo do utente. Estas etiquetas apresentam

um codigo de barras que é Unico para cada utente.

Apbs a colheita do produto bioldgico, o PSM auxilia no processo de triagem. Os tubos
secos ou com gel para a obtencdo de soro sdo centrifugados e encaminhados para a secgéo de
Quimica analitica/ Imunologia. Os tubos de coagulacdo para a obtencdo de plasma sao
centrifugados e encaminhados para a seccdo de Hematologia. Os restantes tubos sdo
distribuidos pelas seccdes conforme o pedido de anélise. No caso de envio de tubos para

laboratério exterior héa separacdo de aliquotas e o acondicionamento devido.

Sempre que a amostra acaba a analise num dos equipamentos esta passa no PSM para
sabermos qual o processo a seguir. Caso a amostra ja tenha sido analisada na totalidade é dada

a informacéo de arquivo.

Muitas amostras sdo ainda distribuidas em aliquotas para posterior analise. Estas

aliquotas também seguem um padrdo de arquivo que pode ser de refrigeracdo ou congelacéo.

E 0o PSM que nos indica quais as amostras que podem ser descartadas aps estarem

arquivadas.

Os tempos de arquivo assim como o0 seguimento do processo de analise sdo

configurados por cada laboratdrio.

Para a obtencdo de soros e plasmas as amostras também seguem uma linha de

processo.
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Para a obtencdo de soro os tubos devem permanecer no minimo 30 minutos a
temperatura ambiente para que ocorre a coagulacdo completa. Apds coagulacao centrifugar 10
minutos a 2500 rpm. Apos a centrifugacdo deve verificar-se se amostra estd bem separada,
caso contrario voltar a centrifugar. Se a amostra apresentar fibrina, mexer o soro com um
palito de uso Unico e voltar a centrifugar. A centrifugacdo deve ocorrer até 60 minutos apos a
colheita de modo a evitar a diminuicdo da glucose. De modo geral é aceitavel o periodo de 2
horas para que se realiza a centrifugacdo, uma vez que apoOs este periodo ha alteragdes
significativas além da glucose de potassio, fosforo, creatinina e as transaminases (AST e
ALT).

Para a obtencdo de plasma os tubos podem ser directamente centrifugados durante 15
minutos entre 2000-3000 rpm. Os tubos de plasma para a analise da coagulagdo ndo devem

ser centrifugados nos postos de colheita.

Nos postos de colheita as amostras bioldgicas seguem regras de conservacao e

transporte.

As amostras para exame microbiolégico como as uroculturas devem ser conservadas
entre 2 a 8°C e no transporte devem ser acondicionadas em malas térmicas refrigeradas. Os
tubos de hemograma, soro e plasma devem ser mantidos em suporte e no transporte devem ser
acondicionados numa mala térmica sem refrigeracdo. As amostras que necessitem de
refrigeracdo ou congelamento imediato devem ser transportadas em mala térmica
acondicionados em cooler refrigerado ou congelado e estes em caixas de esferovite préprias.
Se estas amostras apresentarem doseamento de potassio ou ionograma deve ser realizada a
separacdo do gel para ndo haver difusdo dos ides potéassio dos gldbulos para o soro. Deve ser
realizada a separacdo em aliquota. Finalmente amostras que necessitem de transporte a
temperatura ambiente, como 0s exsudados para exame microbiolégico ou as fezes em ETM

para coprocultura, devem seguir em mala térmica sem refrigeracdo.
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4. Critério de rejeicdo de amostras

A rejeicdo de amostras pode ocorrer em trés niveis. Ao nivel da recepcédo, durante o
atendimento do utente, na colheita do produto bioldgico pelo técnico de colheitas e ainda na

seccao onde se ird analisar a amostra.

Assim, é da responsabilidade da recepcdo rejeitar amostras que ndo tenho sido

colhidas em recipiente adequado ou que ndo cumpram 0S requisitos necessarios.

O técnico de colheita deve proceder a rejeicdo da amostra, sempre que na puncao
venosa se forme coagulo (excepto analise em que s6 € necessario tubo de soro); quando o
volume é insuficiente para a anélise a realizar; sempre que as amostras se encontrem em tubos
gue ndo sdo adequados para a andlise (troca de tubos/etiquetas) e sempre que se verifique que

0 utente ndo se encontre nas condicOes especificas para realizar a analise (jejum correcto).

Na secc¢do sdo rejeitadas todas as amostras que ndo estejam identificadas ou em que a
identificacdo ndo seja perceptivel; amostras lipémicas, hemolisadas ou ictéricas, consoante a
andlise a realizar; amostras de sangue total coaguladas ou com micro-coagulos; sempre que a
amostra ndo apresente volume suficiente para a analise e amostras em que os resultados

sugiram que ha interferéncia, mas que esta nao tenha sido identificada anteriormente.
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FASE ANALITICA

Esta fase engloba todo o processo analitico desde a execucdo analitica pelos
equipamentos automatizados ou pelas técnicas manuais até a validacdo técnica dos resultados.

O controlo de qualidade interno (CQI) é aplicado em todas as etapas do processo.

cal PROCESSAMENTO VALIDAGAO
ANALITICO ANALITICA

Antes do processo analitico é realizado nos varios equipamentos o controlo de

qualidade interno. Este é validado segundo as normas descritas pelas Instrugcdes Técnicas (IT).

O processamento analitico é realizado seguindo as determinacGes especificas de cada

equipamento, pela bula de cada técnica ou pela IT respectiva.

A preparacdo, utilizacdo, seguranca e conservacdo dos reagentes assim como a

calibracdo analitica a executar esta descrita nas bulas ou IT respectivas.

A aceitacdo ou rejeicdo dos resultados analiticos é analisada segundo a leges artis
(“leis da arte médica”). S@o verificados numa primeira fase a conformidade das condigdes de
execucao dos procedimentos, a conformidade com o Manual de Boas Préticas Laboratoriais
(MBPL) e se h& conformidade entre os resultados obtidos pelas amostras controlo
relacionando-os com os limites definidos para a técnica analitica. Se ha conformidade entre
todos os pontos referidos anteriormente, podem ser aceites os resultados analiticos, validando-

0s. Se ndo se verificar qualquer um dos pontos é realizada a repeticdo da analise em causa.

28



A. HEMATOLOGIA

E a area das analises clinicas onde s&o estudados os parametros fisioldgicos relativos
aos elementos figurados do sangue (glébulos vermelhos, globulos brancos e plaquetas) e
orgdos hematopoiéticos, analisando se ha normalidade de valores ou por outro lado se ha

valores patologicos a ter em conta.

A amostra utilizada nos equipamentos de hematologia € sangue colhido em tubo de
EDTA para a realizacdo de hemograma, electroforese e hemoglobina glicada (estudo incluido
na seccao de hematologia) e sangue colhido em tubo de citrato para a realizacdo do estudo da
coagulacdo e da velocidade de sedimentacdo. Os tubos de citrato variam na propor¢do de
citrato conforme o estudo. Para a coagulacao a proporcao é de 1:9 (9 volumes de sangue para

1 de citrato) e na VS a proporc¢éo é de 1:4 (4 volumes de sangue para 1 de citrato).
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1. Equipamentos

1.1. Advia 2120i, com médulo de veterinaria

O funcionamento deste equipamento (Figura 2) é bastante simplificado, uma vez que o
processamento da amostra € automatico, permitindo aumentar o rendimento. Outro beneficio
deste aparelho é a integracdo do mddulo de veterindria, que permite também de forma
automatica analisar amostras de animais. Este equipamento tem a capacidade de analisar 120

amostras por hora.

Antes de analisar a amostra esta é

identificada assim como o0s testes a serem

realizados. A amostra pode ser analisada por
aspiracdo automaética, em tubo fechado ou em
tubo aberto. Este equipamento apresenta cinco j =
camaras onde ocorre a reacgdo citoquimica da 5

amostra e dos reagentes_ A camara de reacgéo de Figura 2 — Representacdo do equipamento Advia 2120i.

Adaptado de
: https://www.healthcare.siemens.pt/hematology/systems/advi
Hemogloblna, BASO' RBC’ RETIC e Perox. a-2120-hematology-system-with-autoslide.

A medicdo e dispersao celular é realizada pela dispersdo e absor¢do de luz promovida
pela lampada de tungsténio-alogénio localizada no fluxo Perox. No canal RBC é utilizado um

diodo de laser que foca o fluxo celular dos glébulos vermelhos.

Utiliza como coloracdo a peroxidase que permite uma boa diferenciacdo dos varios
tipos celulares. E feita uma diferenciacfo citoquimica entre as células da linhagem mieléide e
linfoide e a contagem exacta das plaquetas, permitindo excluir falsos diagnosticos provocados

por glébulos vermelhos microciticos ou pelos fragmentos celulares.

Sdo avaliados na contagem sanguinea completa (CBC): WBC (glébulos brancos -
GB), RBC (glébulos vermelhos - GV), HGB (hemoglobina), HCT (hematdcrito), MCV
(volume corpuscular médio), MCH (hemoglobina corpuscular média), MCHC (concentracdo
média de hemoglobina corpuscular), RDW (coeficiente de dispersdo eritrocitaria), HDW
(distribuicdo de hemoglobina), CH, CHDW e PLT (plaquetas). Os resultados diferenciais de
neutrdfilos, linfocitos, mondcitos, eosindfilos, basofilos e LUC sdo avaliados resultado
absoluto e em percentagem. Os resultados plaquetéarios englobam: Plagquetas, MPV, PDW e
PCT. Ao nivel dos resultados dos reticuldcitos sdo avaliados a % de reticuldcitos, #RETIC,
MCVr, CHCMr e CHr.
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Os resultados morfoldgicos séo avaliados no canal WBC (GB) e RBC (GV). O canal
WBC avalia os desvios a esquerda, os linfécitos atipicos, a presenca de blastos, 0s
granuldcitos imaturos e a deficiéncia em mieloperoxidase. O canal RBC avalia a anisocitose,
macro e microcitose, HC VAR, hipocromia, sombras de GV, NRBC, aglomerados

plaquetérios e plaquetas gigantes.

Para este aparelho sdo fornecidos 3 niveis de controlo, baixo, normal e alto. Estes
controlos s&o usados diariamente, sendo um dos niveis usado no inicio do dia de trabalho e o
outro de 20 em 20 amostras. O controlo normal é sempre utilizado e mensalmente varia-se

entre controlo baixo e alto.

Os globulos vermelhos (GV) com tamanho normal sdo classificados como

normocitcos. A este pardmetro corresponde ao Volume Globular médio (VGM). E
representado pela férmula: VGM (fL) = % (Ht corresponde ao Hematocrito em L/L e GV em

10%2/L). As alteracdes de tamanho dos glébulos vermelhos que estdo na origem de patologias
sdo a microcitose e a macrocitose (tabela 2). Pode-se verificar ainda uma anisocitose quando
existem GV microciticos e macrociticos, podendo haver predominio de um deles, apesar de

valores normais.

Tabela 2 - Situagbes patoldgicas associadas as alteracdes de tamanho dos Globulos
Vermelhos

Alteracéo ao tamanho dos GV Situacgdes patoldgicas associadas

Anemia por deficiéncia em ferro; Anemia
Microcitose: GV diminuem de tamanho com siderobléastica; Anemia da doenca crénica;
VGM < 80fL. Talassémias; Intoxicacdo por chumbo e
Deficiéncia em vitamina B6.

Anemia megaloblastica; Anemia aplésica; Doenca
Macrocitose: GV aumentam de tamanho hepatica; Cirrose; Alcoolismo crénico; Sindromes
com VGM > 96 fL. mielodisplasicas e como consequéncia do

tratamento com quimioterapia.
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Para analise da série eritrocitaria também é utilizado o coeficiente de dispersao
eritrocitaria, que avalia a distribuicdo do volume eritrocitarios. Resultados superiores a 14,5%

sdo indicativos de anisocitose.

Os globulos vermelhos que ndo apresentam alteracdes de cor sdo classificados como
normocrémicos. A cromia é avaliada pela Concentracdo de hemoglobina globular média

(CHGM), ou seja, é a concentracdo média de hemoglobina de um individuo por glébulo
vermelho. E expressa pela formula: CHGM (% = ﬁ—i (Hb corresponde a hemoglobina em

g/dl). Na tabela 3, estdo descritas as patologias associadas as alteragdes de cromia.

Tabela 3 — Situagdes patoldgicas associadas a alteracdo de cor dos Glébulos Vermelhos

Alteracdo a cor dos GV Situacgdes patoldgicas associadas

Hipocromia: diminuicao da concentragao de Anemia da doenca cronica; Deficiéncia em ferro e

hemoglobina nos GV com CHGM < 32¢g/dl. Talassémias.

N&o existe hipercromia, mas sim esferocitose (alteracdo de forma dos glébulos
vermelhos). Pode ser verificada uma anisocromia, quando estdo presentes glébulos vermelhos
hipocromicos e normocrémicos. Esta situacdo é associada a anemias sideroblasticas, anemias
por deficiéncia em ferro em tratamento ou doencas inflamatdrias em desenvolvimento ou

regressao.

Outro parametro a ter em conta nos indices eritrocitarios é a Hemoglobina Globular

média (HGM), ou seja, o peso médio de hemoglobina num glébulo vermelho médio por

individuo. E representado pela formula: HGM (pg) = 22

b
GV’
A alteracdo da forma dos Globulos vermelhos é designada de poiquilocitose. Acontece
quando os globulos vermelhos apresentam formas muito variadas e esta associada a anemias
ferropénicas, anemias megaloblasticas, anemias hemoliticas, talassémias e mielofibrose. Na
tabela 4 é realizada a associa¢do entre as patologias que resultam da forma alterada dos

glébulos vermelhos.
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Tabela 4 — Situagdes patoldgicas associadas a alteracdo de forma dos Globulos Vermelhos

Alteracdo a forma dos GV

Situagdes patoldgicas associadas

Esferocitos

Esferocitose hereditaria; Doenga hemolitica do recém-
nascido (por incompatibilidade ABO); Reacgéo a
transfusdo sanguinea; Anemia hemolitica auto-imune e
Queimadura grave (com a presenca de

microesferdcitos).

Eliptdcitos

Eliptocitose hereditaria; Anemia megaloblastica;

Anemia ferropénica e Talassémia.

Estomatdcitos

Estomatocitose hereditaria; Alcoolismo e cirrose
alcodlica; Doenca hepatica obstrutiva e Desequilibrio

electrolitico.

Pinch cells ou Knizocytes

Anemia hemolitica; Hemoglobinopatia e Pancreatite.

Diandcitos ou Target cells

Hemoglobinopatia; Talassémia; Drepanocitose;
Doengas da Hb C ou SC ou S (B-talassémia); Doenga
hepética; Anemia ferropénica; Anemia hemolitica e

apos esplenectomia.

Drepandcitos ou células falciformes

Anemia falciforme; Doenca da Hb S (homozigotia) e

Hemoglobinopatia.

Acantécitos ou Spur cells

Acantocitose hereditaria (abetalipoproteinémia);
Anemia a “spur cells”’; Doenca hepética; Apos
esplenectomia; Ma absorcao lipidica e Anorexia

nervosa.

Equindcitos

Insuficiéncia renal; Urémia e Carcinoma do estdmago.

*Podem representar artefactos.

Dacridcitos

Talassémia; Anemia ferropénica; Anemia
megalobléstica; Mielofibrose; Esplenomegélia e
Doenca renal.

Queratindécitos

Anemia hemolitica microangiopética; Coagulacao
intravascular disseminada (CID) e Anemia hemolitica

secundaria a implantes.

Esquisdcitos

Anemia hemoliticassecundaris a implantes; Anemia
hemolitica microangiopatica; Coagulacao intravascular
disseminada (CID); Talassémia e Queimadura grave.
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Os GV podem ainda ter outras alteracbes que ndo sejam propriamente a sua

conformagdo de que sdo exemplo as inclusdes eritrocitarias, como demonstrado na tabela 5.

Tabela 5 — Situagdes patoldgicas associadas as inclusées eritrocitarias

Inclusoes eritrocitarias dos GV

Pontuado basdfilo: granulos finos e
redondos azul-arroxeados por todo o GV

Anel de Cabot: inclusdo ovalada num GV

com coloragdo vermelho-violaceo.

Corpos de Howell-Jolly: inclusdes redondas
bem visiveis e que coram de azul escuro/

purpula.

Corpos de Heinz: inclusGes que se
encontram junto a membrana que podem

levar a sua hemdlise.

Inclus6es de Hb H: tetrameros das cadeias 3
e sao caracterizados por varias inclusoes

esféricas.

Cristais de Hb C: inclusdes angulares ou em
forma de roda e podem ser localizados intra

ou extracelularmente.

Corpos de Pappenheimer: granulos

formados de depdsitos de ferro, que se dispde

em grupos a periferia dos GV e sdo altamente

basofilos.

Situacgdes patoldgicas associadas

Perturbages da eritropoiese; Intoxicagéo por
chumbo; Alteracdo da biossintese da Hb;
Talassémia; Drepanocitose; Anemia
megalobléstica; Anemia sideroblastica; Doenca

hepética e Infeccéo bacteriana severa.

Anemia perninciosa e Intoxicacdo por chumbo.

Atrofia esplénica ap0s a esplenectomia; Anemia
megalobléstica; Anemia ferropénica e Anemia

hemolitica.

Deficiéncia em G6PD e outras enzimopatias dos
GV; Anemia hemolitica secundaria a intoxicacdo
com drogas oxidantes e Hemoglobinopatia (-
talassémia).

Doengas da hemoglobina H (a-talassémia);
Doencas da hemoglobina H, adquirida (sindrome
mieloproliferativo ou mielodisplésico) e Anemia

siderobléstica refrataria.

Doenca da hemoglobina C nos homozigéticos e
nos heterozigotos Hb SC.

Anemia sideroblastica; Anemia por sobrecarga de
ferro; Anemia hemolitica; Talassémia;

Hipoesplenismo e apds esplenectomia.
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Quando a distribui¢do dos glébulos vermelhos sdo consideradas como alteragdes 0s
rouleaux e a aglutinagdo, como demonstrado na tabela 6.

Tabela 6 — SituacGes patologicas associadas a alteracdo de distribuicdo dos Globulos
Vermelhos

Alteracéo a distribuicédo dos GV Situagdes patologicas associadas

Rouleaux: empilhamento dos glébulos Aumento das proteinas plasmaticas (fribrinogénio
vermelhos que tem como consequéncia o e globinas) na gravidez; Inflamagéo; Infeccéo e

aumento da VS. Mieloma.

Aglutinacao: amontoados irregulares de GV Exposicao a variados anticorpos; Anemia
devido a ligacdo dos anticorpos aos hemolitica auto-imune e Doenca das aglutininas

antigénios membranares. frias — crioaglutininas.

Ainda na série vermelha sdo avaliados os reticuldcitos. Quando ha aumento da
eritropoiese  ha aumento de reticulécitos no sangue periférico e consequentemente
eritroblastos. Na anemia hemolitica do recém-nascido em que h& incompatibilidade feto-

maternal de Rh, existem varios eritroblastos.

Os glébulos brancos (GB) — leucdcitos, sdo avaliados pela formula leucocitaria que
pode ser representada por valores em forma absoluta ou relativa. A férmula leucocitaria avalia

os neutrofilos, linfocitos, mondcitos, esosinofilos e baséfilos.

A linhagem granulocitica € composta por: mieloblasto; promieldcito; mieldcito;
metamieldcito, neutréfilo em banda e neutrofilo segmentado. Os neutréfilos podem ser
classificados pela sua segmentacéo, isto €, hiposegmentacdo com desvio a esquerda, em que 0
neutréfilo se encontra em banda ou tem dois l6bulos, ou hipersegmentacdo com desvio a
direita em que o neutréfilo pode apresentar desde 4 a 6 I6bulos. As alteracbes morfoldgicas
que os neutrofilos podem apresentar sdo: granulagdes toxicas, corpusculos de Ddhle, Pseudo-
Pelger_Huét, vacuolizacdo tdxica, hipersegmentacdo e gigantismo celular. As alteracdes
guantitativas dos globulos brancos também estdo associadas a patologias, como demonstrado
na tabela 7.
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Tabela 7 — Situacdes patoldgicas associadas as alteraces quantitativas dos Globulos Brancos

AlteracGes quantitativas dos GB Situacgdes patoldgicas associadas

Causa primaria
a. Hereditéaria;
b. Idiopatica cronica;
Neutrofilia: aumento do nimero de c. Outros.
neutrofilos circulantes. . Causa secundaria
a. Infeccéo;
b. Inflamacéo cronica;

c. Neoplésica (leucemia miel6ide cronica).

Congénita
a. Sindrome Kostmann’s.
Adquirida

a. Induzida por drogas anti-inflamatorias ou

Neutropénia: diminuigdo do nimero de

- . anti-bacterianas.
neutrofilos circulantes.
Imune
a. LES - Lupus eritomatoso sistémico.
Infecciosa

a. HIV.

Sdo alteragdes quantitativas dos eosindfilos, a eosinofilia, com o aumento do nimero
de eosindfilos no sangue periférico. Este aumento tem como causas as situagdes de doenca
alérgica, doencas parasitarias e também acontece na recuperacdo de uma infeccdo aguda. A
linhagem granulocitica é composta por: promieldcito eosindfilo; mieldcito eosinoéfilo;

metamielécito eosindéfilo.

Os basofilos tém a funcdo de intervir no processo de inflamacdo aguda e nas reaccGes
de hipersensibilidade. A linhagem granulocitica é composta por: promieldcito basdfilo;
mieldcito basofilo e metamieldcito basofilo.

As alteragBes quantitativas dos linfdcitos sdo a linfocitose, quando ha aumento do
namero de linfocitos em circulagcdo. Este aumento esta associado a infecgdes agudas de
origem viral ou bacteriana; a infeccBes crénicas (como a tuberculose) e estar associado a
causas primarias, como a leucemia linfoblastica aguda ou o linfoma ndo-Hodgkin. Os

linfocitos intervém na resposta imunolégica humoral através dos linfocitos B e na resposta
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imunolégica celular através dos linfécitos T. A linhagem linfocitica é composta por:

linfoblasto; prolinfdcito; pequeno linfécito e grande linfdcito.

As alteragBes quantitativas dos mondcitos sdo a monocitose, quando ha aumento do
numero de monacitos na circulacdo. Este aumento é devido a infecgdes bacterianas cronicas,
doencas do tecido conectivo (artrite reumatoide) ou devido a infec¢bes por protozoarios. Os
mondcitos tém como fungdes a quimiotaxia, a fagocitose, a resposta inflamatéria e imunitaria,
a actividade antitumoral e a regulacdo da hematopoiese. A linhagem monocitica € composta

por: monoblasto; promondcito e mondcito.

As alteragOes quantitativas das plaquetas sdo a trombocitose e a trombocitopenia.

Estas sdo associadas a algumas situac6es patoldgicas, como demonstrado na tabela 8.

Tabela 8 — SituacGes patoldgicas associadas as alteracdes quantitativas das plaguetas

Alteragdes quantitativas das plaquetas Situagdes patologicas associadas

Trombocitose: aumento do nimero de . Doencas mieloproliferativas e Doengas

plaquetas circulantes. inflamatdrias crénicas.

Diminuicao de plaquetas e megacaridcitos
a. Infiltracdo da medula 6ssea; Linfoma e
Infeccéo viral.
Trombocitopénia: diminuicao do numero de JAANN ol (oNe EXe U= To R CR ] ELIEES
plaguetas circulantes. a. Aumento do consumo e Patologias imunes
OU ndo-imunes.
Aumento do sequestro esplénico

a. Esplenomegalia.

Sdo alteracbes qualitativas das plaquetas a anisocitose plaquetaria, os agregados
plaquetarios, a desgranulacdo e o satelismo plaquetario. A linhagem plaquetéaria ou
megacariocitica ¢ composta por. megacarioblasto; megacariécito basofilo; megacariécito
granuloso; megacariocito plaquetério e plaqueta. As plaquetas tém a funcdo de proteccdo do
endotélio vascular, intervém na formacdo do rolhdo plaquetério e retracgdo do coagulo e no

processo inflamatério.
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Tabela 9 - Valores de referéncia do hemograma no adulto

Parametro

Hemoglobina

Eritrécitos

Hematocrito

VGM
HGM
CHGM

Leucocitos
Neutrdfilo
Eosinofilos
Basofilos
Linfocitos

Monocitos

Plaquetas

Valores de referéncia

Homem: 13,5 - 18 g/dL
Mulher: 12,5 - 16 g/dL

Homem: 4,70x1012 — 6,0 x10%2/L
Mulher: 4,20x1012 — 5,40 x10%/L

Homem: 42,0 — 52,0%
Mulher; 37,0- 47,0%

80-96 fL

27-32 pg

32-36g/dl

11,5-14,5 %

4,0x10"9 — 11,0x10M9/L

1,5x10"9- 6,6 x10"9/L

0,1x10"9 — 1,0x1079/L

0,01x10"9- 0,1x10"9/L

1,5x1079- 3,5x10"9/L

<0,1x109/L

150x109 — 400x10"9/L
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1.2.  Hi-Auto (HA 8160)

Este equipamento (Figura 3) permite quantificar a hemoglobina glicada, assim como
as fraccOes de hemoglobina Al; A2 e F que constituem os resultados apresentados na

electroforese de hemoglobinas.

/7
Apresenta como metodologia a Cromatografia ~ W
—
Liquida de Alta Pressdo (HPLC). Este principio é baseado .
na ligagéo da glicose ao grupo amina terminal da cadeia a l —

que leva a alteragOes na carga total da hemoglobina. A
fraccdo glicada tem assim uma migracdo mais rapida.

Neste aparelho é também promovida a separacdo das

diferentes fraccdes de hemoglobinas pela reducdo das
particulas que se encontram na fase estaciondria Figura 3 — Representagdo do equipamento Hi-
Auto (HA 8160). Adaptado de

H AFi http://www.medicalexpo.com/prod/menarini-
(lOC&“Z&da na coluna cromatograflca). diagnostics/product-79119-628131.html

Este aparelho faz automaticamente a hemolise da amostra a processar. Caso seja
necessario analisar uma amostra com pouco volume ¢é realizada a hemolise manual segundo o
procedimento técnico descrito no manual do equipamento e selecciona-se 0 método de analise

a efectuar.

Sao utilizados dois niveis de controlo, alto e baixo. Estes controlos sdo utilizados
diariamente, sendo um deles utilizado no inicio do dia de trabalho e outro no final. Estes
controlos sdo distribuidos em aliquotas que sdo depois congeladas. A hemdlise € manual e

faz-se quando se procede a analise do controlo.

A avaliacdo da hemoglobina glicada dependente da concentracdo de glucose no
sangue e do tempo médio de vida dos glébulos vermelhos (120 dias). Esta analise representa
valores que antecedem em 6 — 8 semanas a determinacdo do valor de HbAlc. Os valores
normais encontram-se entre 4,0 — 6,0 %. O controlo da diabetes, além da HbAlc é feito pelo
doseamento da glucose no soro e na urina e pela avaliagdo dos resultados da PTOG. Este é um
método de anélise bioquimico, mas neste laboratorio esta incluido na seccdo da hematologia,

uma vez que também nos permite realizar a electroforese de hemoglobinas.

Na electroforese de hemoglobinas sdo avaliadas HbA1, HbA2 e HbF. A obtencédo de
resultados com outras variaveis de hemoglobinas que nédo as descritas ndo séo avaliadas neste

laboratorio. Alteracdes a estas fraccbes de hemoglobinas indicam hemoglobinopatias
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associadas a variantes de hemoglobina como a drepanocitose ou talassémias (B, o €
persisténcia hereditaria da hemoglobina fetal). Sdo valores normais para Hb A1 95-98%, para
a HbA2 2,5% e para a HbF 1%.
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1.3.  Vesmatic 30 Plus

Este aparelho (Figura 4) € utilizado para a medicdo da VS. E um método automatico
que utiliza a metodologia de Westergren, onde sao utilizados tubos especificos, que contém
0,36 ml de citrato de sodio a 0,105 M. o tempo de

realizacdo da andlise é de cerca de 26 minutos para o

valor da 12 hora e de 46 minutos para o valor de 22

hora.

Possui dois niveis de controlo. Nivel de

VEs ManeSS

controlo com valor normal e nivel de controlo com . . v

valor patoldgico. Estes controlos sdo efectuados todos  rigura 4 - Representacio do equipamento Vesmatic

. .. . 30 Plus. Adaptado de
os dias antes de se iniciar a analise das amostras. http://www.medicalexpo.es/prod/diesse-diagnostica-
senese/product-68223-720535.html

Entende-se por VS a velocidade de queda dos elementos figurados do sangue em
suspensdo de plasma durante uma hora. Este processo consiste em trés etapas: a agregacéo,
com a formacédo de rouleaux de glébulos vermelhos; a sedimentacdo, com a queda desses
rouleux a uma velocidade constante e a sedimentacdo final, onde hd acumulacéo dos glébulos

vermelhos no fundo do tubo.

A VS apresenta resultado patoldgico quando ha aumento ou diminuicdo em relacéo ao
valor normal. O valor normal até aos 50 anos € de 10 mm para 0s homens e 13 mm para as
mulheres. Depois dos 50 anos hd aumento da VS por factores fisioldgicos e nesse caso 0s
valores normais para 0s homens sdo 13 mm e para as mulheres 20 mm. Estes valores séo
sempre obtidos apds 1 hora. As situacdes patoldgicas relacionadas com o aumento da VS sao:
infecgBes agudas e cronicas, inflamacGes, doengas reumaticas, anemias, hemdlise, necrose
tecidular e neoplasias. A diminuicdo da VS esta relacionada com as poliglobulias, as
policitémias, a hipofibrinogenémia, a diminuicdo das globinas plasmaticas e situacfes

associadas a poiquilocitose (alteracdo de forma dos glébulos vermelhos).

A VS é afectada por factores globulares (formacdo de rouleaux e alteracBes do
namero, forma e tamanho dos GV), por factores plasmaticos (viscosidade do sangue, aumento
de fibrinogénio ou globinas plasmaticas) e por factores mecanicos (tipo de tubo utilizado,
correcta manipulacdo da amostra, temperatura do aparelho, tipo de anticoagulante, etc).
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1.4.  Sysmex CA 500

Este aparelho (Figura 5) permite avaliar os parametros TP, APTT, INR e o

fibrinogénio. Utiliza um método de deteccdo de luz difusa e um método colorimétrico.

Como controlos s&o utilizadas uma Pool
patoldgica (INR > 2,0) e uma Pool 100%. Estas Pool’s
sdo realizadas nos laboratorio a partir de plasma dos
nossos doentes, garantindo assim um controlo mais
apertado. Estas Pool’s sdo congeladas e utilizadas
diariamente no inicio do dia e sempre que se utilize um
novo reagente com nova hidratacdo. Caso haja pedidos de

fibrinogénio é realizado controlo com Citrol 1.

Mensalmente s&o realizados Citrol 1, 2 ou 3 e sempre que
é feita a calibracdo do tempo de protrombina (TP), sd0 Figura5 - Representacio do equipamento Sysmex
CA 500. Adaptado de

realizados os trés niveis. Os valores de desvio padrdo te:/www.mediab.com.cy/index.php/products/iab-
automation/hemostasis/diamond-sysmex-

coagulation-ref

utilizados séo os facultados pelo fornecedor.

A hemostase é dividida em hemostase primaria, secundaria e terciaria. A sua avaliacdo

ocorre através da via intrinseca, via extrinseca e via comum.

Na hemostase primaria ocorre a formacéao de trombo pela adesdo de plaquetas no local

de lesdo.

A hemostase secundaria é caracterizada pelo processo de coagulagdo, que ocorre pela

via intrinseca, via extrinseca e via comum (Figura 6).

A via instrinseca é avaliada pelo tempo de tromboplastina parcialmente activada
(APTT). Caracteriza-se pelo tempo que demora a recalcificacdo do plasma citratado e pobre
em plaquetas, na presenca de fosfolipidos e de um activador de superficie (caulino, celite ou
silica micronizada). Através do APTT sdo avaliados os factores VIII, 1X, XI, XIlI, X, V, a
protrombina e o fibrinogénio. Esta analise é utilizada no controlo da terapéutica com heparina
e na deteccdo de deficiéncias congénitas ou adquiridas relacionadas com estes factores,

nomeadamente a doenga do factor de von Willebrand, a Hemofilia A e B.

A via extrinseca é avaliada pelo tempo de protrombina (PT). E caracterizada pelo

tempo que demora a formacgdo do coagulo de fibrina, ou seja, € o tempo que demora a
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recalcificacdo do plasma citratado e pobre em plaguetas na presenca de elevada quantidade de
tromboplastina e ides de célcio. Permite avaliar a via extrinseca e comum da coagulago,
nomeadamente os factores VII, X, V, a protrombina e o fibrinogénio. Serve para controlar os
utentes que necessitam de anticoagulantes orais, além de ser uma andlise de rotina que
permite avaliar o sistema de coagulacdo do utente por exemplo caso este necessite ser
operado. As patologias associadas a alteracbes de PT sdo: doenca hemorragica do recém-
nascido, deficiéncia de vitamina K ou tratamento com seus antagonistas, deficiéncias

congénitas associadas aos factores a cima descritos e coagulacdo intravascular disseminada.

VIA INTRINSECA VIA EXTRINSECA
Xl (Fator de Hageman) Lesao tecidual
Ca"cfe‘"a‘) l Coldgeno HMWK (CAPM)
Pré-calicreina. Xlla Fator Tecidual

(Tromboplastina)
il

X —> Xa X
Trombina /
(lla)
X

IXa ¥ Inibidor da Via attori eorhe)

do Fator Tecidual (IVFT) Vila
Vil —> Villa — e

Trombina X
(la) TN
+

Trombina
(lla)

Ty
V ————> Va \\Eaﬂ:{

I —> la

(Protrombina) Xilla

Superficie
__ do fosfolipideo

( )caz
)

Alivo Fibrinogénio  Fibrina -Fxb_nna com
Inativo o (la) | ligagao cruzada
VIA COMUM

Figura 6 - Representacdo da cascata da coagulagdo. Adaptado de
Robinns, Patologia Basica 2013.

Na monitorizacdo da terapéutica com antagonistas da vitamina K, avalia-se o tempo de

protrombina em segundos — International Normalised Ratio (INR). Este é calculado pela

razéo: INR = (%)’5’ , onde MNPT corresponde aos valores de PT obtidos em amostras

normais e ISI corresponde ao indice de sensibilidade internacional.
A via comum é avaliada pelo valor directo do Fibrinogénio. E nesta via que a trombina
degrada o Fibrinogenio com libertacdo de mondmeros fibrina. Também a trombina promove a

activacdo do factor XIIl que estabiliza os polimeros de fibrina. Avalia 0 processo de

transformacéo de fibrina e a via da trombina.
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A Ultima etapa é a hemostase terciéria, onde ha destruicdo do codgulo de fibrina para
evitar a oclusdo dos vasos sanguineos. Esta via pode ser avaliada atraves de D-dimeros (esta

analise néo é realizada no nosso laboratério).
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2. Técnicas manuais

2.1. Grupo sanguineo — Método Beth-Vicent

E um método de aglutinagio entre anticorpo e antigénio. S&o utilizados os reagentes
anti-A e anti-B e a amostra utilizada é sangue total colhido em EDTA. O resultado deriva da

aglutinacdo formada pela adi¢cdo de sangue aos reagentes.

A determinagdo do grupo ABO consiste na presenca a superficie dos glébulos
vermelhos de antigénios A e B e de anticorpos no soro anti-A e anti-B, que sdo determinados

pelo cromossoma 9.

Assim para 0 grupo sanguineo A, as células apresentam antigénio A e soro com
anticorpo anti-B. No grupo sanguineo AB, apresenta antigénio A e B e ndo apresenta
anticorpos. No grupo sanguineo 0, ndo apresenta antigénios e tem anticorpos anti-A e anti-B.

2.1.1. Factor Rh

Para o factor Rh, o processo é semelhante ao descrito anteriormente, apenas utiliza-se

como reagente o anti-D (IgG + IgM).

Para a confirmacdo do factor Rh , é utilizado o Card da casa comercial DIAMED/BIO
RAD.

Prepara-se uma suspensao de células a 5% (50 pl de sangue + 0,5 ml de ID-Diluent 1),
que vai a incubar 10 minutos & temperatura ambiente. Coloca-se 10 pl no Card ID-GEL

ANTI-D seguindo-se a centrifugacéo na centrifuga DIAMED e fazer a leitura dos resultados.

2.1.2. Factor Du

E preparada uma suspensio de 3-5% GV a testar que devem ser previamente lavados
com soro fisiologico 3-4 vezes (adicionar por exemplo 50 pl de GV a 950 ul de soro

fisiolégico).

Num tubo devidamente identificado € colocada uma gota de reagente anti-D e uma
gota da solucdo anteriormente preparada. Deve-se misturar e incubar a 37°C durante 15

minutos.
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Lavar com soro fisioldgico duas vezes rejeitando completamente o sobrenadante na

ultima lavagem.

Adicionar 2 gotas de globina anti-humana de Coombs, misturar bem e centrifugar a

1000 rpm durante 20 segundos.

Agitar o tubo com cuidado e verificar macro ou microscopicamente a existéncia de

aglutinacdo (Du positivo).

2.2. Teste de Coombs

E utilizado um método de centrifugacio em gel, com o Card I1D- LISS/COOMBS. Os
reagentes sdo 1D DIA-CELL | e ID DIA-CELL Il e a cada um é adicionado sangue total com
EDTA.

Este teste serve para avaliar os anticorpos circulantes que actuam contra os glébulos

vermelhos levando a hemdlise.

E utilizado nas mulheres gravidas na deteccdo de anti-D em mies Rh™ ou antes de ser

realizada uma transfusao sanguinea.

2.3. Estudo morfoldgico de sangue periférico

Para efectuar o esfregaco (Figura 7) deve-se colocar uma gota de sangue na
extremidade de uma lamina limpa. Com o auxilio de outra lamina a formar um angulo de 45°
apoiar na gota e de maneira firme e com movimento uniforme espalhar a gota até esgotar o
sangue. O esfregaco deve ser fino e conter cabeca e cauda e corpo. E no centro que vAo estar
agrupados os pequenos linfocitos e nas bordas irdo estar as células monociticas e
granulociticas. Deve-se deixar secar bem ao ar antes de fazer a coloragdo, para evitar

contaminacéo e perda dos elementos figurados do sangue.

E utilizada a coloragdo Hemacolor-Merck. Colocar as 1aminas na Solucdo Hemacolor
1 por 5 vezes durante 1 segundo; de seguida na Solucdo Hemacolor 2 por 3 vezes durante 1
segundo; posteriormente na Solugdo Hemacolor 3 por 6 vezes 1 segundo e finalmente na
Solugdo Tampéo (diluicdo de 1 ampola de Titrisol pH 7.2 com &gua destilada até perfazer

1000 ml) durante 45 segundos. Deixar secar ao ar e observar ao microscopio.
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Figura 7 — Representagdo da execugdo de esfregaco de sangue periférico.
Adaptado de http://biologia206.blogspot.pt/2011/07/tecnica-de-
esfregaco-de-sangue.html

2.4. Micrométodo — VS

E utilizado quando a quantidade de amostra ndo ¢ suficiente para os tubos de citrato

que sdo utilizados no aparelho automatico.

Faz-se uso de uma micropipeta, onde é pipetado citrato sodio até a primeira marca (70
na escala de leitura) e pipetado sangue total (colhido com EDTA) até a ultima marca. O
conteddo total da micropipeta deve ser escoado sobre uma lamina de vidro de modo a

misturar bem o citrato com o sangue, voltando a pipetar até a marca 0 da escala de leitura.

A micropipeta é colocada num suporte adequado e os resultados s&o lidos apés 1 hora.
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B. MICROBIOLOGIA

Na seccdo de Microbiologia sdo analisados todos os produtos bioldgicos, para a
pesquisa de bactérias, fungos ou parasitas. E nesta area também que se testa a sensibilidade de

determinados microrganismos aos antibiéticos, quando identificados em cultura.

Os produtos bioldgicos analisados nesta seccdo sdo principalmente fezes, urinas e
exsudados. Na urina é feita sementeira em placa para a verificacdo de infeccdes bacterianas
ou micologicas, variando o método de trabalho consoante o que é prescrito. Os exsudados
consoante 0s seus tipos também sdo feitos em diversas sementeiras (consoante a prescricao

médica), para posteriormente identificarmos o microrganismo causador de infec¢éo.

E uma seccdo onde a maioria do trabalho ainda é manual. Todos os produtos
bioldgicos sdo semeados nas diversas placas manualmente, assim como a observacédo do seu

crescimento em placa e posterior decisao € feita pelo Técnico de Analise ou pelo Especialista.

A Unica automatizacdo desta seccdo consiste no equipamento Vitek 2 Compact, que
apos todo o processo referido acima é utilizada para a identificacdo de patogenes e realizagdo

de antibiogramas para testar a sensibilidade aos antibiéticos.
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1. Equipamentos
1.1. Vitek 2 Compact

E neste aparelho (Figura 8) que se procede a identificacdo das estripes obtidas através
do crescimento em placa e onde sdo realizados o0s

antibiogramas. \

No Biolabor, este aparelho é utilizado na identificacéo @-[
de Cocos Gram Positivos e Negativos, Bacilos Gram Positivos ~— ~ \_ﬁ.

e Negativos e Leveduras. O resultado pode dar origem a E 3

identificacdo de uma unica espécie com boa discriminacdo ou Figura 8 - Representagio  do

. ~ , - equipamento  Vitek 2  Compact.
pode dar origem a um padrdo de espécies que podem estar adaptado de http:/fwww.biomerieux-

estritamente relacionadas, neste caso é necessario realizar testes e comiemealhielc2heclieare

suplementares para chegar a identificacdo correcta da espécie. Deve-se sempre também ter em
conta o resultado obtido do crescimento em placa antes da identificacdo, assim como a
historia clinica do utente. Podemos também ndo obter nenhuma identificacdo, neste caso deve
ser repetido todo o procedimento, algumas vezes até pode ser necessario a colheita de uma
nova amostra, pois este resultado pode surgir de uma contaminacdo, mau manuseamento da

amostra ou ma execucdo do procedimento técnico.

Existem cartas especificas utilizadas para a identificacdo. GP é utilizada para todos os

Gram Positivos, GN para todos os Gram Negativos e YST para as leveduras.

Os antibiogramas podem ser realizados na mesma altura
que a identificacdo, como demonstra a figura 9, a primeira
carta, com a palhinha azul é para a identificacdo e a segunda é

fVITEK 2

para o antibiograma da estirpe identificada. Na terceira posi¢édo
apenas estd a carta de antibiograma, uma vez que ja foi

determinada a espécie, por exemplo, Escherichia coli é

identificada pelas placas de crescimento, pois tem cor e textura

Figura 9 — Representacdo das cartas de
identificacdo e antibiograma. Adaptado de

;. . . - https://www.biomerieuxuniversity.com/vite
laboratorio apenas no caso de E. coli se realiza o antibiograma  k-2-compact-test-card-setup.html

caracteristica no meio cromogénico utilizado. No nosso

sem fazer identificagéo através das cartas de identificacéo.

Para realizacdo de antibiogramas as cartas utilizadas sdo ASTNZ244, quando sé&o

identificados Gram Negativos; ASTP 586, quando identificados Gram Positivos,
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nomeadamente no caso de Enterococcus spp. e Streptococcus spp.; ASTP619, quando

identificados Gram Positivos, como no caso de Staphylococcus spp..

No resultado do antibiograma s&o apresentadas as susceptibilidades aos antibi6ticos
formalizados nas cartas e € da responsabilidade do especialista a escolha de quais os
antibioticos apresentar ao médico, tendo em conta qual o produto que foi analisado e claro a

resisténcia/sensibilidade que o organismo apresenta perante 0s antibioticos.

Para controlo do equipamento séo realizadas mensalmente 3 a 4 estirpes de bactérias
(ATCC), para os processos de identificacdo e de teste de sensibilidade aos antibidticos (TSA).
E também a partir destas estirpes que se fazem laminas para o controlo da coloragdo Gram.

Para a identificagdo, é utilizado o ATCC de Streptococcus thermophilus para a
identificacdo Gram (+); o ATCC de Enterobacter cloacae para a identificacdo Gram (-) e

ATCC de Campylobacter para identificacdo NH.

No teste de sensibilidade aos antibioticos, é utilizado o ATCC de Escherichia coli para
a carta AST N244; o ATCC de Staphylococcus aureus para a carta AST P619 e ATCC de
Enterococcus faecalis para a carta AST P586.
As amostras de micobacteriologia e parasitologia séo utilizadas para fazer laminas de

controlo a coloracdo de Ziehl.
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2. Técnicas manuais

2.1. Exame micoldgico

Para todas as amostras o exame micoldgico directo permite observar ao microscopio
leveduras e filamento do miceélio. Pode ser feita a coloracdo de Gram ou Giemsa, para
observar a presenca de elementos fungicos ou a prepara¢do com Tinta-da-china que coloca em
evidéncia as cépsulas de Cryptococcus neoformans (técnica utilizada para LCR e outros

liquidos patologicos).

2.1.1. Amostras de urina

O exame micoldgico directo da urina tem procedimento idéntico para as amostras de
fezes, expectoracdo ou exsudados. E realizada a conjugacdo de uma gota de produto
patoldgico ou sedimento com soro fisiolégico.

No exame micologico cultural é realizada a inoculacdo de 10 pl de urina sem
centrifugacdo em meio Gelose Sabouraud Gentamicina Cloranfenicol (GSGC).

2.1.2. Amostras de fezes

No exame micologico cultural de fezes moldadas é realizada uma suspensdo com 1 ml
de soro fisioldgico e sao inoculados 125 pl dessa suspensdo em GSGC.

No exame micoldgico cultural de fezes liquidas é realizada a suspensdo com 1 gota de
fezes e 4 ml de soro fisioldgico e sdo inoculados 200 ul dessa suspensdo em GSGC.

2.1.3. Amostras de expectoracao

Para 0 exame micoldgico cultural de amostras de expectoracdo ou de pus € realizada a
inoculagéo da amostra directamente em meio GSGC, em duplicado.

As infeccBes pulmonares sdo causadas por Blastomyces dermatitidis; Coccidioides
immitis; Coccidioides posadasii; Histoplasma capsulatum; Paracoccidioides brasiliensis e
Penicillium marneffei. Estes sdo fungos dimérficos.

2.1.4. Exsudados

No exame micoldgico cultural de exsudados é utilizada a zaragatoa directamente para
realizar a sementeira em meio de GSGC.

2.1.5. Faneras

Para o exame micoldgico directo de amostras de unhas, cabelos e pélos, o exame
micologico directo realiza-se ap0s a clarificagdo com KOH a 20%, antes de observar ao

microscopio.
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Para 0 exame micologico cultural de faneras € realizada a sementeira directamente da
amostra em meio GSGC, em duplicado. Um dos meios serve para a identificacdo de fungos
de crescimento rapido e leveduras e o outro meio serve para a identificacdo de dermatofitos
(fungos de crescimento mais lento).

As infeccBes micoldgicas das unhas sdo denominadas de onicomicoses. Os principais
agentes responsaveis sdo: Scopulariopsis brevicaulis; Acremonium spp. e Aspergillus spp,
como fungos dermatéfitos e Alternaria; Curvularia; Penicillium e Trichosporon, como

fungos ndo-dermatofitos.

As infeccdes da pele causadas pelos fungos podem ser divididas em 3 tipos. Os
Eumicetomas onde actuam os agentes: Madurella; Exophiala dermatitidis; Exophiala
jeanselmei; Acremonium e Pseudallescheria boydii. A Esporotricose de que é responsavel o
Sporothrix schenckii. Finalmente a Cromoblastomicose tem como agentes causais:

Cladophialophora; Phialophora verrucosa; Fonsecaea pedrosoi e Fonsecaea compacta.

2.2. Exame parasitoldgico

2.2.1. Amostras de urina

E utilizado o sedimento ap6s centrifugacio e observa-se ao microscopio com ou sem
adicdo de uma gota de Lugol. Também pode ser realizada a coloracdo Hemacolor-Merck, que
permite distinguir melhor a morfologia parasitaria

No sedimento urinario o parasita mais frequentemente encontrado é a Trichomonas
vaginalis.

2.2.2. Amostras de fezes

Inicialmente deve-se confirmar na amostra a presenca de parasitas a olho na.

A amostra deve ser retirada de varios locais com uma espatula e juntar em tubo de
vidro com soro fisiolégico e agitar. Deve-se colocar num novo tubo % da suspensdo e
adicionar umas gotas de acido acético e um pouco de éter. O tubo deve ser agitado e
centrifugado. E rejeitado o sobrenadante e o sedimento é observado ao microscopio
directamente ou com a adi¢do de uma gota de Lugol.

Se as fezes sdo diarreicas € realizada observacéo directa em lamina com a coloracao
Hemacolor-Merck e Ziehl-Neelsen modificada.

Nas amostras de fezes € realizada a pesquisa de ovos, quistos e parasitas. Os parasitas

mais comuns neste tipo de amostra sdo: Entamoeba histolytica; Entamoeba coli; lodamoeba
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butschlii; Cryptosporidium parvum; Cyclospora cayetanensis; Enterocytozoon bieneusi;
Isospora belli; Giardia intestinalis; Balantidium coli; Ascaris lumbricéides; Trichuris
trichiura; Enterobius vermicularis; Necator americanus; Strongyloides stercoralis;
Schistosoma mansoni; Schistosoma haematobium; Schistosoma japonicum; Fasciola
hepética; Hymenolepis nana; Hymenolepis diminuta; Taenia solium e Diphyllobotrium
latum.

Para a pesquiza de oocistos de Cryptosporidium, é feita a coloracdo Ziehl-Neelsen
modificada, sendo observado ao microscopio na objectiva de imersdo o0s oocistos corados de
vermelho vivo.

Para pesquisa de oocistos de Blastocystis é feita a coloracdo Hemacolor-Merck, onde
aparecem corados de azul ou a coloracdo Gram, onde 0s nucleos periféricos se observam
corados de violeta.

2.2.3. Amostras de expectoracao

E realizada a homogeneizacdo de parte da expectoragio e observa-se ao microscopio
entre lamina e lamela, com a adi¢éo de 1 gota de Lugol.

Parasitas susceptiveis de estar presentes em amostras de expectoracdo Ss&o:
Paragonimus; Entamoeba histolytica; Ascaris lumbricdides (sindrome de Loeffler);
Ancylostoma duodenale; Necator americanus; Toxoplasma canis; Schistosoma
mansoni , Schistosoma haematobium; Schistosoma japonicum; Strongyloides stercoralis;
Wuchereria bancrofti e Brugia malayi.

2.2.4. Exsudados

No exsudado vaginal e uretral é realizada a observacdo microscépica do exame a
fresco.

No caso de exsudados nasais; faringeos; oculares ou auriculares, é realizada a
observacgdo microscépica dos esfregacos corados pela coloragdo Hemacolor-Merck.

No exsudado uretral e vaginal o parasita mais frequentemente encontrado é

Trichomonas vaginalis.

2.3. Exame bacterioldgico

2.3.1. Amostras de urinas

O exame bacteriologico directo é realizado a partir do sedimento urinario com a
observagdo ao microscopio dos elementos presentes. Se ha leucocituria ou bacteridria realiza-

se a coloragdo Gram. Pode ser realizada a coloracdo Ziehl-Neelsen modificada em caso de
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pedido especifico ou quando a presenca de leucocituria e hematdria ndo coincide com a

bacteridria.

No exame bacteriolégico cultural é realizada a inoculacdo de 10 pl de amostra em
meio de CLED (meio selectivo) para a contagem de coldnias. Em caso de pedido especifico
de BAAR (bacilos alcool-acido resistentes) ou BK é feita a inoculacdo em meio Léwenstein-
Jensen. Pode ainda ser realizada a inoculagdo em meio Columbia + 5% sangue de carneiro

(pedido especifico ou sempre que o0 exame directo o sugerir).

As bactérias Gram — mais frequentemente encontradas em infec¢des urinarias sdo:
Escherichia coli; Proteus mirabilis e Klebsiella pneumoniae. Como Cocos Gram + podemos

ter Staphylococcus spp e Enterococcus spp.

A identificacdo das estirpes € possivel através do meio de cultura CPS ID, de forma

presuntiva ou directa.

— Colonias rosa, B-glucuronidase + e Indole + correspondem a E. coli.

— Colonias castanho claro/escuro, TDA + e Indole - correspondem a Proteus mirabilis.

— Colonias castanho claro/escuro, TDA + e Indole + correspondem a Proteus
indolagene, Monganella e Providencia.

— Colonias azul turquesa, B-glucosidase + correspondem a Enterococcus.

As identificacBes e TSA sdo feitas pelas cartas de identificacdo e de susceptibilidade

do sistema automatizado VITEK.

2.3.2. Amostras de fezes

No exame bacterioldgico directo € realizada a observacdo ao microscopio a partir da
amostra para a pesquisa de eritrdcitos e leucocitos com ou sem utilizacdo do azul de metileno.
Nas fezes diarreicas é realizada a coloragdo de Gram para verificar a riqueza da flora

intestinal pelo equilibrio entre Gram + e Gram -.

No exame bacterioldgico cultural as fezes liquidas s&o utilizadas directamente e
inoculadas primeiramente em meio SM2/HEKT, em meio Campylosel e em meio Rappaport
durante 24H. O meio Rappaport € um meio de enriquecimento que é utilizado para facilitar o
crescimento bacterioldgico. Apds as 24H ha passagem do meio Rappaport para o meio SS. No

caso de fezes sélidas realiza-se em primeiro lugar uma suspensao em soro fisiologico, sendo o
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resto do procedimento semelhante ao acima descrito. No pedido especifico de pesquisa de
Staphylococcus é utilizado o meio Chapman ou Columbia.

As bactérias pesquisadas na coprocultura sdo: Salmonella, Shigella e Campylobacter.
A identificacdo das estirpes e TSA sdo feitos pelas cartas de identificacdo e de

susceptibilidade do sistema automatizado VITEK.

2.3.3. Amostras de expectoracao

No exame bacteriolégico directo é utilizada directamente a amostra para observacéo
ao microscopio com a coloracdo Gram e de Ziehl-Neelsen modificada.

No exame bacterioldgico cultural é utilizada directamente a amostra para inocular em
meio Columbia + 5% sangue de carneiro e meio Chocolate + PolyViteX.

Sempre que é requisitado o exame cultural de B.K. a amostra é inoculada em meio de
Lowenstein-Jensen.

As bactérias presentes em amostras de expectoracdo e susceptiveis de causar infec¢bes
do aparelho respiratorio sdo: Streptococcus hemolitico do grupo A; Streptococcus
pneumoniae; Staphylococcus aureus; Corynebacterium diphtheriae; Fusobacterium planti-
vincent; Klebsiella pneumoniae; Mycobacterium tuberculosis; Actinomyces israelii; Nocardia

asteroides e Legionella.

A identificacdo das estirpes e TSA sdo feitos pelas cartas de identificacdo e de

susceptibilidade do sistema automatizado VITEK.
2.3.4. Exsudados

O exame bacterioldgico directo é realizado directamente a partir das zaragatoas e é

realizada a observacgdo ao microscopio com coloracdo Gram.

Nos exsudados vaginais e uretrais € sempre realizado o exame bacterioldgico,

micoldgico e parasitolégico.

No exame bacterioldgico cultural é utilizada a amostra contida na zaragatoa para
inocular em meio Columbia + 5% sangue de carneiro e em meio Chocolate + PolyViteX. Se
h& crescimento suspeito em placa de leveduras é realizada a prova de filamentag&o, que nos
permite identificar logo Candida albicans.

No exsudado uretral podemos encontrar Neisseria gonorrhoeae; Chlamydia

trachomatis; Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum.
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No exsudado vaginal as bactérias que podem causar patologia sdo: Gardnerella
vaginalis; Mycoplasma hominis; Ureaplasma urealyticum; Neisseria gonorrhoeae e
Chlamydia trachomatis; como levedura Candida albicans e como parasita Trichomonas
vaginalis.

A identificacdo das estirpes e TSA sé@o feitos pelas cartas de identificacdo e de
susceptibilidade do sistema automatizado VITEK.

Além da sementeira podem ser realizados testes especificos. O MYCOPLASMA IST
para a pesquisa de Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum que permite a cultura em
meio apropriado fornecido pelo kit e a identificacdo e TSA especifica. O teste CHLAMYDIA
para a pesquisa directa de Chlamydia trachomatis através do teste répido

imunocromatografico para pesquisa do antigénio.

2.4. BKDDIRECTO E CULTURAL - MICOBACTERIOLOGIA

2.4.1. Processo de descontaminacédo das amostras

Pode ser aceite para 0 exame micobacteriologico, expectoracBes consideradas

“saliva”.

A urina deve ser centrifugada (3 a 4 tubos), rejeitando o sobrenadante e processar o

sedimento.

Para proceder ao tratamento da amostra seguir as instrucbes do Kit para
descontaminacdo destas. Adicionar o tampdo de neutralizacdo até viragem da cor, para atingir
o pH préximo de 6,8. A centrifugacdo deve ser efectuada em contentores fechados — tubos de
Falcon. Aguardar alguns minutos antes de destapar o tubo e decantar o sobrenadante para um
contentor com desinfectante, usar o sedimento para a preparagdo de ldminas a corar ou para a

cultura.

2.4.2. BK directo

Preparar os esfregacos em duplicado e em laminas novas e com uma gota de albumina
bovina para facilitar a adesdo, deixar secar, fixar & chama e corar com coloracdo de Ziehl-

Neelsen modificada (BAAR corados de vermelho).
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Utilizar a fucsina filtrada e evitar a secagem do esfregagco durante a sua coloragéo.
Examinar cada esfregaco durante 5-15 minutos e 100 campos, antes de dar um resultado
negativo. Deve-se evitar que o aplicador do 6leo de imersdo e a lente da objectiva toquem no

esfregaco.

Os resultados possiveis de BK directo estdo representados na tabela 10.

Tabela 10 - Resultados possiveis de B.K. directo

Resultado ZN (1000X)
N&o se observaram BAAR 0
Numero exacto de BAAR 1-9/100 campos
10-99 / 100 campos
1-10/ campo
>10/ campo

2.4.3. BK cultural

O sedimento obtido do tratamento da amostra € utilizado para a sementeira
(aproximadamente 200 ul) em meio de cultura Lowenstein-Jensen, incubando na estufa

durante 60 dias. A incubacéo ideal é com 10% COz2.

Os tubos de cultura devem estar inclinados 3-4 dias para que a superficie fique
coberta, colocando-se depois na vertical. Deve ser feita a examinacgéo da cultura 1 a 2 vezes
por semana e se for detectado crescimento deve ser feito esfregago para confirmar a presenca
de BAAR.

Em caso de crescimento positivo devem ser quantificadas as colonias (tabela 11).

Tabela 11 - Resultados possiveis de B.K. cultural

Resultado Ndmero de colénias
<10 coldnias
10-100 col6nias

>100 coldnias

Incontaveis
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2.5.  Pesquisa de Streptococcus do grupo A (Streptococcus pyogenes)

Pode ser realizada a pesquisa por método directo em que se utiliza um método de
cromatografia, onde sdo utilizadas as zaragatoas fornecidas no Kit para efectuar os exsudados

faringeos. As amostras devem ser processadas de imediato.

O teste kit permite a deteccdo qualitativa do antigénio de Estreptococos Beta-
Hemolitico do grupo A, em amostras de exsudados faringeos, atraveés da combinacdo do
conjugado monoclonal com um complexo corado e anticorpos policlonais em fase sélida.
Assim o conjugado 1gG anti-humano (corado) liga-se aos anticorpos IgG presentes no soro,
formando um complexo anticorpo-antigénio que se ira ligar ao anticorpo anti-estreptococos

do grupo A, na zona de reac¢do, formando uma linha de teste rosa (resultado positivo).

Também pode ser utilizado o método de cultura em gel de agarose enriquecido com
sangue, onde se consegue distinguir a sua presenca em cultura em gel de agarose pois 0
Streptococcus pyogenes tem como caracteristica a beta-hemolise (hemolise completa).

2.6. Pesquisa de Streptococcus do grupo B

Trata-se de um teste que deve ser realizado pelas mulheres gravidas entre as 35 — 37
semanas de gestacdo. Este tipo de bactéria € especialmente grave no recém-nascido, podendo

causar sépsis, pneumonia ou ainda meningite.

. O produto é colhido com zaragatoa propria e quando necessario em meio de
transporte. Para este tipo de colheita ndo se deve utilizar espéculo e a amostra deve ser colhida
no terco inferior da vagina. Caso seja pedido também a pesquisa na zona anal, colher com

outra zaragatoa na zona rectal.

Inicialmente a zaragatoa é semeada em caldo de enriquecimento Todd-Hewit, deve ser
homogeneizado e incubar a 37°C por 24H. Apds este tempo é feita passagem para 0 meio
Granada, onde se volta a incubar 24H em anaerobiose (as placas sdo colocadas em jarra de
inox com uma vela acesa, quando a vela apagar é fechada a jarra e vai a incubar na estufa a

37°C). Se ap6s 24H, ndo se visualizar a presenca de colonias suspeitas, incubar por mais 24H.

Em alternativa ao meio Granada, pode ser utilizada Gelose de Sangue, incubando a
37°C em CO? por 24H.
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2.7. Pesquisa de eosinofilos

Inicialmente devem ser realizadas ldminas para observacdo ao microscépio. Se ha
pedido de exsudado faringeo é realizada uma lamina e se ha pedido de exsudado nasal fazer
duas laminas, uma para a narina direita e outra para a narina esquerda. Para as amostras de
expectoracdo, os esfregacos devem ser finos e deve ser utilizada a zona mais purulenta da

expectoragéo.

O produto proveniente do exsudado deve ser espalhado por toda a lamina. Estas sdo
coloradas pela coloragio HEMACOLOR-MERCK.

A observacdo ao microscopio € feita com objectiva de emersdo. Ao observar-se

eosinofilos € calculada a sua percentagem em relacdo aos outros globulos presentes na lamina.

2.8. Colorac0es

Coloracdo de Azul de Metileno

Apo6s secagem das laminas deve-se fixar a chama do bico de bunsen. Cobrir
completamente com a solucdo aquosa de Azul-de-metileno. Deixar actuar cerca de 10

minutos, lavar com &gua corrente, secar na estufa e observar ao microscopio.

Coloracdo de Gram

Apbs secagem das laminas deve-se fixar a chama do bico de bunsen. Cobrir
completamente com a solucdo de Cristal Violeta durante 1:30 minutos. Lavar com agua
corrente durante 30 segundos. Cobrir completamente com solucdo de Lugol e deixar actuar 3
minutos. Lavar com agua corrente 20 segundos. Cobrir com a solugdo descorante Alcool-
acetona (7:3) 5 a 10 segundos. Lavar com agua corrente 30 segundos. Cobrir com a solucéo
de Safranina durante 1 minuto. Lavar com agua corrente 1 minuto. Secar na estufa e observar

ao microscopio.
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Coloracdo de Ziehl-Neelsen modificada

Apo6s secagem das laminas deve-se fixar a chama do bico de bunsen. Cobrir
completamente com a solu¢do 2 de Carbolfucsina (Fucsina bésica fucinada) durante 5
minutos. Lavar bem a lamina com agua corrente. Cobrir completamente com solucédo
descorante Alcool-cloridrico (8:2). Lavar imediatamente com agua corrente. Cobrir com
solucdo Verde de Malaquite durante 10 minutos. Lavar com &gua corrente. Deixar secar ao ar

e observar ao microscopio.
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C. IMUNOLOGIA E ENDOCRINOLOGIA

Nesta seccdo serdo descritos os testes realizados para o estudo imunoldgico e

endocrinoldgico do utente.

O sistema imunologico actua na defesa do organismo contra elementos externos como

virus, bactérias e agentes alérgicos.

A endocrinologia permite o estudo das hormonas do nosso organismo. Analisa

doencas da tirdide, hipofise, pancreas e glandulas supra-renais.

Podem ser utilizadas como amostras o soro e a urina.
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1. Equipamentos
1.1. Cobase4ll

O fundamento deste equipamento (figura 10) é

baseado na tecnologia ECL -

electroquimicoluminescéncia. Esta tecnologia permite
com alta sensibilidade detectar a luminescéncia que
amplifica o sinal desejado, reduzindo todos os outros e

utiliza também a amplificacdo de sinal para detectar

concentragfes muito reduzidas do analito. Assim este ] .
Figura 10 — Representacdo do equipamento Cobas

e411. Adaptado de
http://realdiagnostica.com.br/siteatual/index.php/pr
odutos-e-servicos/item/22-cobas-e411

aparelho concede-nos uma alta sensibilidade e assim néo

efectua repeticdes desnecessarias.

Para a analise de alguns pardmetros analiticos tem a capacidade de fazer a diluicdo
automaticamente assim como analisar correctamente a amostra quando esta se encontra em

reduzida quantidade.

As analises realizadas por este equipamento estdo descritas na tabela 12.

Tabela 12 — Parametros analiticos obtidos pelo equipamento Cobas e411

Grupos de anélise Parametros a analiticos

Tirdide TSH, T3, T4, FT3, FT4, Anti-Tg e Anti-TPO.

Cortisol, Estradiol, FSH, LH, Progesterona,

Hormonas de fertilidade

Prolactina, Testosterona e B-HCG.

Hepatites Anti-HBc, Anti-HBs, AgHBs e anti-HCV.
Toxoplasma IgM e 1gG, Rubéola IgM e IgG e
Grupo TORCH
CMV IgM e IgG.
Retrovirus HIV I+ 11
Alergias IgE
Défices hematoldgicos Ferritina, Acido félico e Vitamina B12

CA 125, CA 15.3, CA 19.9, CEA, PSA total e
livre e alfa-fetoproteina.

Marcadores tumorais
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A anélise dos parametros da tirdide pode auxiliar no diagndstico de hipertiroidismo
(Doenga de Graves) ou hipotiroidismo (Tirdidite de Hashimoto).

O doseamento das hormonas de fertilidade podem auxiliar no diagnostico de
patologias associadas ao cortex adrenal. S&o utilizadas em andlises de diagnostico na situacao

de Sindrome de Cushing e também na Doenga de Addison.

E realizado neste aparelho o doseamento do cortisol urinario. A maioria do cortisol
circulante encontra-se ligada a globina e a albumina. A sua sintese e secre¢do sao mantidas
por um feedback negativo do eixo do cortéx hipotdlamo-hipéfise-suprarrenal. O doseamento

do cortisol urinério tem importancia na anélise do Sindrome de Cushing.

No diagnostico do Virus da Hepatite B (HBV), € analisado o antigénio de superficie
(AgHBs) que é utilizado como primeiro marcador viral. O anti-HBc detecta os anticorpos
especificos para HBV, sendo IgM que predomina na fase aguda da infeccdo. O anti-HBs €
indicativo de imunizacdo eficaz ap6s vacinagdo. As conclusdes relativamente aos resultados

da analise de HBV estdo demonstradas na tabela 13.

Tabela 13 — Conclusdes analiticas apos resultados de infeccdo pelo Virus da Hepatite B

Exemplos de resultados analiticos Conclus6es analiticas

AgHBs — Anti-HBc - Anti-HBs — e Susceptivel de infecgdo.
] ] e Imunizacéo eficaz pela
AgHBs — Anti-HBc - Anti-HBs + )
vacinacao.
e Convalescéncia da infec¢éo;
e Infeccdo antiga;
AgHBs — Anti-HBc + Anti-HBs — e Susceptibilidade ou falso
positivo para anti-HBCc;
e Infeccdo cronica.
. . e Imunizacéo natural por
AgHBs — Anti-HBc + Anti-HBs + )
infeccdo.
AgHBs + Anti-HBc - e Periodo de incubacédo
. Anti-HBs — .
AgHBs + Anti-HBc + i . e Infeccdo crénica
(apds anti-HBc IgM -)
) Anti-HBs —
AgHBs + Anti-HBc + ) ) e Infeccdo aguda
(apods anti-HBc IgM +)
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O Virus da Hepatite C (HCV) é avaliado pelo anti-HCV que detecta 0s anticorpos

especificos do virus.

No CMV sdo analisados os anticorpos especificos para IgM e IgG. Tem caracter
obrigatério na mulher gravida, como as restantes analises do grupo TORCH, de modo a
prevenir a infec¢do e actuar atempadamente na situacdo de primo-infeccdo. As conclusdes

relativamente aos resultados da analise de CMV estdo demonstradas na tabela 14.

Tabela 14 — ConclusGes analiticas ap6s resultados de infeccdo pelo Citomegalovirus

Exemplos de resultados analiticos Conclusao analitica

e Infeccdo antiga sem risco de primo-
IgM — IgG + _
infecgéo.
e Sem infeccdo pelo CMV com risco de
IgM — 1gG - o
primo-infeccao.
e Falso positivo para IgM;
IgM + 1gG - P P d
e Inicio de primo-infeccéo.
e Primo-infeccéo recente ou antiga;
IgM + IgG + e Reactivagéo;
e Falso positivo para IgM.

Para a rubéola sdo detectados os anticorpos especificos IgM e IgG.

A toxoplasmose resulta da infeccdo pelo parasita Toxoplasma gondii. Como nas

analises do sistema TORCH ja descritas, sdo avaliados os anticorpos IgM e 1gG.

Em todos os parametros do grupo TORCH é avaliada a avidez da 1gG, que permite

distinguir infec¢des antigas de infecgdes recentes.

Para o diagndstico de HIV é utilizado um teste de 42 geracdo que permite detectar o0s
anticorpos para o0 HIV-1, incluindo o grupo O, os anticorpos para o HIV-2 e o Antigénio p24
do HIV-1.

A IgE avaliada é a IgE total que nos pode auxiliar nas situacdes de hipersensibilidade

resultantes da producgéo excessiva da IgE.
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Os valores obtidos pelos parametros analiticos dos défices hematoldgicos servem para

avaliar o estado nutricional do utente.

Em relacdo aos marcadores tumorais, CA 125 esta associado a avaliagdo do cancro do
ovario, CA 15.3 é o marcador mais sensivel e especifico para o cancro da mama, CA 19.9
auxilia no seguimento e progndéstico do cancro colorectal, CEA é doseado como marcador de
prognostico do cancro da mama e colorectal, PSA total e livre sdo marcadores para o cancro
da prostata e alfa-fetoproteina é utilizado como marcador biolégico em mulheres gravidas

para detectar anomalias cromossomais do feto.
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1.2.  Unicap (Phadia 100)

Este equipamento (Figura 11) permite realizar
testes especificos de alergias e autoimunidade. O seu
processamento de analise é automatizado pelos
ensaios EliA e ImmunoCAP. Permite a detec¢éo de
650 alergénios e 90 componentes alergénicos. Apenas
uma amostra é suficiente para realizar mais que um
tipo de ensaio, conferindo rentabilidade e ainda tem a  Figura 11 — Representagdo do equipamento Unicap

(Phadia 100). Adaptado de

funcionalidade de efectuar diluicdes automaticas. http:/Awww. phadia.com/en-GB/5/Phadia-Laboratory-
Systems/Phadia-100/

Este equipamento funciona com base no método de imunoensaio enzimatico de
fluorescéncia, em que ha ligacdo dos anticorpos especificos que possam estar presentes na
amostra do utente ao antigénio. Ao haver esta ligacdo a enzima transforma o substrato num

produto fluorescente que vai ser quantificado de acordo com a sua concentracao.

As analises realizadas por este equipamento estdo descritas na tabela 15.

Tabela 15 - Parametros analiticos do equipamento Unicap

Grupos de andlise Parémetros a analiticos

. - Determinagdo quantitativa de anticorpos
EliA GliadinaP? IgA -
gliadina IgA.

. - Determinagdo quantitativa de anticorpos
EliA GliadinaP? IgG o
gliadina 1gG.

. . Determinagéo quantitativa de anticorpos IgA
EliA Celikey IgA ) -
da transglutaminase (tTG) anti-tecidular.

. . Determinagdo quantitativa de anticorpos
EliA Celikey 1gG -
gliadina 1gG.

. Determinagdo qualitativa de anticorpos IgG;
EliA CTD Screen . . -
antinucleares e citoplasmaticos

. Determinacgdo quantitativa de anticorpos IgG
EliA dsDNA o L
especificos do antigenio dsDNA.

Determinacdo quantitativa da IgE especifica

ImmunoCAP Especifico IgE

contra alergénios.
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EliA GliadinaP” IgA e EliA GliadinaP? IgG sédo utilizadas no apoio ao diagndstico de
doenca celiaca. A doenca celiaca tem natureza multifacetada com apresentacdo clinica
varidvel, desde manifestacOes gastrointestinais, formas assintomaticas e extraintestinais. As
gliadinas sdo polipéptidos de gluten soltveis em alcool e responsaveis por efeitos toxicos na

mucosa intestinal.

EliA Celikey IgA, € utilizada no apoio ao diagnostico de doenca celiaca, baseado no
antigénio da transglutaminase recombinante do tecido humano. A transglutaminase tecidular é
o principal auto-antigénio na doenca celiaca. Os anticorpos IgA contra a tTG sdo marcadores
especificos para a doenca celiaca e também para a dermatite herpetiforme. Os anticorpos tTG
IgG sdo menos especificos para estas patologias, mas sdo Uteis como marcadores em utentes
com deficiéncia em IgA.

EliA Celikey 1gG, é utilizada no apoio ao diagnéstico de doenca celiaca. Como 0s
niveis de anticorpos de gliadina estdo relacionados com a destrui¢cdo da mucosa do tecido do
intestino delgado, o diagndstico sorolégico ndo invasivo de doenca celiaca é um forte

candidato a substituicdo de biopsia, especialmente nas criangas.

EliIA CTD Screen, € utilizada como meio auxiliar de diagnostico do Lupus
Eritematoso Sistémico (LES), doencas mistas do tecido conjuntivo, sindrome de Sjogren,

escleroderma e polimiosite/dermatomiosite.

EliA dsDNA, ¢é utilizada como meio auxiliar ao diagnéstico de LES. Os anticorpos
antinucleares (ANA) sdo bastante importantes no diagnostico de doencas do tecido
conjuntivo. No caso do LES, o dsDNA é um marcador altamente especifico para o
diagnostico e também ¢é utilizado na monitorizacdo de LES, uma vez que o anti-dsSDNA e a

actividade da doenca estdo intimamente relacionados.

ImmunoCAP Especifico IgE, é utilizado para o diagnéstico de doencas alérgicas,
nomeadamente asma extrinseca, febre dos fenos ou eczema atdpico. Estas doencgas séo

desenvolvidas imediatamente ap0s a exposicao a alergénios especificos.
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1.3. VIDAS®

Este equipamento (Figura 12) tem por base um
sistema automatizado de imunoensaio
multiparamétrico com bancada. Utiliza a metodologia
ELISA (Enzyme Linked Fluorescent Assay). Esta

técnica é baseada na detecgé_o de anticorpos Figura 12 — Representagdo do esquipamento Vidas®.
Adaptado de

especificos através da interacio antigénio-anticorpo, Mt/ www.biomerieux.com.briprodtolvidast

Apresenta mais de 100 pardmetros no formato de teste Unico com utilidade em testes
de rotina, testes complementares, testes especializados ou testes de emergéncia. Os testes
utilizados permitem determinar analises soroldgicas, imunoquimicas, antigénios e

imunohemostasia.

Neste aparelho utilizamos barretes simples e cones. As barretes sdo constituidas pelo
conjugado, diluente, tampéo de lavagem e a zona de amostra. Os cones sdo constituidos pelo
antigénio ou anticorpo que se quer analisar. E no equipamento que se da o processamento e
analise da amostra, numa primeira fase ocorre a reac¢do imunoldgicas e numa segunda fase a

reaccdo enzimatica. O Unico processo manual é colocar a amostra no pogo indicado.

As analises realizadas por este equipamento estdo descritas na tabela 16.

Tabela 16 - Parametros analiticos do equipamento VIDAS®

Grupos de anélise Parametros a analiticos

1. EBV VCA IgV;
Doencas infecciosas 2. EBV VCA/EA IgG;
3. EBV EBNAIQG;

A vitamina D total estd associada a absorcdo do célcio e o seu doseamento é
importante e um auxiliar no diagnéstico de osteomalacia em adultos e raquitismo em criancas.

Neste equipamento a doenca infecciosa analisada esta relacionada com a
mononucleose provocada pelo virus do Epstein-Barr (EBV).
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O EBV VCA IgM avalia o antigénio viral da capside numa fase precoce da infeccdo
desaparecendo apds 4-6 semanas. Em caso positivo deve ser doseado IgG, que aparece na fase
aguda da infeccdo com pico entre a 2% e 4% semana, estes anticorpos persistem ao longo do

tempo em quantidade ligeira.

O EBV VCAJ/EA IgG avalia aléem do antigénio viral da capside o antigénio precoce.
Encontra-se na fase aguda da doenca e deixa de ser detectada 3-6 meses apds a infec¢do. A
deteccdo destes anticorpos pode ser um sinal de infeccdo activa, apesar de uma pequena

percentagem de pessoas saudaveis poder apresentar estes anticorpos durante alguns anos.

O EBV EBNA IgG avalia o antigénio nuclear. O antigénio ndo é detectado na fase
aguda de infeccdo. A sua deteccdo ocorre 2-4 meses apds 0s sintomas e persiste ao longo da

vida.
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2. Técnicas Manuais

2.1. Anticorpos Anti-treponema

E utilizado o Kit VISITECT® SYPHILIS. Este método é uma prova soroldgica para
a pesquisa da infeccdo pelo Treponema pallidum, causador de sifilis, uma vez que é um teste
treponémico - pesquisa 0s anticorpos especificos para Treponema pallidum. Este tipo de teste
ao utilizar o antigénio é confirmatério da reactividade apresentada pelos testes néo

treponémicos.

A sifilis € uma IST provocada pela bactéria Treponema pallidum, que pode ter
periodos de actividade: sifilis priméria; secundaria e terciaria; e periodos de laténcia: sifilis
latente (6-8 semanas). Apos a sifilis secundéaria, que normalmente ocorre nos primeiros 2

anos, os periodos de laténcia véo-se tornando mais longos.

A transmissdo pode também ocorrer da mae para o feto, sifilis congénita, que pode ser
considerada precoce quando a doenga se manifesta nos 2 primeiros anos de vida ou tardia,

apos esse periodo.

No caso do diagnostico pode ser considerada recente quando é detectada até 1 ano

apos a infeccdo ou tardia, quando o diagnostico é feito depois de 1 ano.

2.2. VDRL

E utilizado o método de aglutinacdo em placa, utilizado igualmente na pesquisa de

sifilis, tratando-se neste caso de um teste cardiolipinico (ndo treponémico).

Os doentes infectados apresentam no soro "reaginas” (anticorpos) que quando se ligam

ao antigénio cardiolipinico produzem uma floculagéo visivel.

Este tipo de teste ndo traduz a resolucdo da doenca, pois o0 doente pode continuar a ter

resultados reactivos apesar da evolucéo e tratamento serem favoraveis.

O Kit utilizado, IMMUNOTREP® RPR, é a forma modificada do classico Antigénio
VDRL. S&o utilizadas particulas de carvdo, ndo havendo necessidade de se observar ao

microscopico. Trata-se de um teste de diagndstico presuntivo da sifilis.
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Nos resultados fracamente positivos deve ser feita novo teste confirmatorio. Os
resultados falsos positivos estdo associados a doentes que possuem outras infeccdes. Sempre
que o doente apresentar um resultado positivo deve ser feito um teste especifico para a

confirmacéo do treponema.

Para as amostras testadas, este Kit apresentoul00% de exactiddo, pois todas as
amostras negativas apresentaram resultados negativos e todas as positivas resultados

positivos.

2.3. Sorologia infecciosa

E utilizado o Kit Fortress Diagnostics. As diferentes reaccdes consistem num teste de

aglutinacdo Anticorpo-Antigénio.

Todas as reacgOes seguidamente descritas apresentam 0 mesmo procedimento,
apresentando apenas a especificidade do antigénio. Sdo utilizados 40ul de soro do utente para
uma gota de antigenio (titulo 1/40), agita-se durante um minuto e observa-se se ha formacao
de aglutinacdo. Na auséncia de aglutinacdo, procede-se a utilizagdo de 80ul de soro para uma
gota de antigénio (titulo 1/20), sendo o restante procedimento semelhante ao descrito
anteriormente. Caso ocorra aglutinacdo devem ser feitas mais diluicdes com 20 pl, 10 pl e Spl
de soro para uma gota de antigénio, realizando o restante procedimento descrito, sendo dado o
valor do titulo que corresponde a diluicdo do ultimo circulo onde se observa a aglutinacéo,
respectivamente, titulo 1/80, 1/160 e 1/320.

Reaccdo de Widal

Os antigénios utilizados sao: Typho O; Typho H; Paratypho A-H e Paratypho B-H.

Reaccdo de Weil-Felix

Os antigenios utilizados sdo: Proteus OX2; OX19 e OXK

Reaccdo de Huddlesson

O antigénio utilizado é: Brucella abortus.
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2.4. Reaccdo de Wright

Para preparar a reaccao sao utilizados 8 tubos. No primeiro tubo s&o utilizados 1,9 ml
de soro fisioldgico e nos restantes tubos 1 ml. No primeiro tubo sdo utilizados 100 ul de soro.
Deve-se agitar bem e transferir 1 ml do preparado para o segundo tubo. Realizar 0 mesmo
procedimento nos tubos seguintes. No oitavo tubo é rejeitada a solugédo, sendo este composto

apenas por soro fisioldgico (utilizado como solugéo controlo).

Deve ser agitado o reagente de Brucella e adicionar a cada tubo 1 gota. Agitar os tubos
e incubar a 37°C durante 24H.

O valor do titulo corresponde ao tubo que apresenta aglutinacdo. O tubo de controlo
deve estar ausente de aglutinacdo. Os titulos correspondem respectivamente a 1/20; 1/40;
1/80; 1/160; 1/320; 1/640 e 1/1280.

Esta reaccdo permite a pesquisa de Brucella.

2.5. Crioaglutininas

Os tubos de colheita devem ser previamente aquecidos. Colher 10 ml de sangue
venoso e deixar retrair o coagulo a 37°C. Centrifugar e separar a temperatura ambiente 5 ml

de soro para tubos transparentes de fundo conico.
Refrigerar entre 2-8°C e observar até 7 dias se ocorre a formacéo de precipitado.
Se ndo ha formacéo de precipitado o resultado é negativo.

Se ha formacdo de precipitacdo, o resultado é positivo caso seja pedida a pesquisa de

crioaglutininas.

Se o pedido e de caracterizacdo de crioaglutininas, deve retirar-se 0 maximo do
sobrenadante, transferiro precipitado para um tubo eppendorf e adicionar 100 pl de soro
fisiolbégico. Esta amostra é enviada para o Laboratério Dr. Joaquim Chaves para a

caracterizacao.
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D. BIOQUIMICA - QUIMICA CLINICA

Através da quimica clinica podemos analisar a bioquimica do sangue, a imunologia e
os electrdlitos. E pela sua analise que podemos auxiliar patologias que envolvam a funcéo
renal, hepatica, as dislipidémias e disproteinémias, a diabetes, os disturbios do ferro e das

proteinas plasmaticas.

Assim atraves desta seccdo podemos avaliar e monitorizar as alteragdes bioquimicas

dos metabolismos, dos orgdos e dos sistemas.

Podem ser utilizadas como amostras soro e urina.
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1. Equipamentos

1.1. Clinitek Atlas

E um equipamento automatizado para a anélise de
urina tipo Il (Figura 13). Apresenta no seu interior tiras
de anélise de urina de onde ¢é avaliada a amostra. E

utilizado o método de fotometria de reflectancia para

medir a alteracdo de cor e é utilizado o indice de

refraccdo para determinar a gravidade especifica.

Apenas sdo necessarios 2 ml de urina para que Figura 13 — Representagio do equipamento
Clinitek Atlas. Adaptado de

https://www.healthcare.siemens.pt/urinalysis/syste

haja uma eficaz analise. E utilizado um controlo positivo itk atlas-urine.chem-analyzer

e um controlo negativo de 14 em 14 dias ou sempre que 0

aparelho é calibrado.

As analises realizadas por este equipamento estdo descritas na tabela 17.

Tabela 17 — Parametros analiticos obtidos pelo equipamento Clinitek Atlas

Resultados obtidos pelo aparelho Tipo de exame

Gravidade especifica
Cor

pH

Proteinas

Exame fisico

Glucose

Corpos cetonicos
Sangue Exame quimico
Bilirrubina
Urobilinogénio
Nitritos

Leucdcitos

No exame fisico além dos parametros analisado pelo aparelho devem ser avaliados o
volume de urina, o aspecto e o cheiro. As alteracdes de volume séo classificadas em oliguria,
anuria e polidria. A oliguria corresponde a excre¢do diminuida de urina (< 400 ml/dia no

adulto) e pode evoluir para anuria quando ha interrupgéo do fluxo urinério resultante de lesdo

74



renal por obstrugdo. A politria corresponde ao aumento do volume de urina excretado ( >

2500 ml/dia no adulto) e esta associada a situagdo de diabetes Insipidus ou diabetes Mellitus.

No aspecto é avaliada a turvacdo da urina que pode ter origem ndo patoldgica ou
patoldgica devido a células epiteliais em descamacéo ou devido a presenca de muco. Aspectos
patoldgicos a ter em conta sdo a presenca de leucdcitos, glébulos vermelhos, bactérias, fungos
e cristais anormais. O cheiro é alterado quando estdo presentes acetonas (situacdo de
diabetes), amonia e bactérias.

A cor pode variar desde quase incolor até preto. A gravidade especifica mede as
substancias quimicas dissolvidas na urina que depende do poder de extraccdo e concentracao

renal. Os valores normais encontram-se entre 1,015-1,025.

Sé&o valores normais de pH 5,5 — 6,0. O aumento de proteinas na urina é indicativo de
lesdo renal. A glucose e corpos cetonicos sdo normalmente encontradas em amostras de
utentes diabéticos descompensados. A presenca de sangue pode ser indicativa de hemorragias,
calculos renais, tumores ou traumas. Valores aumentados de urobilinogénio sdo indicativos de

doenca hepatica e hemolitica. Ndo é normal a presenca de bilirrubina na urina.

No exame microscépio do sedimento urinario sdo quantificadas as células epiteliais, 0s
eritrocitos, os leucdcitos, a presenca de cilindros urinarios, a presenca de cristais e o estado do

sedimento.

E normal a presenca de células epiteliais, desde que ndo seja em abundancia. O valor
normal de eritrocitos no sedimento urinario € de 0-2 por campo. Os leucécitos apresentam
valores normais para 0 homem de 0-3 por campo, nas mulheres e criangas o valor € de 3-5 por
campo. Os cilindros urinarios sdo provocados pelo aumento da concentracdo de proteinas ou
sais e pela diminuicdo do pH. Os cristais de acido Urico e de oxalato de calcio sdo normais na
urina, mas a presenca de apenas um cristal de cistina ou colesterol é considerada anormal. O
sedimento anormal € considerado amorfo e pode ser devido a urinas acidas que sao
amareladas ou rosadas e apresentam uratos ou devido a urinas alcalinas que séo

esbranquicgadas e apresentam fosfatos.
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1.2. Cobas Integra Plus 400

Este equipamento (Figura 14) integra quatro principios diferentes consoante os tipos

de analitos. Neste laboratorio apenas séo utilizados trés.

A fotometria de absorvancia ¢ utilizada para a anélise de enzimas e os substratos. E
baseada na absorcéo especifica de radiacdo electromagnética de um determinado composto

que pela fotometria permite identificar e calcular a concentracdo deste.

A turbidimetria € utilizada na avaliacédo de

proteinas especificas. O principio baseia-se na medicao

da luz ndo dispersa que incide na amostra podendo medir

a absorvancia, determinando a concentracdao da amostra. | ' .
| |

A potenciometria por eléctrodo selectivo de iGes €  Figura 14 — Representacdo do equipamento
Cobas Integra Plus 400. Adaptado de

i H H H Ali http://www.cobas.com/home/product/clinical -
utilizada para realizar o ionograma assim como a analise and.immunochemistry-testing/cobas.integra-

e . - L 400-plus.html
especifica e isolada de iGes. Tem como principio 0 uso de P

eléctrodos selectivos que medem as diferencas de potencial, em que o potencial do eléctrodo

ocorre pela migracdo selectiva de espécies ionicas através de membranas.

As andlises realizadas por este equipamento estdo descritas na tabela 18.

Tabela 18 - Parametros analiticos obtidos pelo equipamento Cobas Integra Plus 400

Método analitico Parametros a analisar

Bilirrubina directa e total; célcio; colesterol
total; LDL colesterol; HDL colesterol;
SR, creatinina; glucose; ferro; magnesio;
fésforo; proteinas totais; triglicéridos; ureia;
acido Urico; transaminases (AST e ALT);
amilase; lipase; CK; CK-MB; LDH e yGT.
Albumina; TASO; C3; C4; ferritina;
Imunoglobulinas (IgA, 1gG e IgM);
transferrina; PCR e hr-PCR e factor

Turbidimetria

reumatoide.

Potenciometria por eléctrodo selectivo de

" lonograma; cloretos; litio; potassio e sodio.
i0es
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Os compostos azotados ndo proteicos — ureia, creatinina e acido Urico, sdo 0s
parametros doseados para auxiliar na avaliacdo da fungdo renal. Além destes sdo avaliados em
amostras de urina a microalbumindria, creatinina na urina e proteinas urinarias. As patologias
associadas a alteracdes da funcdo renal sdo a Glomerulonefrite aguda e crénica, o Sindrome

nefrotico e nefritico e a faléncia renal aguda e cronica.

A bilirrubina, transaminases, fosfatase alcalina, YGT, CEA ¢ a-fetoproteina permitem
fazer uma avaliagdo da funcdo hepatica. As patologias associadas a alteracBes da fungéo

hepatica sdo principalmente as Hepatites A, B e C, a Hepatite alcodlica e a cirrose.

A funcdo cardiovascular é avaliada pelo doseamento de CK e CK-MB, pela razéo
colesterol HDL/Colesterol LDL (factor de risco para o desenvolvimento de Doenca
Cardiovascular). Além destes parametros podem ser avaliadas as troponinas, miosina e os d-

dimeros.
A avaliacdo do equilibrio acido-base e electrolitico tem por base o ionograma.

O doseamento do factor reumatodide (RA) permite auxiliar no diagnéstico de artrite

reumatoide.
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1.3. Hydrasys

1.3.1. Electroforese de proteinas

Relativamente a electroforese de proteinas, utiliza-se o gel HYDRAGEL
PROTEIN(E), onde o soro é separado nas fraccbes Albumina, Alfa-1; Alfa-2; Beta e Gamma
(Figura 15). O principio baseia na electroforese em gel de agarose, onde ha separacdo de
moléculas com a migracdo segundo uma aplicacdo de diferenca de potencial. Esta diferenca
de potencial promove a migracdo segundo o tamanho molecular, com as particulas com

menor massa a migrarem mais rapidamente.

Este equipamento é semi-automatico, requerendo a manipulacéo na colocacao do gel
no aparelho e aplicagdo da amostra. Os resultados podem ser visualizados directamente a
partir do gel no fim de seco e podemos ainda realizar um scan do gel e avalia-lo a partir do

sistema informatico.

Deve-se ter em atencdo que amostras congeladas podem levar ao aparecimento de uma
banda ligeira no ponto de aplicagdo devido a desnaturacdo de proteinas ou devido as
lipoproteinas. Ndo devem ser utilizadas amostras de plasma uma vez que a migracdo de

fibrinogénio pode ser confundida com uma gamapatia monoclonal.
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Figura 15 — Representagdo do perfil electroforético de
proteinas. Adaptado de Giot, J.-F. (2010).
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Para a andlise da electroforese de proteinas podem ser utilizados géis de 7 ou 15
poc¢os. Normalmente no nosso laboratério faziamos sempre algumas amostras em duplicado,

para ndo desperdicar tempo e testes.

Quanto ao procedimento deve ser colocado o aplicador numa superficie plana com o
numero dos pogos voltados para cima, sao aplicador 10 ul de soro ou urina em cada pogo
(este procedimento ndo deve ser superior a dois minutos). O aplicador deve ser colocado em
camara himida com os dentes voltados para cima durante cinco minutos para que haja difusdo
da amostra. O gel deve ser colocado virado para cima no aparelho apods aplicar 120 ul de dgua
destilada na placa de migracdo. O aplicador deve ser colocado na posicdo seis com 0s
nameros voltados para o operador. Seguidamente deve-se fechar a tampa da cdmara e iniciar a
migracdo. No final da migracdo deve-se colocar o gel no suporte da cdmara de coloracéo,
seleccionando o programa para que esta se inicie. Neste caso € utilizado como corante o

Negro de Amido. Apds a fase da coloracdo é feita a leitura do gel através do scanner.

Na electroforese de proteinas sdo avaliadas 4 frac¢des de proteinas, a Albumina, a al-
Globina, a 02-Globina, a B-globina e a y-Globina. As situacdes patologicas associadas as

diferentes fraccdes de proteinas estdo representadas na tabela 19.
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Tabela 19 - Situac¢Bes patologicas associadas as diferentes fraccdes de proteinas

Fracces de proteinas
Albumina

al-Globina
— al-antitripsina;
— al-glicoproteina 4cida;

— a-fetoproteina

a2-Globina
— Haptoglobina;
— a2-macroglobulina;

— Ceruplasmina

B-globina
— Transferrina;
p1-lipoproteina;
Complemento C3;

Complemento C4;

B2-microglobulina;

Proteina C reactiva.

v-Globina
— Imunoglubinas
o 70-75% IgG;
o 10-15% IgA;
o 5-10% IgM e IgD;
< 1% IgE.

Situacgdes patoldgicas associadas

AlteracBes do metabolismo proteico;

Hipoalbuminémia e Hiperalbuminémia.

SituagOes inflamatorias; Doenca hepatica; Efeitos

hormonais e Carcinomas.

Situagdes inflamatdrias e infecciosas; Problemas
hormonais; Doenca hepética; Carcinoma da
préstata e Doenga de Wilson.

Anemia ferropénica, hemocromatose ou
hemossiderose; Hipercolestrolémia; Obstrugado
biliar; Doencas auto-imunes e Doencas genéticas.

Hipogamaglobulinémia

o Genética ou fisioldgica;

o Secundéria a doencgas hematoldgicas
malignas, a medicamentos e a perda
anormal de proteinas.

Hipergamaglobulinémia

o > 1gG nas infecges cronicas, doencas
auto-imunes e hepatocelulares;

o > IgM nas infecgOes virais e cirrose biliar
primaria;

o >1gG e IgA na cirrose portal.

Paraproteinas — proteinas monoclonais

o Mieloma mdaltiplo.
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1.3.2. Imunoelectroforese

A Imunoelectroforese é baseada também no principio da electroforese em gel de

agarose, mas seguida de imunofixacdo (Figura 16).

Pode ser realizada quando ha pedido especifico ou em caso da electroforese de
proteinas apresentar alteragdes monoclonais. Neste caso € feito um gel por amostra. As
imunoglobulinas monoclonais sdo marcadores de gamapatias e sdo detectadas pela
electroforese de proteinas. Na imunoelectroforese, através do processo de imunofixacdo e

com antisoros monoespecificos é realizada a identificacdo das bandas monoclonais.

Permite auxiliar na distingdo entre gamapatias mono e policlonais e nomeadamente no

diagnostico de mieloma multiplo.

Aqui sdo analisadas as cadeias leves — Kappa e Lambda e pesadas -Gamma das
imunoglobulinas. Como apresentado na figura, G (Gamma) corresponde a IgG; A (Alfa)
corresponde a IgA, M (Mu) corresponde a IgM, K (Kappa) corresponde a cadeia Kappa e L

(Lambda) corresponde a cadeia Lambda.

HYDRAGEL IF 2/4 sebia
ELP G A M K L ELP G A M K L
3 4
e -
o -
s —
-
.- N -
—— . C —
1
ELP G A " K L ELP G A M K L
Figura 16 - Representagio do gel de
imunoelectroforese. Adaptado de

http://www.sebia.com/en-EN/produits/hydragel-if

O procedimento inicia-se com a preparacdo da amostra. Coloca-se 200 ul de soro +
100 pl de diluente na pista imunoldgica G, na pista de referéncia ELP e restantes pistas
imunologicas coloca-se 30 pul de soro + 60 ul de diluente. O aplicador deve ser disposto numa
superficie plana com o numero de pogos voltado para cima aplicando 10 pl de soro (este
procedimento ndo deve ser superior a dois minutos). O gel deve ser colocado virado para cima

no aparelho apos aplicar 120 pl de agua destilada na placa de migragao. O aplicador deve ser
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colocado na posicao seis com 0s nimeros voltados para o operador. Fechar a tampa da cdmara

e iniciar a migracao.

Para a preparacdo do processo de imunofixagdo deve-se colocar a mascara dindmica
numa superficie plana com o segmento de anti-soros coloridos no suporte. Sdo distribuidos 8
ul de anti-soros por poco. O modo de distribuicdo é: ELP (fixador), cor amarela; G (anti-soro
anti-cadeias pesadas Gamma), cor rosa; A (anti-soro anti-cadeias pesadas Alfa), cor azul-
escuro; M (anti-soro anti-cadeias pesadas Mu), cor verde amarelada; K (anti-soro anti-cadeias
leves livres e ligadas Kappa), cor verde-claro e L (anti-soro anti-cadeias leves livres e ligadas

Lambda), cor azul claro.

Abrir a tampa da camara de migracdo, retirar o aplicador e colocar em posi¢do com o
gel a mascara dinamica. Pressionar no ponto central de modo a que o segmento de anti-soro
contacte com a superficie do gel, empurrar lentamente o suporte com movimento regular de
ida e volta por toda a extensdo do gel de modo a aplicar eficazmente os reagentes (este
procedimento ndo deve ser superior a cinco segundos). Remover a mascara dinamica e iniciar
a migracao. No final da migracdo deve-se colocar o gel no suporte da camara de coloracéo,
seleccionando o programa para que esta se inicie. Neste caso é utilizado como corante o

Violeta Acido. Apos a fase da colorago € feita a leitura do gel através do scanner.

E realizado controlo com um soro normal sempre que realizada a técnica.

Mensalmente é realizado controlo com um soro patoldgico.
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2. Técnicas Manuais

2.1.  Pesquisa de drogas de abuso

E utilizada a metodologia de imunocromatografia POCT, utilizando o Kit One Step
Screen Test Device da SPINREACT. Neste caso o resultado € negativo quando aparece linha

colorida na zona de controlo (C) e na zona de teste (T).

O utente deve preencher a declaragdo da “Cadeia de custodia”. A colheita da 12 urina
da manh& deve ser efectuada na presenga de um técnico para 2 recipientes proprios, 0s quais
devem ser selados e etiquetados na presenca do utente. Uma das amostras € utilizada para
efectuar a analise e a outra é congelada durante 3 meses, caso seja necessario efectuar contra-

prova.

Cadeia de Custodia: € utilizada neste caso, uma vez que o produto a analisar pode ser possivel

de constituir prova em processo judicial. E este documento que garante a rastreabilidade de
todo o procedimento desde a colheita da amostra, manuseamento, andlise e sua confirmacéo.

Este modelo ¢é preenchido pelo utente e pela técnica responsavel pela recolha da amostra.

2.2.  Pesquisa de sangue oculto

E utilizada a metodologia de imunocromatografia utilizando o Kit FOBplus da

bioNexia.

Este tipo de teste rapido é realizado em alternativa a colonoscopia para rastreio ou

acompanhamento em pacientes de baixo risco.

O teste kit permite a deteccdo qualitativa de hemoglobina humana nas fezes,
baseando-se no método imunocromatografico onde apenas é reconhecida a hemoglobina
humana pela reaccdo com anticorpos especificos (anticorpo monoclonal especifico marcado
com ouro). Assim a hemoglobina presente nas fezes vai reagir com o complexo de anticorpos,
que ao chegar a zona de teste (por migracdo capilar), vai contactar com 0s anticorpos anti-

hemoglobina, formando uma linha de teste vermelha (resultado positivo).

A especificidade do teste-kit para doentes com colonoscopia negativa € de 81,9% e
sensibilidade para a deteccdo de todos os adenomas é de 35,8%. Quanto a sensibilidade
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analitica, obtém-se resultado positivo nas amostras em que a concentracdo de hemoglobina

humana é > 40ng de tampéo de hemoglobina/ml apos a extraccao.

A pesquisa de sangue oculto nas fezes é um exame de rastreio que deve ser realizado
todos 0s anos por pessoas com idade superior a 50 anos, pois é neste idade que ha um risco
aumentado de desenvolver cancro do célon. Um resultado positivo nédo € indicativo de cancro
do cdlon, uma vez que este teste de rastreio apenas identifica a presenca de sangue, assim
sendo deve ser realizada uma colonoscopia a fim de averiguar se ha presenca de p6lipos ou

massa tumoral maligna ou qual a origem do sangramento (ao encargo do médico especialista).

2.3. Teste de gravidez

E utilizada a metodologia de imunocromatografia em que o teste kit € um imunoensaio
cromatografico para a deteccdo quantitativa de Gonadotrofina Coridnica humana na urina ou

Soro.

Este teste consiste na deteccdo selectiva de niveis elevados de hCG através da
combinacdo de anticorpos onde esté incluido um anticorpo monoclonal hCG. Além deste tipo
de teste deve ser sempre feito o diagnostico de gravidez confirmatdrio, caso o resultado seja

positivo.

A hormona hCG é composta por 2 sub-unidades, alfa e beta, ligadas ndo
covalentemente por interacgdes hidrofobicas e i6nicas. E a variante hCG hiperglicosilada que
maioritariamente é produzida no inicio da gravidez, uma vez que promove a implantacdo do

embrido e o desenvolvimento fetal durante a gravidez.

2.4.  Magnésio eritrocitario

A maior parte do magnesio presente no organismo € intracelular, sendo que a
guantidade de magnésio que € absorvida no intestino é inversamente proporcional a
guantidade ingerida. S&o os rins que controlam a homeostase do magnésio, excretando-o

quando esta em excesso e em caso de défice ha reabsorcédo tubular, conservando-o.
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Para a realizagdo do magnésio eritrocitario é necessario realizar uma preparagdo prévia
(hemdlise e desproteinizacdo), sendo o doseamento feito no sobrenadante, no aparelho de

bioquimica.

2.5. Waller Rose

E utilizado o kit SPINREACT. O método consiste na hemaglutinacdo em placa para a

deteccdo qualitativa e semi-quantitativa de FR (factor reumatoide).
O teste funciona como auxiliar ao diagnostico de RA (artrite reumatdide).

O factor reumatdide €é composto por auto-anticorpos que correspondem a

imunoglobulinas dirigidas para a regido Fc das IgG.

2.6.  Grau de digestao das fezes

No exame macroscépico deve ser observada a forma, consisténcia, cor (externa e
interna) e a presenca de muco, sangue, puUs, parasitas, restos de alimentos, medicamentos e

matéria gorda.

Para 0 exame microscopico deve ser preparada uma suspensao de fezes, misturando-as

com soro fisioldgico (excepgdo: fezes liquidas).

Apbs preparada a suspensdo, deve ser colocada uma gota em 3 laminas limpas. Na
primeira lamina apenas deve ser colocada lamela sem nenhum reagente. Na segunda lamina
adicionar uma gota de Lugol concentrado e colocar a lamela. Na terceira lamina adicionar
uma gota de uma solucdo de Sudan Ill. Ao utilizar o Lugol, o amido crd vai corar de azul-
violeta escuro, 0 amido cozido cora de avermelhado e a flora ioddfila cora de azul. Ao utilizar
a solucdo de Sudan 111, as gorduras neutras vao corar de vermelho alaranjado e os sabdes e

acidos gordos véo corar de rosa até negro.

Podemos observar pelas laminas os elementos de origem intestinal e os residuos
alimentares. Sdo elementos de origem intestinal 0 muco, os GV, os GB e os cristais (fosfato

de amoniaco magnesiano, Charcot-Leyden). Nos residuos alimentares podemos encontrar:
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» Proteinas: devemos encontrar uma pequena quantidade de fibras musculares bem
digeridas e ndo devemos encontrar tecido conjuntivo, como fibras musculares néo
digeridas);

» Gorduras: devemos encontrar uma pequena quantidade de glébulos de gordura neutra,
agulhas de &cidos gordos ou sabdes);

» Hidratos de carbono: ndo devemos encontrar amido cozido. A celulose digerivel
aparece em pequena quantidade e a ndo digerivel depende do tipo de alimentacao;

> Cristais: oxalato de célcio.

Para a determinacdo do pH das fezes utilizamos uma tira de papel indicador de pH. O
pH normal das fezes varia entre 6,8 e 7,4. pH < a 4 sdo indicativos de distirbios na digestao

de hidratos de carbono e pH > a 7,4 sdo indicativos de disturbios na digestiao de proteinas.

2.7.  Capacidade Total de Fixacao de Ferro (CTFF)

Este valor pode ser obtido pela através da saturacdo da transferrina pela técnica

descrita na bula TIBC additif, seguida da determinacédo do ferro no sobrenadante obtido.

O valor obtido é multiplicado pelo factor 3, ou pode ser feita a determinacdo da
transferrina pela formula: TIBC = TRF x 1,43.

2.8.  Indice de Saturacéo de Ferro

Ferro sérico

Este indice é determinado pela formula e

x 100. Em que CTFF é a

capacidade total de fixacdo de ferro. O valor é sempre expresso em percentagem.
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CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

O controlo de qualidade interno tem como objectivo o controlo dos parametros
analisados de modo a detectar anomalias e avaliar erros. Permite a correccao imediata o que

assegura a qualidade dos nossos resultados na fase analitica.

As amostras controlo tém valores bem definidos e conhecidos, permitindo avaliar a
exactidao e a preciséo dos ensaios realizados ao comparar os valores obtidos com os valores

expectaveis.

No inicio do dia de trabalho sdo obtidos todos os valores de controlo para os diferentes
aparelhos e amostras a analisar. Estes dados sdo avaliados em gréaficos Levey-Jennings que
representam a dispersdo dos dados em torno do valor alvo definido e do seu desvio padrao. Os
valores da média e do desvio padrdo podem ser os descritos na bula ou podem ser calculados

pelo laboratorio.

Se os valores obtidos ultrapassam os limites superiores e inferiores de controlo 0 nosso

método analitico apresenta erros.

O erro total (ET) permite quantitativamente avaliar a incerteza do método, através dos
erros aleatorios e dos erros sistematicos. E representado pela formula: ET = |BIAS| + z +
CV. O valor z pode ser 1,65 para um intervalo de confianca de 90% ou 1,96 para um intervalo

de confianca de 95%.

O erro total admissivel (ETa) é um intervalo estipulado pelo laboratério que tem como
base as referéncias nacionais e internacionais. Permite caracterizar uma margem de erro

admissivel para os diferentes métodos, considerando a utilidade clinica dos resultados.

A métrica 6Sgima (o), avalia 0 Eta, 0 BIAS e o coeficiente de variacio (CV). E

ETa—|BIAS|

expressa pela formula: o = o

Os erros que podem ocorrer sdo do tipo aleatorio ou sistematico. Os erros aleatorios
acontecem quando os valores das amostras padrdo se encontram dispersos em torno do valor
médio. Os erros sistematicos ocorrem quando ha um desvio dos valores das amostras padréo

se desviam do valor médio.

Ao serem detectados erros sistematicos, ou seja, problemas na exactiddo do nosso

método, deve-se verificar: a concentragdo atribuida aos calibradores; a deterioracdo de
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reagentes ou calibradores; se os reagentes foram mal preparados (dilui¢des, hidratagdo...); se
estdo a ocorrer erros sistematicos de pipetagem; se ocorreu modificacdo das temperaturas de

incubacdo e ainda se houve nesse periodo mudanca do operador.

Relativamente aos erros aleatorios — precisdo do nosso método, estes tambeém devem
ser sempre verificados aquando a sua ocorréncia. Assim deve ser verificada a repetibilidade
da pipetagem e de deteccdo; a homogeneizacdo dos reagentes; se o0 sistema apresenta bolhas

de ar; se a temperatura do sistema €é instavel ou ainda se a corrente eléctrica é instavel.

Ao serem analisadas as causas de erro, sejam eles sistematicos ou aleatdrios, e
chegando a concluséo da sua causa, deve-se proceder de modo a minimizar os erros, para que

estes ndo voltem a interferir nos nossos resultados analiticos.

Para interpretar os graficos de Levey-Jennings sdo utilizadas as Regras de Westgard.

Podem ser utilizadas 6 Regras de Westgard, descritas de seguida.

1. Regra 1:2S: quando o valor da amostra controlo ultrapassa o intervalo da média
em * 2 desvios padrao.

2. Regra 1:3S: quando o valor da amostra controlo ultrapassa o intervalo da média
em * 3 desvios padrao.

3. Regra 2:2S: quando o valor de 2 amostras de controlo ultrapassa o intervalo da
média em £ 2 desvios padrao, do mesmo lado da média.

4. Regra R:4S: quando a diferenca entre os valores de 2 amostras de controlo
consecutivas é 4 vezes superior ao valor do desvio padrao.

5. Regra 4:1S: quando o valor de 4 amostras de controlo ultrapassa o intervalo da
média em £ 1 desvios padrao.

6. Regra 10: X: quando o valor de 10 amostras de controlo consecutivas se encontra

do mesmo lado da média.

A. CQI HEMATOLOGIA

a. No equipamento Advia 2120i e Vesmatic 30 Plus, os limites fornecidos séo + 2DP.
E utilizada a regra Unica R1:2S. Esta é uma regra de aviso e indicativa de erro
aleatorio.

b. No equipamento Hi-Auto Alc (HA 8160), os valores da média e desvio padrédo séo

determinados pelo laboratério. E utilizada a regra tnica R1:2S.
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C.

No equipamento Sysmex CA 500, os valores dos limites sdo dados pelo
fornecedor.

CQI IMUNOLOGIA E ENDOCRINOLOGIA

No equipamento Vidas, para os parametros que tém valores quantificaveis para o
CQI ¢é aplicado os limites + 2DP. Neste equipamento é necessario determinar 0s
limites, pois os limites fornecidos sdo de 3DP. Deve ser realizada na configuracao
do equipamento os valores para QCL.

No equipamento Cobas e411, sdo utilizados os limites dados pelo fornecedor, mas
0 equipamento é programado para apresentar as cartas controlo com apenas 1DP,
apertando o limite de aceitacdo. Sao utilizadas as regras: R1:2S indicativa de erro
aleatorio, R1:3S indicativa de erro aleat6rio ou sistematico grave (o valor deve ser
rejeitado e repetido), R2:2S, indicativa de erro sistematico (o valor da amostra de
controlo deve ser rejeitado e repetido o processo) e Regra 10: X, indicativa de erro

sistematico (rejeicao do valor da amostra de controlo).

. CQI BIOQUIMICA — QUIMICA CLINICA E MONITORIZACAO DE

METABOLISMOS, ORGAOS E SISTEMAS

No equipamento Cobas Integra Plus 400, as técnicas colorimétricas sdo avaliadas
por ¥ do DP dado pelo fornecedor e as técnicas de imunoturbidimetria apresentam
o0 valor real dado pelo fornecedor. S&o utilizadas as regras: R1:2S indicativa de
erro aleatorio, R1:3S indicativa de erro aleatorio ou sistematico grave (o valor
deve ser rejeitado e repetido), R2:2S, indicativa de erro sistematico (o valor da
amostra de controlo deve ser rejeitado e repetido o processo) e Regra 10: X,

indicativa de erro sistematico (rejeicdo do valor da amostra de controlo).
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AVALIACAO EXTERNA DA QUALIDADE

A avaliagdo externa da qualidade permite avaliar o desempenho do nosso laboratorio
comparando-0 com outros com o objectivo de assegurar comparabilidade entre os resultados

obtidos pelos diferentes laboratdrios.

Este tipo de avaliacdo garante a reprodutibilidade dos resultados, verificacdo da
calibracdo dos sistemas analiticos e a ocorréncia de ndo conformidades (aplicagdo de accbes

correctivas).

Os resultados da AEQ permitem avaliar os métodos realizados pelo laboratério ao
utilizar a métrica 6 o e o calculo do erro total. Este processo permite aumentar a eficacia do

laboratdrio pela optimizacao dos processos para que a satisfacdo seja garantida.
O Biolabor encontra-se inscrito nos seguintes programas de AEQ: INSA e RIQAS.

1. INSA

a. Na valéncia de hematologia, sdo avaliados o Grupo Sanguineo e o Factor Rh;

Hemoglobina Glicada e Hemoglobinopatias através do aparelho Hi Auto-Alc;

b. Na valéncia de microbiologia, sdo avaliadas 2 amostras para a bacteriologia e séo
realizados por més um ensaio de: coprocultura; Salmonella ou Neisseria
gonorrhoeae ou urocultura ou micologia ou Streptococcus do grupo B ou do grupo
A.

c. Na valéncia de imunologia, sdo avaliados através do aparelho Cobas €411 o
anticorpo HBS; AAT (anti-TPO e anti-TG); CMV; IgE (avaliando a IgE total);
anticorpos da rubéola (IgM e 1gG) e da toxoplasmose (IgM e IgG). Quanto as

técnicas manuais é realizado o ensaio de sifilis para avaliar a técnica de VDRL, 0s
anticorpos anti-treponema e o ensaio de Brucella para avaliar as técnicas de Febris,
Monoteste e Waller Rose. No aparelho Hydrasys é realizado um ensaio para a
electroforese de proteinas e um ensaio para a imunoelectroforese.

d. Na valéncia de bioquimica, sdo avaliados analise fisico-quimica da urina tipo II,

através do aparelho Clinitek Atlas. No aparelho Intregra 400 Plus sdo avaliados a
albumina, C3 e C4, PCR, RA-teste, TASO e transferrina; os parametros urinarios,
como a microalbuminuria e a creatinina na urina. Quanto as técnicas manuais é
feito 1 ensaio de Drogas de abuso; 1 ensaio de Sangue oculto e 2 ensaios de Teste

de Gravidez.
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2. RIQAS (mensal)

a. Na valéncia de hematologia, no aparelho Advia 2120i com modulo de

veterinaria sdo analisados por contagem automatica os seguintes parametros:
HB; HT; MCH; MCHC; MCV; PLT; RBC; WBC e reticuldcitos. No aparelho
Sysmex sdo analisados o fibrinogénio; APTT em segundos e a razdo; PT/INR e
PT em segundos e a razdo.

b. Na valéncia de imunologia, no aparelho Cobas e411, sdo analisados o0s

seguintes pardmetros: acido fdlico; alfa-fetoproteina; B-HCG, vitamina B12;
parametros tumorais, nomeadamente CA125, CA 15.3, CA19.9 e CEA,; grupo
das hepatites com AgHBS, anticorpo HBC, HCV e o retrovirus, HIV.

c. Na valéncia de bioguimica, no aparelho Cobas Integra Plus 400, séo analisados

0s seguintes pardmetros: acido Urico; transaminases (AST e ALT); alfa-
amilase; bilirrubina total e directa; célcio; colesterol HDL e total; creatinina;
creatinina fosfo-quinase (CPK); ferro; fosfatase alcalina;
gamaglutamiltranspeptidase  (yGT); glucose; ionograma; lipase; litio;

magnésio; proteinas totais; triglicéridos e ureia.
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FASE POS-ANALITICA

Esta fase que engloba os processos desde a validagdo biopatoldgica até a entrega do

boletim de resultados ao utente.

EMISSAO DOS x ENTREGA DOS
BOLETINS DE Blglf\k%ﬁ%éloc A BOLETINS DE
RESULTADOS RESULTADOS

1. Emissao dos boletins de resultados

Apbs a introducdo dos resultados no sistema informatico, é impresso o boletim para a

validacao patoldgica.

A introducdo dos resultados pode ser realizada de duas formas. De forma manual, em
que os resultados sdo inseridos no sistema informatico pelo operador ou de forma on-line, em
que os resultados passam automaticamente dos equipamentos ligados em rede para o sistema

informatico.

O boletim de resultados é um documento escrito validado pelo especialista que contém
os resultados quantitativos e qualitativos dos exames efectuados. Sempre que necessario é

também acompanhado de comentarios.

Quando determinadas analises sdo efectuadas em laboratdrio exterior, deve ser

anexado o seu resultado ao boletim de resultados do laboratério.

2. Validacéo Biopatologica

A validacdo biopatolégica consiste na coeréncia do conjunto de resultados das analises
efectuadas para o utente, tendo em conta o seu estado clinico, os tratamentos a que esteve ou

esta sujeito o utente e os resultados analiticos anteriores.
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A validacao biopatoldgica de todos os resultados analiticos assim como a validagao do
boletim de andlises estd ao encargo da Directora Técnica do Laboratério — Dra. Fatima

Consciéncia ou da Especialista — Dra. Noélia Piteira.

Sempre que seja necessario para esta validacdo a repeticdo de algum parametro
analitico, caso ainda a amostra biologica apresente estabilidade, cabe a Directora ou a

Especialista a solicitacdo de nova andlise a fim de confirmar o resultado obtido.

3. Entrega dos boletins de resultados

O boletim de resultados s6 pode ser entregue ao utente ou entregue a terceiros em caso
de autorizacdo pelo utente. O registo de entrega do boletim de resultados é registado no

sistema informatico.

A entrega do boletim pode ser feita em mé&o, num envelope fechado, ou enviada por
correio electrénico quando requisitado pelo utente. Quando solicitado ou quando os resultados
e 0 prognostico assim o sugerir os resultados podem ser comunicados ao médico prescritor.
Também podem ser dados os resultados por via telefonica ou médico prescritor através da
directora técnica. Os boletins de resultados de anélises de medicina do trabalho sdo entregues

a empresa requisitante.
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RESUMO

A presente monografia consiste numa revisdo bibliografica em que o principal
objectivo recai na descricdo do processo patogénico provocado pela infec¢do pelo Virus do
Papiloma Humano (HPV) e no processo de diagnostico da infeccdo. Para a realizacdo desta
monografia, além de artigos de revisdo, foram consultados livros e dados obtidos através dos
sites oficiais dos CDC (Centers of Disease Control and Prevention) e da Organiza¢cdo Mundial
de Saude.

Na patogénese da doenca e para além do ciclo replicativo, s@o descritos o processo de
transmissdo, a expressdo clinica que deriva desta infeccdo e as situacGes em que pode ocorrer

co-infeccdo com outras infecgdes.

No diagnéstico do HPV sdo dados a conhecer quais os testes de rastreio utilizados e
descritos os processos de deteccdo do virus, ou seja, observagdes citoldgicas e doseamento
dos niveis de DNA e mMRNA do HPV.

Além do objectivo principal, € feita também uma contextualizagdo tedrica em que o
virus é caracterizado pela sua classificacdo, sdo apresentados valores estatisticos, sdo dadas
algumas informacdes sobre a vacinacdo, utilizada de forma preventiva na infec¢cdo por HPV.
Finalmente, e como concluséo final do tema séo apresentados desafios futuros tanto ao nivel

da clinica como do diagnéstico.

O HPV é o principal responsavel pelo cancro cervical, mas também pode originar
outros tipos de cancro, nomeadamente vulvar, peniano, anal e da orofaringe. O HPV ¢é
responsavel, numa fase inicial de infeccdo, pelo aparecimento de verrugas de pele e de
condilomas (verrugas da mucosa). A prevencao desta infeccdo € realizada recorrendo aos

varios planos de vacinagdo disponiveis.

Com esta revisdo bibliografica é possivel concluir que para além do avanco de estudos
para o desenvolvimento de uma vacinacdo mais eficaz sdo necessarios metodos mais
especificos que permitam o diagndstico deste tipo de infeccdo de modo a garantir uma

prevencéo eficaz e precoce desta patologia.

Palavras-chave: Patogénese; Diagndéstico; HPV; Virus do Papiloma Humano
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ABSTRACT

The present monograph consists of a bibliographical review in which the main
objective is the description of the pathogenic processcaused by the Human
Papillomavirus (HPV) infection as well as its diagnosis. For the accomplishment of
this monograph, in addition to review articles, were consulted books obtained through the
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) and the World Health Organization.

Regarding pathogenesis, the replicative cycle is described together with viral
transmission mechanisms, the clinical outcomes of this infection, and the problems that may

arise in coinfections with other viruses.

In the diagnosis of HPV, the main screening tests are referred (e.g. cytology) as well
as the assays aiming the detection of HPV DNA and mRNA.

In addition to the main objective, a general introduction is made in which the virus
Is characterised, and epidemiological data are presented. Some information about the vaccine,
is also highlighted. Finally, challenges that need to be addressed in the near future are

presented, both at clinical and diagnostic level.

The HPV is mainly responsible for cervical cancer but can also lead to other cancers,
including vulvar, penile, anal and oropharyngeal cancers. It is responsible, at an early stage of
infection, for the appearance of skin warts and condyloma (mucosal warts). The prevention of

this infection is mainly achieved through vaccination.

With this review it is possible to conclude that in addition to a more effective
vaccination, more specific methods are necessary to allow the diagnosis and prognosis of

HPV infection in order to guarantee an effective and early prevention of this pathology.

Keywords: Pathogenesis; Diagnosis; HPV; Human Papilloma Virus
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INTRODUCAO

No ano de 1892, Dimitrii lvanovsky, associou que a doenga mosaico do tabaco —
TMV, tem como causa um agente viral. A simplicidade estrutural do virus é apenas observada
anos mais tarde, 1935, por Wendell Stanley, que com a ajuda da microscopia electronica

conseguiu visualizar pela primeira vez a estrutura das particulas virais de TMV. [13]

Com o avancar dos estudos na area de virologia, surgiu em 1960 a necessidade de
“catalogagdo” viral. E proposto em 1962 por Lwoff, Robert Horne e Paul Tournier, classificar
0s virus segundo o sistema hierarquico lineano — filo, classe, ordem, familia, género e espécie,
agrupando assim todos os virus, ou seja, sem fazer distincdo entre infectarem bactérias,

plantas ou animais. [13]

Este sistema de classificacdo ndo pode ser adoptado na totalidade, pois 0s virus devem
ser agrupados de acordo com as suas caracteristicas e com as células ou organismo que Ihes
serve de hospedeiro. O principal critério de classificacdo baseia-se no &cido nucleico
apresentado no genoma do virus. Assim sendo o sistema de classificacdo passa a consistir em

familia, género e ordem. [13]

Em 1983, Zur Haussen associa o HPV (Virus do Papiloma Humano) como causador
do cancro cervical. Com esta descoberta surge a necessidade de investigar este tipo de virus e
desenvolver métodos de tratamento. [13]

Baseado na classificacdo taxonomica viral, o0 HPV apresenta relativamente a natureza
do &cido nucleico do virido, genoma dsDNA (DNA de cadeia dupla), nucleocéapside
icosaédrica, auséncia de membrana lipidica — sem invélucro e pequena dimensao do virido e
capside. Com estas caracteristicas qualificamos o HPV como pertencente a familia
Papillomaviridae. Esta familia apresenta varios géneros onde estdo agrupados varios
genotipos que podem ser distinguidos quanto ao seu poder patogénico e tropismo celular. [5]
[13] [56]

Na classificagdo viral, estamos ainda perante o sistema de classificacdo de Baltimore,
que se caracteriza pela relagdo entre o genoma viral e 0 seu mRNA, descrevendo as vias
necessarias a formacdo do ultimo. No sistema de classificacdo de Baltimore o HPV encontra-
se no grupo 1. [13] [56]
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Os tipos de HPV caracterizam-se pelo seu poder patogénico, sendo agrupados em dois
grupos, baixo e alto risco. O grupo de baixo risco é caracterizado pelos genétipos de HPV — 1;
6; 11; entre outros e sdo responsaveis pelas lesdes benignas como verrugas da pele e verrugas
genitais. O grupo de alto risco apresenta os genotipos de HPV — 16; 18; entre outros e sdo
responsaveis pelas lesdes intraepiteliais de alto grau, assim como pelo cancro cervical, vulvar,

vaginal, anal, peniano e da orofaringe. [5] [9] [54]

A patogénese do HPV consiste numa infecgdo na camada basal das células epiteliais
escamosas estratificadas. Esta infeccdo promove a proliferacdo celular no epitélio e nas
células infectadas, levando a alteragbes benignas ou malignas. A diferenciacdo entre as
alteracOes benignas e malignas baseia-se no tropismo celular e no genétipo de HPV que est4 a
infectar o hospedeiro. [5] [9]

A transmissdo é feita pelo contacto intimo através de sexo oral, vaginal ou anal com
uma pessoa que esteja infectada, sendo assim uma IST (Infeccdo Sexualmente
Transmissivel). A transmissdo ocorre mesmo que a pessoa infectada ndo apresente sinais ou

sintomas, pois estes podem desenvolver-se passado anos. [2]

A maioria das infeccbes € transitoria e assintomatica, ou seja, ndo apresenta
consequéncias/sinais clinicos em imunocompetentes. Para que ocorra infeccdo da camada
basal esta tem de sofrer uma ruptura. No periodo de incubacdo pode haver novas infecgdes
cervicais, com diferentes genétipos de HPV o que também contribui para a evolucdo das

lesGes epiteliais de alto grau assim como a evolugdo para cancro cervical. [13] [51] [56]

A co-infeccdo HPV-HIV favorece a infeccdo celular, uma vez que a infeccdo pelo
HIV favorece o desenvolvimento acelerado de displasias e a evolucdo para cancro devido a
situacdo de imunossupressdo, sendo assim este tipo de co-infecgcdo um circulo vicioso. [1] Na
situacdo de co-infeccdo com HSV (Virus do Herpes Simplex), ha evolucdo no sentido da
transformacédo maligna celular, mas ndo é considerado um factor obrigatério para o avanco de

infeccdo. [30]

As prevaléncias diferem consoante o tipo de cancro causado pelo HPV. Todos 0s anos
h& mais de 27 000 pessoas que desenvolvem cancro devido a infeccdo por HPV, havendo um
novo caso a cada 20 minutos (dados do CDC). Sabe-se que 69% dos cancros da vulva estéo

associados ao HPV, assim como 75% dos cancros vaginais, 63% dos cancros do pénis, 91%
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do cancro anal e 72% do cancro da orofaringe. O cancro do colo do Utero é o0 mais comumente

causado pela infeccdo por HPV.

O teste de rastreio normalmente utilizado € o teste Papanicolau. Este exame permite
observar as células anormais (neoplasicas) que se desenvolvem no colo do utero, o que
permite agir rapidamente. [41] O teste de Papanicolau esta associado a citologia. [65] Além
do recurso a citologia, o teste Papanicolau, pode ser utilizado em conjunto com o teste de
deteccdo de DNA do HPV, auxiliando na pesquisa dos diferentes gendtipos ou ainda o teste
de deteccdo de mRNA. [5]

Em 2006 surge a primeira vacina contra o HPV, desenvolvida pela MERCK & Co.,

que permite evitar uma infecgdo viral potencialmente causadora de neoplasia.

A vacina previne a infeccdo pela maioria dos tipos responsaveis por causar

carcinomas, mas ndo actua na erradicacdo da particula viral. [12]

Cada vez mais nesta area tém surgido novos estudos com o desenvolvimento de outros
tipos de vacinas cada vez mais eficazes. Uma nova geracdo de vacinas e avangos na detec¢édo
precoce das lesdes percussoras tém sido estudados e desenvolvidos para que este tipo de
infeccdo deixe de ter um impacto téo elevado na satde publica. [12] [24]
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CLASSIFICACAO DO VIiRUS

1. Taxonomia

Taxonomicamente a classificacdo hierdrquica dos virus apresenta as seguintes sub-

divisbes: Ordem, Familia, Género e Estripe (Figura 1).

O HPV pertence a familia Papillomaviridae. Os principais géneros responsaveis por
causar infeccdo em humanos sdo Alphapapillomavirus com as estripes de HPV — 2; 6; 7; 10;
16; 18; 26; 32; 34; 53; 54; 61 e 71. O género Betapapillomavirus com as estripes de HPV — 5;
9 e 49. O género Gammapapillomavirus com as estripes de HPV — 4; 48; 50; 60 e 88. O
género Nupapillomavirus com a estripe de HPV — 41. O género Mupapillomavirus com as
estripes de HPV — 1 e 63. [9] [31]

Alpha-papillomavirus

Mu-papillomavirus

Nu-papillomavirus
cutaneous

Gamma-
papillomavirus
cutaneous

Beta-papillomavirus
cutaneous

Figura 1 - Esquematizacdo taxonémica do HPV. Adaptado de Egawa, N. et al., 2015
[9].

2. Estrutura do virus

O HPV apresenta genoma DNA de cadeia dupla circular com dimensdes entre 5 a 8
Kb. A sua replicagdo é nuclear podendo em alguns casos ocorrer integragdo do seu genoma no
genoma da célula hospedeira. [5] [27] [45] [53]

O virido é formado pelas proteinas precoces e tardias e pelo acido nucleico. Apresenta
dimensdo entre 45 a 55 nm, forma icosaedrica e auséncia de invélucro lipidico. [5] [45]
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A estrutura do genoma viral é dividida em trés regides: Long Control Region (Regido
Longa de Controlo - LCR), Early Region (Regido Precoce) e Late Region (Regido Tardia)
(Figura 2). [5] [27] [45] Entre a LCR e a regido precoce encontra-se a zona de poliadenilacéo

precoce e no final da regido tardia encontra-se a zona de poliadenilacdo tardia. [26]

Figura 2 — Representacédo do genoma do HPV — 16. Adaptado de
http://win.eurocytology.eu/static/EUROCYTOLOGY/TUR/cervical/
LP1ContentMcontAl.html [20]

A LCR é a regido reguladora ndo codificante que varia consoante os diferentes
gendtipos de HPV, ou seja, varia a sua composicdo nucleotidica. Encontra-se entre as
proteinas E6 e L1 e contém a sequéncia promotora nuclear onde se localizam os silenciadores
e “enhancers” (potenciadores), que promovem o reconhecimento e ligacdo as proteinas
necessarias para a replicacdo e transcricdo viral, assim como a origem de replicacdo. A sua

composicao nucleotidica varia de acordo com os diferentes genotipos de HPV. [5] [27] [31]

Entende-se por “enhancer” a sequéncia de DNA que contém multiplos elementos que
podem estimular a transcricdo da RNA polimerase Il que actuam independentemente da

orientacdo e local de inicio da transcricao, funcionando assim como um potenciador. [13] [56]

A Regido Precoce é composta por seis proteinas — E1; E2; E4; E5; E6 e E7. As
principais caracteristicas destas proteinas séo a replicacdo viral, a regulacédo da transcrigéo e a
oncogeénse. [5] [27] [31]

E1 permite a replicagdo epissomal, pois actua como helicase replicativa especifica do
DNA viral. [9]

111



E2 esta envolvida no processo de transcri¢do, replicacéo e tradugdo do genoma viral.
Actua como um factor de processamento de RNA controlando o splicing e a poliadenilagao

precoce. Regula a transcricao viral e inibe as proteinas E6 e E7. [9]
As proteinas E1 e E2 sdo as responsaveis pela replicacao viral. [9]

E4 promove a deformacdo das células infectadas pela destruicdo da rede
citoesquelética (coilocitose) e continua a sua expressao nas células epiteliais na fase final de
diferenciacédo. Esta proteina associa-se a L1 e L2. [27] A coilocitose caracteriza-se por células

que apresentam pequenos vacuolos em volta do nucleo. [28]

E5 pode ligar-se ao factor de crescimento epidérmico. Tem uma faca actividade na
transformacao celular e a sua expressdo acaba quando ha a integracdo do genoma viral. [8]

As proteinas E6 e E7 sdo responsaveis pelo desenvolvimento e progressdo para o
cancro. A proteina E6 é caracterizada pela ligacdo ao gene supressor tumoral — p53 que
promove danos na reparacdo do DNA, com destabilizacdo do cromossoma e inibicdo da
apoptose. A proteina E7 é caracterizada pela ligacdo a proteina retinoblastoma — pRb, que
promove a supressao tumoral, desregulacdo do ciclo celular, interac¢do com outras proteinas

celulares, inibicdo da apoptose e evasao das fun¢des de vigilancia imunoldgica. [5]

A Regido Tardia apresenta as proteinas L1 e L2. S8o proteinas estruturais e € nesta
regido que estdo localizadas as ORF’s tardias. Estas proteinas formam a capside e protegem o
genoma viral. Sdo expressas na camada superior do epitélio. Promovem a ligacdo ao DNA

viral facilitando a encapsidacao do genoma. [5] [27] [31]

A proteina L1 é caracterizada por imunogenicidade semelhante a dos virides
infectados e tem como factor-chave o poder de se agrupar a estruturas vazias da céapside. E a

responsavel por codificar a proteina estrutural da capside do virus. [5]

A proteina L2 é responsavel pela producdo de um amplo espectro de anticorpos
neutralizantes contra os diferentes genétipos de HPV. E essencial para a entrada do virus na

célula, com transporte dos componentes virais para o nucleo onde ocorre a ligacdo ao DNA.

[5]
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3. Caracteristicas do virus

O HPV apresenta tropismo para as células epiteliais, nomeadamente as células da pele

e das mucosas. [5] [27]

Os genotipos do HPV sdo sub-divididos em alto e baixo risco. Sdo genoétipos de alto
risco o HPV — 16; 18 (mais comuns e responsaveis por 71% do cancro cervical) além de 31;
33; 35; 39; 45; 51; 52; 56; 58; 59; 66; 68. Sdo genotipos de baixo risco o HPV — 6 e 11 que
contribuem para a formacéo de verrugas. [5]

Os genotipos de alto e baixo risco diferenciam-se ao nivel das proteinas E6 e E7,
reguladoras do controlo da expressao génica. No HPV de alto risco hd um Unico promotor e a
regulacdo ocorre por splicing diferencial, ja no HPV de baixo risco as proteinas tém

promotores separados para regular a sua expressao. [9]

O splicing diferencial permite que a cadeia sintetizada de mRNA sofra varios
processamentos. H& aumento do nimero total de proteinas possiveis com remocao dos intrdes
de diferentes sitios 0 que leva a mais exdes diferentes. O resultado deste processo sdo
diferentes RNAs. [13] [56]

A transmissdo pode ocorrer por contacto directo, por via sexual, ou por via congénita.
Expressa-se clinicamente por verrugas na pele, verrugas genitais ou condilomas e cancro

cervical, no estado avancado de infeccéo. [2]
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PATOGENESE

A patogenicidade do HPV além de variar com o genoétipo, varia com a natureza da

célula infectada e com a imunidade do hospedeiro. [9]

E caracteristico dos virus genoma DNA a infeccdo abortiva/ nio produtiva e a
capacidade oncogénica. Neste tipo de genotipo ocorre alteragdo da actividade celular no
controlo do crescimento e na inibi¢do das proteinas celulares, devido a expresséo desregulada
da proteina E6 e E7 que leva a instabilidade do genoma. [9]

O HPV infecta as células basais que se encontram na zona de transformagdo epitelial,
entre o epitélio escamoso estratificado do ectocérvix e o epitélio colunar do endocérvix,
facilitando assim a entrada do HPV (Figura 3). Como o HPV infecta apenas as células
epiteliais basais em divisdo, apenas ha replicacdo de DNA do HPV quando ha replicacdo do
DNA das células basais. [5]

squamocolumnar junction
(5C)

endocervix
(columnar epithelium)

eclocervix
(squamous epithelium)

Figura 3 - Representacéo da zona de infeccdo por HPV. Adaptado de
http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/144785/1/9789241548953_eng.p
df?ua=1 [41]

A aquisicgdo de infecgdo viral é dependente, por exemplo, da imunodeficiéncia, mas a

sua persisténcia € independente de outras infec¢des. [50]

A persisténcia de infecgdo traduz-se na forma de infeccdo latente ndo produtiva,
originando lesdes que ndo sdo clinicamente aparentes. Uma situacdo de infeccdo persistente
com um ou mais genotipos € iniciada com uma leséo epitelial de baixo grau, passando depois
para uma lesdo epitelial de alto grau, até chegar a situacdo de cancro cervical invasivo. Esta
situacdo de progressdo deve-se ao facto de ndo haver libertacdo de citocinas pro-inflamatorias

nem recrutamento das células de Langerhans (LC). [9]
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O tempo médio de persisténcia viral pode chegar aos 14 meses. [22]

Além da aquisicdo viral e imunocomprometimento, o tabagismo e os contraceptivos

orais também sdo considerados factores de risco para o agravamento da infec¢do. [23]
A infeccdo pelo HPV leva a alteracdo da resposta imune adaptativa e inata. [9]

A resposta inata € constituida por barreiras fisicas, fisiologicas, celulares e
inflamatorias proprias do organismo. Como barreira fisica podemos encontrar a pele, como
fisioldgica podemos ter mediadores quimicos, nomeadamente as lisozimas, o interferdo ou o
sistema do complemento. As barreiras celulares promovem a fagocitose e sdo constituidas
pelos linfocitos NK (Natural Killer) e pelos leucécitos fagocitarios (neutréfilos, monacitos) e
macrofagos. A barreira inflamatoria é a responsavel por induzir as células fagocitarias. [13]
[56]

A resposta adaptativa consiste na imunidade humoral e celular especifica apds o

contacto com o agente invasor. [13] [56]

Depende da apresentacdo cruzada do antigenio pelas células apresentadoras de
antigénio (APC), que neste caso sdo as células de Langerhans. Estas apresentam o antigénio
através do MHC 1lI. [56] As LC localizam-se na pele e mucosas. O HPV ao ligar-se a
membrana celular pode alterar a conformacao da capside, expondo L1 e/ou L2 o que leva a

supressdo da activacdo das LC. [10]

As LC ligam-se aos linfocitos T CD4+ activando-o0s. Da activacdo resultam dois tipos
de resposta. A resposta Thl activa os macr6fagos e aumento da producdo de factores
inflamatorios, nomeadamente a producdo de citocinas (IL2); IFN gama e IFN beta. A resposta
Th2 activa os linfocitos B que vao produzir imunoglobulinas/ anticorpos contra o antigénio,

gerando uma resposta do tipo humoral. (producédo de IL4 e 5) [13] [56]

O mecanismo de defesa inata do hospedeiro contra a infeccao viral ocorre através do

receptor Toll-like (TLR), pela via do Interferdo e pela via da Apoptose. [4]

O TLR 9 é um exemplo de receptor de reconhecimento de patdgenos, que esta
associado a0 mecanismo de defesa contra a infeccdo por HPV. E responsavel pela produgo
de citocinas imunoestimuladoras e pro-inflamatorias onde se inclui o interferdo tipo 1 (IFN-
1). [17]
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Na persisténcia de infeccdo viral do HPV — 16, ha diminuigdo da regulacdo de
transcrigdo do TLR9, devido hé perda de producdo do IFN-1. Para o0 HPV- 6 ndo ha alteracdes
de transcricdo de TLR 9. As proteinas E6 e E7 actuam contra a resposta imune do hospedeiro

bloqueando a resposta viral proveniente de IFN. [59]

1. Ciclo Replicativo Viral

O inicio da replicacdo viral ocorre com a entrada do virus na célula hospedeira,
associando-se ao ciclo de diferenciagdo das células epiteliais. [5] Apos a entrada o DNA viral
fica no nucleo sob a forma de DNA epissomal. [18] A manutencdo do genoma viral nas
células hospedeiras é promovida por E1 e E2, uma vez que sdo estas proteinas que iniciam a
replicacdo do DNA viral pelo recrutamento da DNA polimerase celular. E6 e E7 vao actuar
no aumento da proliferacdo celular com aumento do numero de células infectadas e aumento
do numero de viribes infecciosos. Apdés a infeccdo do tecido epitelial normal ha
sobreexpressdo dos genes virais e transformacdo das células epiteliais infectadas em células
malignas, levando a Neoplasia Intraepitelial Cervical (CIN) que por sua vez vai levar a

Carcinoma in situ com desenvolvimento em cancro cervical. [5]

H& medida que ocorre a divisdo celular na camada basal hd migracdo para a camada
epitelial superior de “células-filhas”. As células epiteliais ndo infectadas saem do ciclo

replicativo celular e iniciam o processo final de diferenciagéo. [18]

Na divisdo das células epiteliais basais ha manutencdo do baixo nimero de copias de
DNA viral. As células epiteliais infectadas que ja ndo se encontram em divisdo amplificam o
namero de copias de DNA e ocorre 0 processo de encapsidacdo promovido por L1 e L2. [9]

[51] E4 actua com a funcdo de libertar/transmitir o virus. [9]

O ciclo de replicacéo viral por ser finalizado em diferentes locais consoante a natureza
da célula infectada, ou seja, pode ocorrer na epiderme, no tracto anogenital ou na cavidade
oral. [9]

Os genes precoces sdo expressos ao longo do ciclo replicativo viral, ja os genes tardios
sdo expressos apenas quando as células epiteliais se encontram na fase final de diferenciacéo.
[51]
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2. Transmissao

A transmissdo deste virus pode ocorrer de forma directa, por via sexual ou por via
congénita. A propagacao do virus ocorre pelo contacto entre a pele ou mucosa e os fluidos

gue contactam com a area genital, anal ou orofaringea. [2]

Apenas ocorre infeccdo por parte do HPV quando ha lesdo da camada basal, que

permite a penetracdo do virus na camada superior da pele e mucosas. [51]

3. Expresséo Clinica

A infeccdo por HPV varia a sua expressdo consoante o local em que ocorre a infecgéo,
nomeadamente o epitélio cutdneo dando origem as verrugas epiteliais ou o epitélio da

mucosa, originando os condilomas e, em estado mais avangado, o cancro. [27]

A neoplasia intraepitelial cervical divide-se em quatro fases (Figura 4). Na fase CIN 1,
ndo sdo observadas células displasicas e normalmente ndo é necessario tratamento. Na fase
CIN 2, as células apresentam uma displasia moderada com 2/3 das células cervicais anormais.
Na fase CIN 3, ha uma displasia severa, com todas as células anormais. Apds esta fase temos

0 CIS — carcinoma in situ, a partir do qual ocorre o desenvolvimento do cancro cervical. [41]

Normal HPV-infected | CIN1 or LSIL CIN2 or HSIL CIN3+ or HSIL Cervical
cervical cervical cells | (low-grade (high-grade (high-grade carcinoma
epithelium intraepithelial intraepithelial intraepithelial

lesions) lesions) lesions)

Figura 4 — Representacéo das fases de transformagdo epitelial que derivam da infeccdo por
HPV. Adaptado de http://www.aptimaforher.com [7]
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a. Verrugas

As verrugas da pele (Figura 5) sdo lesdes benignas causadas pelos genétipos de baixo
risco 6 e 11. [5] [9] Além do tecido epitelial, este tipo de verrugas pode ser ainda encontrado

no tecido conjuntivo, nasal, oral ou da laringe. [41]

A infeccdo por HPV que afecta a pele é
normalmente assintomatica e as lesdes que surgem
deste tipo de infeccdo apenas se tornam visiveis
quando €é comprometida a resposta imune do
hospedeiro. Nos individuos imunocomprometidos esta

infeccdo expressa-se através de papilomas visiveis. [9]

Estas lesGes sdo normalmente assintomaticas e Figura S — Representacdo de verruga da pele associada
a infeccdo por HPV. Adaptado de Leto, M. D. et al.,

regridem normalmente. [9] Apenas h& progressdo 2011 [31]

quando h& quebra da resposta imune do hospedeiro. Podem desenvolver-se em lesdes

epiteliais de alto grau, promovendo o desenvolvimento de cancro invasivo. [9]

b. Condiloma

Entende-se por condiloma, as verrugas que se encontram na mucosa genital. Este tipo
de infeccdo é sub-clinico, ou seja, assintomético. Tal como as verrugas da pele podem
desaparecer espontaneamente. A maioria destas verrugas € causada pelo HPV — 6, 11 ou 13.
Outros tipos podem ser encontrados como resultado de co-infeccdo. Apresentam um

crescimento plano, papuloso ou pedunculoso e sdo diagnosticadas por exame visual. [41]

A regressdo das verrugas da zona anogenital é acompanhada pela resposta Thl das
células T CD4+. [9]

c. Carcinoma do Colo do utero

Este é o resultado final da infeccdo por HPV que depende da sua persisténcia ao longo
dos anos. [5]
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A transformacgdo celular ocorre quase que exclusivamente nas células da juncédo
colunar escamosa — SCJ (Figura 6). A SCJ é a juncdo entre o epitéelio glandular e o epitélio

escamoso do colo do Utero. [41] [45]

basemen! membrane

Figura 6 - Representacéo da zona de transformacéo celular que ocorre na situacéo de Carcinoma
do colo do Gtero. Adaptado de
http://win.eurocytology.eu/static/EUROCYTOLOGY/TUR/cervical/LP1ContentMcontAl.html

[20]

A Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO), classifica o
carcinoma do colo do Utero em quatro estadios. Na fase I, o cancro estd limitado apenas ao
colo do Utero. Na fase 1, o cancro inclui além do colo do Utero, a parte superior da vagina ou
0 paramétrio (area entre o Utero e a parede pélvica). Na fase Ill, o cancro ocupa a zona
inferior vaginal e toda a regido desde o paramétrio até a parede lateral da pelve. Na fase IV, o

cancro envolve os orgdos circundantes com o poder de chegar a tecidos distantes. [41]

d. Outras Expressdes Clinicas

Segundo um estudo de Rodriguez-Cerdeira, 2012, é demonstrado que Gardnerella

vaginalis encontra-se frequentemente em mulheres infectadas com o HPV.

No mesmo estudo, 0s autores ponderam a possibilidade de Trichomonas vaginalis
alterar a patogenese dos genotipos de alto risco de HPV, com aumento da sua viruléncia. Ha
associacédo significativa aos tipos 18, 45, 66 e 68. A associacdo entre vaginose bacteriana e

HPV de alto risco é encontrada nos genétipos 16, 31, 33, 35 e 52.

Pensa-se que ha ligacdo entre as infeccdes do tracto genital e a infeccdo causada pelo
HPV na evolucdo para neoplasia cervical. Os microrganismos responsaveis pelas vaginoses

bacterianas assim como 0s responsaveis pela tricomoniase podem levar a danificacdo do
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epitélio vaginal, com quebra da barreira fisica, facilitando a infec¢do e a proliferacéo viral.
[49]

No estudo de Rivera-Acosta et al, 2016, é descrito que pacientes com doencas
inflamatdrias intestinais apresentam risco aumentado de desenvolver displasia cervical. Este
risco esta associado ao uso da terapia imunossupressora, que promove a alteracdo da resposta

imune contra novas infecgdes, neste caso contra o HPV. [48]

O cancro da orofaringe esta associado ao gendétipo HPV — 16 e ao sexo orogenital.
Este tipo de cancro ndo é necessariamente devido a integracdo viral, uma vez que pode
ocorrer quando o virus estda na forma epissomal As infeccBGes resultante do HPV sédo
transitdrias e o epitélio oral e da orofaringe podem servir apenas como um reservatério viral,
uma vez que o virus pode encontrar-se em estado de laténcia, provocando posteriormente
infecgéo, ao haver replicagéo celular. E demonstrado que apesar de em alguns casos ndo ser
expresso 0 mMRNA das proteinas E6 e E7, o virus pode actuar na transformacao epitelial num
estadio inicial. [11] [39]

A papilomatose respiratdria recorrente (PRR) provocada por HPV é uma condic¢éo rara
que se caracteriza pelo crescimento de verrugas na garganta. E causada pelos gendtipos de
baixo risco 6 e 11. As mulheres gravidas ao apresentarem lesdes genitais, apresentam uma
grande probabilidade de infectarem os filhos na altura do parto uma vez que a passagem pelo
canal de parto leva ao contacto com as lesdes, ou através da placenta, levando a infeccdes
orais e orofaringeas. N&o esta totalmente compreendida como ocorre a transmissdo. [6] [11]
[38]

O tipo mais comum de cancro anal é o carcinoma das células escamosas (SCC). E
iniciado nas células planas que revestem o canal anal. O risco de contrair cancro anal é
causado principalmente pela persisténcia da infeccdo por HPV. Sabe-se que a vacinagédo

precoce diminui o risco de evolucdo para cancro. [37]
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4. Co-infecéo

A co-infeccdo pode resultar de uma infec¢cdo com novos genotipos de HPV ou estar

associada a infeccdo com outros virus. Esta situacdo resulta no aumento da persisténcia viral.

[1]

Esta demonstrada a associacéo entre determinados genotipos de HPV com a aquisicéao
de infeccdo com outros tipos. [50] [34] Uma nfecgédo prévia com o HPV — 16 associa-se ao
aumento do risco de aquisi¢do de outros gendétipos de HPV. No caso de infeccdo com HPV —
18, é possivel adquirir infecgdo com os genotipos 31, 39 e 45. Uma infecgdo inicial com os

gendtipos 16 e 18, é possivel quese adquira infeccdo com o gendtipo 58. [34]

a. Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)

A infeccdo pelo HIV aumenta o risco de cancro cervical, uma vez que esta condicao
leva a maior susceptibilidade para infeccOes persistentes. O agravamento do estado de

imunodeficiéncia leva ao desenvolvimento de displasias cervicais. [1]

Devido a imunossupressdo causada pelo HIV, é mais frequente surgir carcinoma das
células escamosas. Deve ser feita bidpsia na altura do rastreio para confirmacdo de resultados
suspeitos. No estudo de Odone, A. et al estd comprovado que as mulheres que apresentam

infeccdo com HIV apresentam aumento do risco de desenvolver cancro cervical. [39]

Doentes co-infectados com HIV tem o dobro da probabilidade de apresentarem testes
Pap com resultados anormais e esta probabilidade ainda se torna maior se a infeccédo
provocada pelo HPV resultar de varios gendtipos. [1]

H& aumento da incidéncia de cancro anal em homossexuais masculinos que se
encontrem co-infectados com HPV e HIV. [32] [37] Nesta situacédo a citologia é recomendada

para o rastreio de neoplasia intraepitelial normal. [32]

Esta demonstrado que as mulheres da Africa do Sul portadoras de infeccdo por HIV

tém um risco aumentado de desenvolver cancro cervical. [40]

Conclui-se que a infeccdo por HIV esta associada ao aumento do risco de desenvolver

cancro cervical.
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b. Virus do Herpes Simplex (HSV)

A infecgdo pelo Virus do Herpes Simplex (HSV), ndo é um factor obrigatorio para a
progressdo da infeccdo por HPV. A associacdo entre os dois virus leva ao aumento da
replicacdo dos gendtipos de altorisco com aumento da expressdo de E6 e E7. [30]

Conclui-se que este processo contribui para a indugédo de transformacdo maligna nas

células epiteliais.
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DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Segundo dados do CDC, entre 2008 e 2012, identificaram-se 38 793 cancros

associados ao HPV por ano. Destes 23 000 correspondem a mulheres e 15 793 a homens.

Tabela 1 — Percentagem de lesbes neoplasicas associadas ao HPV entre 2008 e 2012
nos EUA. Adaptado de https://www.cdc.gov/mmwr/volumes/65/wr/mm6526al.html
[61]

) ) Associados aos
Associados Associados .
. - genotipos de
aos genotipos  aos genotipos

Mulheres Homens HPV - 16; 18;
de HPV - 16 e de HPV -31;
31; 33;45;52¢
18 33; 45; 52 e 58
58
11771 7 800 1700 9500
SCC Vaginal 802 400 100 600
SCC Vulvar 3554 1700 500 2 200
SCC Rectal 513 237 600 100 700
SCC Anal 3260 1750 4 000 400 4400
SCC Peniano 1168 600 100 700
SCC Orofaringe 3100 12 638 9500 900 10 400
TOTAL 23 000 15 793

Como esta representado na tabela 1, o Carcinoma das Células Escamosas (SCC) da
orofaringe é mais prevalente em homens que em mulheres e na maioria dos casos esta
associado ao conjunto de genoétipos de alto risco ou apenas aos genoétipos 16 e 18. O SCC
rectal e anal apresenta uma pequena predominancia em mulheres. O cancro causado pelo

HPV mais frequente em mulheres é o carcinoma cervical e em homens é o SCC da
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orofaringe. O cancro que predomina na associagdo dos genotipos 16 e 18 é o SCC da
orofaringe. [61]

Sabe-se que o gendtipo do HPV — 16 é o mais persistente e 0 que apresenta uma maior
progressdo para o estado de cancro. [3] A infeccdo por HPV é responsavel por 40% dos
cancros dos orgdos genitais externos, 30-40% dos cancros orofaringeos e 90% dos cancros
anais [58] e relativamente ao cancro do colo do Utero estima-se 500 000 casos diagnosticados
por ano com 1 200 000 mortes anuais. [46]

Os gendtipos 18, 31, 39, 51, 52, 56 e 58, apresentam uma prevaléncia semelhante entre
si e sabe-se que 70% de infec¢bes com citologias normais sdo devidas aos gendtipos 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, e 59. [3]

Na Europa e América Latina o gen6tipo do HPV — 31 € o mais comum, ja na América
do Norte e Asia 0 gendtipo do HPV — 52 é o mais prevalente. [3] No caso da China os
genotipos de alto risco prevalentes sdo 16, 18, 31, 33, 35 e 58 e 0s gendtipos de baixo risco
prevalentes sdo 6, 11 e 81. [63] Em Portugal o cancro do colo do Utero é o quarto mais
prevalente com 950 diagnosticos e 378 mortes por ano, sendo 0s gendtipos de alto risco com
maior frequéncia o HPV — 16 e 31. [24]

Na Inglaterra, ap6s a introducdo do programa de vacinacdo com Cervarix® (2008),
verifica-se uma diminuicdo do numero de diagnosticos de verrugas genitais, o que indica
inducdo de proteccdo cruzada contra os gendtipos 6 e 11 do HPV. Na Austrlia apds a
introducdo da vacina Gardasil® (2007), ha diminuicdo dos diagndsticos de verrugas genitais.

Resultados esperados, pois a vacina inclui os gen6tipos do HPV — 6 e 11. [19]

124



DIAGNOSTICO

A prevaléncia dos gendtipos de alto risco de HPV diminui com o aumento da idade,

provavelmente devido a vacinacéo precoce. [45] [57]

A deteccdo da infeccdo pelo HPV apresenta um pico apos o inicio das relacfes sexuais
(x 15 anos), sendo esta normalmente uma situacdo transitéria. Um novo pico de deteccédo
ocorre numa idade mais avancada, o que pode ser explicado pela persisténcia da infeccéo
viral. [3]

O processo de triagem € bastante importante na prevencdo da progressdo de lesGes de
baixo grau para o carcinoma invasivo. Este deve ser baseado em métodos com elevada
sensibilidade e especificidade, uma vez que a progressdo deve-se a persisténcia de infeccédo
pelo HPV, alteracdo da expressdo de E6 e E7, inactivacdo de E2 e factores ligados ao

hospedeiro (influéncia na resposta imune). [66]

1. Testes de rastreio

Os testes de rastreio servem para detectar precocemente alteracdes da cérvix, antes do
desenvolvimento de cancro. Podem ser utilizados trés tipos de teste de rastreio. O teste
convencional — Teste Papanicolau (Pap test) e citologia liquida (LBC), a inspecc¢éo visual com
acido acético (VIA) e o teste de HPV para os gendtipos de alto risco. O teste VIA ndo deve
ser utilizado em mulheres com mais de 50 anos. A SCJ ¢ afastada para o canal endocervical
na menopausa o que dificulta a visualizacdo de lesbes celulares. [41]

Habitualmente é utilizado o teste Papanicolau. As alteracGes verificadas por este teste
normalmente devem ser acompanhadas pela bidpsia do tecido afectado. A partir da bidpsia
podemos classificar a displasia cervical em diferentes graus — lesdo intraepitelial de baixo
grau (CIN 1), leséo intraepitelial de alto grau (CIN 2) e displasia cervical (CIN 3). Este teste
demonstra uma baixa sensibilidade com resultados falsos negativos e baixa especificidade
com resultados falsos positivos. [65]

Apenas sdo recomendados testes de rastreio para a deteccdo e acompanhamento do
cancro cervical. O cancro anal, peniano e da orofaringe ndo tem um teste de triagem

recomendado. [41]
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A triagem cervical aprovada pela FDA faz uso do teste de DNA do HPV. Segundo as
guidelines da American Cancer Society 2012, o teste de DNA do HPV deve ser utilizado em
conjunto com a citologia. As guidelines da National Comprehensive Cancer Network
recomendam a realizacdo do teste de DNA do HPV juntamente com o teste Papanicolau a
mulheres entre os 30-55 anos, com intervalos de 5 anos. Em caso de resultado positivo €
recomendada a realizagdo de colposcopia. [5] Esta é recomendada no acompanhamento de
mulheres que apresentem resultados anormais no teste Papanicolau, pode ser combinado com
0 teste Papanicolau em mulheres com mais de 30 anos e € utilizado com teste de primeira
linha no rastreio de mulheres com mais de 25 anos. Nas mulheres entre os 21 e 0s 65 anos 0
rastreio e feito através do teste Papanicolau. [47]

2. Citologia
E exemplo de teste citol6gico de rastreio, o teste Papanicolau.

Na citologia as observacbes sao
divididas em grupos de baixo e alto grau.
No grupo de baixo grau sdo observadas
células escamosas atipicas com
significancia indeterminada (ASC-US),
células escamosas atipicas de alto grau
(ASC-H) e lesdes intraepiteliais escamosas

de baixo grau (LSIL) (Figura 7). No grupo

de alto grau observamos as lesdes Figura 7 - Representagdo de lesdo LSIL / CIN1 na cérvix, resultado de
infeccdo por HPV. Adaptado de

http://win.eurocytology.eu/static/EUROCYTOLOGY/TUR/cervical/LP1Con

intraepiteliais escamosas de alto grau vcontarhimi [20]

(HSIL). [36]

A triagem cervical com o teste Papanicolau deve ser iniciada 3 anos ap0s o inicio da
actividade sexual. [47] Juntamente com o teste Papanicolau, muitas vezes ha a necessidade de
utilizar os testes de DNA do HPV. [57]

Mulheres que apresentem no teste Papanicolau um resultado de ASC-H ou LSIL
devem ser encaminhadas para a realizacdo de colposcopia e/ou bidpsia com repeticdo do teste
Papanicolau apo6s 1 e 2 anos. [47] Este seguimento ndo € recomendado para mulheres com
menos de 21 anos, pois nesta idade a infeccdo pode se resolver por si, sem necessidade de

outras intervengOes. [41] As mulheres com mais de 21 anos que apresentem no teste
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Papanicolau resultado ASC-US devem fazer de imediato colposcopia e repeti¢cdo do teste de
Pap aos 6 e 12 meses ou fazer o teste de DNA do HPV de alto risco. [47]

Na situacdo de co-infeccdo com o HIV e em casos de resultados citologicos ASC-H,
LSIL ou HSIL, deve ser feita uma avaliacdo por colposcopia ou pelo teste de DNA do HPV.
[47] A colposcopia permite examinar o colo do utero, vagina e vulva, nomeadamente a
camada epitelial e os vasos sanguineos circundantes. E utilizada quando os testes de rastreio
revelam um resultado positivo e serve também de guia quando é necessério realizar biopsia de

areas anormais, ou seja, que apresentem evolucao celular neoplésica. [41]

3. DNA

Neste ensaio pesquisa-se a presenca de acido nucleico viral — DNA. Um resultado
positivo ndo € indicativo de existéncia de pré-cancro, apenas indica a existéncia de infeccdo
provocada pelo HPV. [21] E utilizado no seguimento ap6s tratamento de lesdes CIN de modo

a monitorizar a recorréncia de infeccéo. [5]

Detecta niveis muito baixos de DNA viral, o que leva a um resultado fiavel. Estima o
risco de lesdo cervical de alto grau e é importante quando a citologia apresenta um resultado
normal, uma vez que podemos estar perante um resultado falso negativo. [45] Além disso,
apresenta melhor taxa de deteccdo para lesbes precursoras quando comparado com o Teste
Papanicolau. [41] [45] [54]

A Society of Gynecologic Oncology e a American Society for Colposcopy and
Cervical Pathology aprovou o uso do teste de DNA do HPV para mulheres com mais de 25

anos, com intervalo de 3 anos. [5]

Nos EUA existem dois tipos de teste de DNA do HPV. Testes que detectam qualquer
um dos tipos de HPV de alto risco mais comuns - Hybrid Capture 2™, ou mais especificos
para 0s gendtipos de HPV — 16 e 18 - Cervista® HPV 16 / 18. Existem ainda testes que, além
da deteccdo dos geno6tipos mais comuns de alto risco de HPV, detectam cinco dos gendtipos
de baixo risco - Digene® HC2. [47]

E recomendado para a triagem em mulheres com mais de 21 anos que apresentem teste
de Papanicolau anormal, nomeadamente ASC-H. As mulheres com mais de 21 anos que
apresentem no teste Papanicolau lesbes do tipo ASC-US, devem realizar o teste de DNA do
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HPV de alto risco. Se o teste de DNA do HPV de alto risco apresentar um resultado negativo,

deve ser repetido o teste de Papanicolau ao fim de 1 ano. [47]

4. mRNA

Neste ensaio pesquisa-se a presenca do RNA mensageiro das proteinas da capside.
Pode ser utilizado em alternativa ao teste de DNA do HPV. Neste caso sdo avaliadas 0s
mMRNA das proteinas E6 e E7. [21]

Este teste apresenta maior especificidade quando comparado com o teste de DNA do
HPV, mas menor sensibilidade (Figura 8). [16] [47]

O teste de mRNA apenas apresenta resultado positivo quando ha sobreexpressdo das
proteinas E6 e E7 do HPV, ou seja, na progressdo da infec¢do para o cancro do colo do Gtero.
[21] Pode ser utilizado como um biomarcador de progndstico nas situacdes de DNA do HPV

com resultado positivo e colposcopia ou histologia negativa [16]

- . | Detecgdo ao nivel
Deteccéo ao nivel
de DNA do HPV de mRNA E6/E7 do
HPV
" Infeccdo das | ( )
células
cervicias por = CIN 2ou HSIL
& HPV J & J
— CIN 1 ou LSIL — CIN 3 ou HSIL
Carcinoma
CIN2 ou HSIL Cervical

Figura 8 - Relacdo entre os diferentes niveis de deteccdo de lesdo para o teste DNA e mRNA do HPV. Adaptado de
http://www.aptimaforher.com [7]
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VACINA

1. Natureza das vacinas

Existem dois tipos de vacinas: a vacina profilactica ou preventiva que previne a
infeccdo causada pelo HPV e a neoplasia, do colo do Utero e a vacina terapéutica que induz a

depuracéo viral e a regressdo de lesbes pré-cancerosas. [35]

As VLP (virus like particles) sdo particulas ndo infecciosas, neste caso de HPV,
compostas pela proteina da capside L1. Apresentam morfologia e accdo imunoldgica
semelhante aos virides, apenas ndo contém o genoma do virus, dai serem particulas nao
infecciosas fortes candidatas para a prevencdo de infeccdo por HPV e de neoplasia cervical.
[46]

As VLP L1 do HPV — 16 levam a maturacdo das LC, com aumento da producdo de
citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas o que coincide com 0 aumento da migracdo destas
células e com a inducdo de resposta pelos linfocitos T CD8+. Devido a este mecanismo, a

vacinacdo induz a resposta das células T citotoxicas (CD8+) contra as células infectadas. [10]

Nos ensaios realizados com as vacinas baseadas nas VLP L1, verifica-se uma resposta
humoral forte, com aumento da resposta linfoproliferativa independentemente da
concentracdo de VLP L1. Apds imunizacdo verifica-se um aumento significativo da
proliferacdo dos linfécitos T CD4+ e CD8+ assim como das citocinas IFN-y (Thl) e IL-10
(Th2). [46]

As vacinas baseadas nas VLP L1 de HPV ndo produzem efeito terapéutico se pre-

existirem infecgdes com HPV. [35]

Cervarix® é a primeira vacina contra o HPV. Trata-se de uma vacina recombinante
bivalente que utiliza como adjuvante ASO 4 (contém lipido A 3-O-desacilo-4’-monofosforilo
(MPL) adsorvido em hidréxido de aluminio hidratado) e é composta por VLP. As VLP séo
formadas pela proteina L1 do HPV — 16 e 18. Foi licenciada em 2006 e confere protecgédo
contra o cancro cervical. [25] [29] [35] [41] [43] [62]

Gardasil® é uma vacina recombinante tetravalente adsorvida em adjuvante amorfo de
sulfato de hidroxifosfato de aluminio juntamente com VLP L1 de HPV — 6, 11, 16 e 18. Foi
licenciada em 2006 e confere protecgdo contra o cancro cervical e as verrugas genitais. [25]
[29] [41] [43] [62]
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Esta demonstrado que a vacina Gardasil® aumenta a resposta humoral e a resposta das
celulas de memdria dos linfocitos B, persistindo esta imunidade durante aproximadamente

cinco anos. [11]

Gardasil 9® ¢é uma vacina que apresenta constituicdo semelhante a Gardasil®, mas
que inclui além das VLP L1 de HPV ja apresentadas, as VLP L1 de HPV — 31, 33, 45, 52 ¢
58. Foi licenciada em 2014 e confere proteccdo semelhante a Gardasil®. [25] [29] [41] [60]

A vacina Gardasil 9® aumenta a taxa de protec¢do do cancro cervical, passando de 70
para 90%. Esta demonstrado que previne o cancro cervical, vulvar e vaginal e ainda a
persisténcia de infeccdo associada aos genotipos de HPV — 31, 33, 45, 52 e 58. Como também
é uma vacina profilactica a prevencdo ndo é eficaz em pessoas que ja se encontrem infectadas
com o HPV. [60]

Séo utilizados adjuvantes para aumentar a imunogenicidade das vacinas e a sua

preferéncia é baseada principalmente na estabilidade, baixo custo e resposta imune adequada.

Para a eficacia da imunizacdo, a vacinacdo deve ser realizada antes de ambos 0s sexos
iniciarem relac6es de contacto sexual, 0 que gera na maioria dos continentes uma controvérsia

ética, devido a idade em que é recomendada a vacina. [2]

As principais razdes porque algumas pessoas se mostram contra a administracdo da
vacina convergem na falta de conhecimento, ou seja, por pensarem que ndo ha necessidade de
prevencdo. Também existem outros contras, como a preocupacao com a sua seguranc¢a devido
a efeitos secundarios que podem surgir ou ainda porque os filhos ndo sdo sexualmente
activos. [62] Para evitar estas decisOes erradas devem ser publicados estudos regionais sobre
a eficacia da vacinacdo. Os profissionais de salde tém o dever de consciencializar os utentes

para a sua importancia.

2. Guidelines

A OMS (Organizagdo Mundial de Saude) recomenda a vacinagcdo em raparigas entre
0s 9 e 0os 13 anos. [41] Antes de se iniciar o plano de vacinagdo deve ser confirmada a
existéncia de infecgfes provocadas pelo HPV ou pelo HIV. [47]

Cervarix® e Gardasil® devem ser administradas a raparigas nos 11-12 anos e nos

rapazes aos 9 anos. [47]

130



Gardasil 9® deve ser administrada nos rapazes entre 0os 9 e 0s 15 anos. Nas mulheres
entre 0s 9 e 0s 26 anos. [47]

Todas as vacinas sdo administradas em trés doses, com intervalo de seis meses entre
cada uma (ndo deve ser excedido o intervalo de 12 a 15 meses entre a 12 e a 22 dose). [15] E

ideal que 0 mesmo produto seja repartido na série de vacinagéo. [14]

Mulheres ndo vacinadas ou com vacinagdo incompleta devem receber a vacina. Nos
EUA as vacinas ndo estdo recomendadas / licenciadas para mulheres com mais de 26 anos.
[47] Para quem n&o obteve a vacinacdo esta deve ser efectuada aos 26 nas mulheres e aos 21
nos homens. [29]

3. Informacg6es Complementares

N&o existe tratamento para o virus, apenas sdo tratados os problemas que surgem
devido ao HPV. [35] O tratamento dirigido as lesdes que provocam verrugas genitais apenas
serve para melhorar a sintomatologia. Em alguns casos pode ser feita a remoc¢édo da verruga.
Caso as verrugas se encontrem em zonas humidas ou intertiginosas hd uma melhor resposta
ao tratamento. Para a maioria dos casos a eficacia da-se apos 3 meses. [41]

Os meétodos de tratamento de lesGes pré-cancro englobam a crioterapia, a excisao
electrocirurgica em laco (LEEP) e a conizacdo de faca fria (CKC). Na crioterapia € utilizado
um disco metalico congelado que é aplicado no colo do utero que leva a congelacdo /
destruicdo das lesdes pré-cancerosas. LEEP permite a remocéo das areas anormais do colo do
Utero e da zona de transformacédo epitelial pela utilizacdo de um laco fino que € alimentado
por uma unidade electrocirargica. Este método permite o corte e coagulacdo simultaneo. CKC
faz a remocdo de uma area em forma de cone que inclui por¢des externas e internas do colo
do atero (ecto e endocérvix). A quantidade de tecido a remover depende do tamanho da lesdo

e da sua probabilidade de transformacéo em cancro invasivo. [41]

Vesikari, Brodszki, van Damme, & Diez-Domingo (2015), demonstram que a vacina
Gardasil-9® apenas em duas doses induz anticorpos aceitaveis, e ndo inferiores quando
comparada com as trés doses, em raparigas entre 0s 9 e 13 anos e portanto pode ser efectuado

0 plano de vacinacdo apenas com duas doses. [60]
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Rousseau, et al., afirmam que ha competicdo pela colonizagdo do epitélio cervical por
diferentes genotipos de HPV. Esta situacdo gera problemas com a vacinagdo, pois ao prevenir
alguns tipos, outros associados podem aumentar a prevaléncia e voltar a causar infeccédo

cervical. [50]

Como auxiliares de diagnéstico e progndstico da infeccdo causada pelo HPV
possuimos biomarcadores e oncomarcadores. Biomarcadores sdo marcadores bioldgicos que
podem ser medidos experimentalmente e sdo indicativos de alteracGes patoldgicas. Podem ser
realizados para diagnostico de patologia ou para prognostico de doenca. Geralmente sdo
utilizados marcadores bioquimicos que sdo obtidos através dos fluidos corporais. Os
biomarcadores preditivos de neoplasia pré-invasiva cervical escamosa e glandular s&o
pl6INK4a, CDC6 e MCMb5. O pl6INK4a estd estritamente relacionado com a infecgdo de
HPV de alto risco. CDC6 associa-se a lesdo invasiva de alto grau da cérvix. [30] A
sobreexpressdo da proteina E7, aumenta a expressdo do inibidor da quinase dependente da
ciclina - p16INK4a, dai ser um bom biomarcador para as células epiteliais transformadas pelo
HPV. [62]

Oncomarcadores sdo marcadores tumorais que podem ser encontrados e quantificados
em amostras bioldgicas tais como urina, sangue ou tecidos bioldgicos. Quando apresentam
valores anormais, estes marcadores sao indicativos de existéncia de cancro. Em relacdo aos
oncomarcadores, CA125 esta aumentado nos pacientes que apresentem adenocarcinoma
cervical e este resultado esta também associado ao estado de avan¢o tumoral, ao aumento de
dimensao e envolvimento dos noédulos linfaticos. O anti-CD43, proposto por Vieira et al. pode
avaliar a angiogénese do cancro cervical pois estd associado a diferenciacdo das células
endoteliais. [30]
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DESAFIOS FUTUROS

E importante que se desenvolva uma vacina estavel e rentavel, ou seja, possivel de ser
comercializada em paises que enfrentam situacdes precarias, uma vez que € nestas regides que
a maior percentagem de mortes devido ao cancro cervical ocorre. Nesta situacdo é importante
ndo sO conseguir uma vacina que possa ser facilmente distribuida, mas também criar recursos

e infra-estruturas que facilitem o diagnostico atempado de lesfes intaepiteliais. [35]

1. Clinica

As nanoparticulas tém potencial para serem utilizadas como vacina, uma vez que
permitem apresentar repetidamente o antigénio que é escolhido para a sua formacao,
aumentando a eficacia da imunizagdo. Estas resultam de self-assembling, ou seja, da “auto-
montagem” de proteinas através de dois dominios de oligomerizagcdo. Podem ser lipidicas,

proteicas, metalicas e poliméricas. [42] [55] [64]

As nanoparticulas lipidicas sdo as mais vantajosas terapeuticamente, uma vez que tém
maior compatibilidade bioldgica, estabilidade, proteccdo e baixa toxicidade. Existem dois
tipos de geracdo de nanoparticulas lipidicas. A primeira geracdo engloba as nanoparticulas
lipidicas solidas (SLN — solid lipid nanoparticle) e a segunda geracdo engloba os vectores
lipidicos nanoestruturados (NLC — nanostructured lipid carriers). [52] Podemos encontrar

aqui um novo avango no desenvolvimento de novas vacinas contra o HPV.

Pode ser utilizada a vacinacdo de reforco com TA-CIN. Esta é uma proteina de fuséo
constituida pelas proteinas E6, E7 e L2 do HPV — 16. Este tipo de vacinacdo forma um
agregado de antigénio filtravel e apresenta potencial como vacina preventiva. Pode ser
utilizada nos casos de infeccdo persistente, de neoplasia intraepitelial de alto grau ou no
cancro cervical. Ao ser administrada por via intradérmica, perto da lesdo, aumenta o estimulo
dos linfdcitos T que se encontram no local da infeccdo e aumenta o reconhecimento e o

processamento das APC. [44]

Relativamente as vias de vacinagdo, uma proposta para as areas sub-desenvolvidas e
sem acesso a terapéutica seria a vacina nasal ou oral. Este tipo de administracdo deve ser
testado para que se possa integrar num programa vacinal. Gersch et al. (2012), concluiram que

a administracdo da vacina VLP por via nasal induz elevados titulos de anticorpos. [15]
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2. Diagnostico

O processo anormal de metilacdo pode ser utilizado na detecgdo de novos
biomarcadores do cancro cervical. No estudo de McCormick et al. (2015), é demonstrado que
a metilacdo de Rb1 (gene do retinoblastoma 1) ocorre em amostras que apresentam alterac6es

patoldgicas quando ha a co-infeccdo HPV/EBV. [33]

Sabe-se que a proteina celular SRSF1 (Serine/arginine-rich splicing factor 1) é
sobreexpressa nas lesdes cervicais de alto grau e no cancro do colo do Gtero. A sua transcricao
é activada pelo gene E2. [26] Pode ser utilizada como um biomarcador no risco de

desenvolver cancro cervical.

A proteina celular hnRNPA1 quando em niveis elevados inibe a expressdo da proteina
L1. Este processo leva ao aumento dos niveis de hnRNPAL na camada inferior do epitélio
cervical e diminuicdo dos niveis nas camadas superficiais. Pode ser utilizada como um

biomarcador de progresséo de carcinogénese. [26]
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