Universidade de Lisboa

Faculdade de Farmacia

LISBOA

UNIVERSIDADE
OE LISBOA

=

==
=

W

NN

2y
-577777

FACULDADE DE
FARMACIA

Universidade de Lisboa

USO DE DRIED BLOOD SPOTS (DBS) COMO AMOSTRA NO
DIAGNOSTICO E MONITORIZAGAO DE INFECOES VIRAIS

Mariana Isabel Rebola Teles

Relatério de Estagio orientado pelo Professor Doutor José Miguel Azevedo
Pereira

MESTRADO EM ANALISES CLIiNICAS

2021



Universidade de Lisboa

Faculdade de Farmacia

LISBOA

UNIVERSIDADE
OE LISBOA

=

==
=

W

NN

2y
-577777

FACULDADE DE
FARMACIA

Universidade de Lisboa

USO DE DRIED BLOOD SPOTS (DBS) COMO AMOSTRA NO
DIAGNOSTICO E MONITORIZAGAO DE INFECOES VIRAIS

Mariana Isabel Rebola Teles

Relatério de Estagio orientado pelo Professor Doutor José Miguel Azevedo
Pereira

MESTRADO EM ANALISES CLIiNICAS

2021



Agradecimentos

E com muita alegria que termino este relatério de estagio. Este trabalho é o resultado
de uma etapa onde aprendi muito e cresci enquanto pessoa e profissional. Foram trés
anos de aprendizagem, de esfor¢co e dedicacdo para que chegasse o momento de

concretizar este grande sonho.

Antes de mais, quero agradecer ao pessoal docente e ndo docente da Faculdade de
Farmacia da Universidade de Lisboa por todos os ensinamentos e por todo o apoio

prestado neste percurso.

Um especial agradecimento ao meu orientador, Professor Doutor José Miguel Azevedo
Pereira, pela simpatia, conhecimento partilhado e, sobretudo, pela compreensdo. E um

grande professor.

A Doutora Lurdes Monteiro pela recegdo no laboratério da SYNLAB e pela

disponibilidade demonstrada em me auxiliar durante o estagio profissionalizante.

A minha orientadora de estagio, Doutora Anabela Sousa, pela generosidade e

acessibilidade.

Aos técnicos e auxiliares que trabalham na SYNLAB pela prontidao em ajudar-me, pela
paciéncia e amizade, mas, sobretudo por servirem de exemplo do que € ser um bom

profissional.

Um agradecimento enorme a minha colega e amiga Inés Gabriel, pelo companheirismo

e forca que me deu para terminar esta etapa. Foi, sem duvida, um grande apoio.

As minhas amigas, Ana Nunes e Dora Boieiro, por todo o carinho, preocupacdo e

amizade.

Resta-me agradecer aos grandes pilares da minha vida, os meus pais. Obrigada por
embarcarem comigo em todos os desafios e por estarem sempre presentes. Sem vocés

nada disto seria possivel.

Por fim, quero deixar um eterno obrigado ao maior apoio que tive nesta aventura, ao
meu namorado Duarte Soares, por nunca desistir de mim e por me apoiar

incondicionalmente em todos os momentos.



Universidade de Lisboa

Faculdade de Farméacia

G

BT

LISBOA FACULDADE DE
UNIVERSIDADE FARMACIA

DE LISBOA Universidade de Lisboa

RELATORIO DE ESTAGIO

LABORATORIO CENTRAL SYNLAB — LISBOA

Mariana Isabel Rebola Teles

ORIENTACAO

Professor Doutor José Miguel Azevedo Pereira

MESTRADO EM ANALISES CLINICAS

2021



Resumo

O presente trabalho define-se como elemento final do mestrado em Analises Clinicas
da Faculdade de Farmécia da Universidade de Lisboa, sendo composto por duas partes

distintas: o relatério de estagio e a monografia.

O estagio decorreu no laboratorio central da SYNLAB, em Lisboa, tendo tido a duracao
de setecentas e quarenta e cinco horas. Durante este periodo, tive a oportunidade de
estagiar nas valéncias da Fase Pré-Analitica, Hematologia, Imunologia e Bioguimica. O
relatorio de estagio tem por objetivo descrever as atividades realizadas em cada uma

das valéncias, de modo a compreender todo o0 processo analitico.

Palavras-chave: Estagio, Analises, Hematologia, Imunologia, Bioquimica

Abstract

The present work is defined as the final element of the Master’'s Degree in Clinical
Analysis at the Faculty of Phamacy of the University of Lisbon, being composed of two

distinct parts: the internship report and the monography.

The internship took place in SYNLABs central laboratory, in Lisbon, and lasted seven
hundred and forty-five hours. During this period, | had the opportunity to do an internship
in the Pre-Analytical phase, Hematology, Immunology and Biochemistry. The internship
report aims to describe the activities carried out in each of the valences, in order to

understand the entire analytical process.

Key-words: Internship, Analysis, Hematology, Immunology, Biochemistry



indice

e Ao Te 1U o2 o PP O PP PURRPPRPPRI 1
FASE Pre-ANAITTICA. ... viiieie et 2
COINEItA AE AMOSIIAS ....ciiieeiieiiee e ettt e e e e ettt e et e e e s s ettt e e e e e e s e s antbeeeeeeeeseannbeseeeaeeeeeaannseneeens 2
RV =T 011 o0 [ Tox (1 > SRS 3
Procedimento de Colheita de AMOSLras de SANQUE .........ocuviiiiiiiiee it 4
TranSPOIte A€ AMOSIIAS ... .eeieiiiiiee ittt ettt e ettt e e e et e e e e e et et e e e e st et e e e anbr e e e e anbn e e e e anbreeeeannns 5
Rececao de Produtos BIiOIOGICOS ......uuuiiiiieiiiiiiiiiii et e st e e e e e st rre e e e e e e s st eeeaeeeean 6
Triagem de Produtos BIOIGGICOS .......ccouuieiiiiiiiieiiie ettt ettt ettt e sbe e e sbe e e saneeans 7
Centrifugacao dE AMOSIIAS ......cuiirieiieirieie et ettt e st s e e s e e e s e e e s ennr e e e s nnnneees 7
Critérios de rejeicao e aceitaGao de AMOSIIAS ........eiiiiiiiiie et 8
Valéncia de HEMAOIOGIA ...cciuveiiiiieiiie et b e s e e bn e s nn e e snnee e 8
Contagem Automatica de CElulas SANQUINEAS .........cocueiiiiiiiiieiiiieie ettt 8
L (ST 0 aTe T | = 1y = PP PP P PP PO PP PPOPPPPPPPPPPPPPIR 10
Esfregaco de SangUE PErfEIICO........iiuuiiiiiiiiii ittt e e nnnaeee s 13
Observaga@o da SErie VEIMEINEA ........c.cvieiiiiiieiiie et 13
Observacdo das Populagdes LEUCOCITANIAS ......uvvveeeieiiiiieiie e esiiiiieee e e e e e 16
Influéncia do Anticoagulante no Esfregaco de Sangue ..........ccccovveeeeiiiieeeniiiiee e 17
Velocidade de SediMENTAGAD. .........iuuiiiiiiiiee ittt e sb e e e sbreeeeaaes 18
Método Modificado de WESLEINGIEN .......c.uuiiiiiiiiieiiiee et 18

Método Automatlzado AllfaX ™ (Test_l TM) ......................................................................................................... 19

[ (=T g T | (o] ] i = W €3 1 o7 Lo F= U PP PPPPPt 20
HD 9210 ™ PIEITHET ...eiiteeeteie ittt ettt ettt ettt sb e bb e s bt e sab e e snb e nbn e e snbeeennneas 20

Adams HA 8160 HBALC ......cooiiiiiieiit ettt 21
Doseamento da HemogloBINa 'S .......oooiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e aearaaeaaaaees 22
Teste de FalCifOrMAaGAO ........uuiii ettt ee e 22

(O 1Yo TN @ 10Tl o N PR 23

(O 1Yo TN @ 10Tl o 10 = 3 PR 24

(O 1Yo TN @ 11Tl o 1 2 SRR 25

HemMOStaSEe € COAGUIAGED ........coi ittt e et e e e e e e e bbb eeaae e s 26
BCS® XP SIBIMENS .....eotiitiiititeiie ettt ettt sttt ettt ettt sttt b et et e e nbeesbeesaeesaeesnneenne 27

Testes Baseados na FOrmagao de COAQUIO ..........eeeiiviiiiiiiiiie et 28

Taxa de Protrombina (PT) .....ooooiiiiiiiee e 28

Tempo Parcial de Tromboplastina Ativado (APTT) ....eeeveiiiiereiiiiie e 30

FIDINOGENIO ...t 30

Tempo de TrombINa (TT)...ueei e 31

Testes Baseados na Andlise da FibrinbliSe ..o 31
IR0 g1 {0 1SR 31

Sistema proteina C-proteiNa S........cccooiiiiie i 32

Proteina C FUNCIONAI .........ooiiiiiiiiiiiiie e 32

Proteina S Livie ANBIgENICA .......vvevieiiieeiiiiiee e 33

Avaliacdo dos Fatores da CoaguUIACAO...........coviiiiiiiiiiie e 33



[r= 1 (0] SNV AT 33

= 10 Y | PP PP PP PPPPPPPPPPPPPPIR 34

L= 10 ) YA | | PP PP PP PP PPPPPPPPPPPPPPIR 34

TaT{o]{o [o] g=T3o F= W @Xo - Vo U] F- Yo% Lo 1SS 35

F g1 {1 0] ] 1] o - W SR SUPPRTTR 35

ANtICOAGUIANTE LUPICO ...eeiitiiiiii ettt ettt sttt sttt e st e e sabe e nee s 35

(07 1o T 01 110 Tl o FO PSSP 36

[ g 18T o] aT=T a1 0] (oo |- U 37
BT =T =T g TN 2 10 PP 37

TESIE B COOMDS ...eiiiiiiiie ettt e e ettt e e st e e e sttt e e e snbaeeeeanbbeeeeanes 37

Swing Twinsampler € Sax0 ID-REAUET .........c.eeeiiiiiie i 38

(@31 (o] a1l 1 F= e [ 113 o TP ERRR PSP 40
Citometro de FIUXO NAVIOS TMEX ......ccuiieiiiiieesiiie e s st e sttt e stae e e e sitae e e e snian e e s entaea e e e 40
Amostras Utilizadas em Citometria de FIUXO ......cccuvviiiiieiiiiiiiicee e 41
Processamento de AMOSIIAS .........eiiiiiiiiiiiiii it e e e e e e e e e e e e e s aanees 41
Avaliacéo Externa da Qualidade em Hematologia.........cuuueiiiiiiiiiiiieiiiiiieee e 42
ValeNeCia A€ IMUNOIOGIA . ...ciiiiiiie ettt et e e et e e e ss b e e e e snbe e e e e anbaeeeennneas 43
F U o] 1010 1 To F= Lo [T PO TP UUPPPPPPPPTPIN 44
IMUNOFIUOIESCENCIA INIFTELA .. .eeei i 44
Detecdo de Autoanticorpos ANtINUCIEAIES ..........eieiiuiiieiiiiiee e 45
Dete¢do de Autoanticorpos Anti Citoplasma dos Neutrofilos.........vveeeiiiciiiiiiieeiins 46
Detecdo de Doencas Hepaticas AULOIMUNES ........coiuuiiiiiiiee et 47
Hepatite AULOIMUNE .......eiiiiiiiii et a7

Colangite Biliar PrMANTA ..........oeoiiiiiieii e 48

L= 1S L= N g1 o0 1 0T L= PP PPPPPPNt 49
IMUNODIOT ...t e e e s et e e e e e e e e eeabenee s 49

[ g 10T oo (V11201 [o7= U PR PPRRR 50
EletroforeSe de PrOtEINAS ......ciiuuiiie ettt e e e ntee e e e s 50
IMUNOTIXAGAO ...ttt e e e e e s et e e e e e e e e e e nanbeeneeas 52
IMUNOFIXAGA0 NA UNINA ....cciiiiiiiiiiiiii et 53

SErologia MBNUAL ..ottt 54
F o] [0 aF= o= Tl B =] - PP PPRPTP 54
REAGCAOD A8 WIIGNT ... 54

TSt dE WAL ..o i 55

VDRL € RPR ...ttt ettt sttt e sttt e e sttt e e s ntaeeesnnneeee s 56
HEMAGIULINAGAO ...ttt e e e e e e s bbb e e e e e e e e annnes 57

LI A SRR 57

Teste de Waaler ROSE .....coooii it 58

IMUNOENSaInS CromMAatOGrafiCOS ......uuiiii ittt 59

Teste rapido para o diagnéstico de Mononucleose Infeciosa ...........cccccccvvveee.. 59

Teste rapido ANti-HIV-1/2 ...oooiiii e 60

Val&NCia A€ BIOGQUIMICA ..viiiuiiiiiiiiiiie ettt ettt sttt e e sttt e sttt e st e e e s et e e e et b e e e ansbeeeesnbeeaeenbaneeennnes 61
F = To= C S Yo U1 1T o ISR 62
Par@metros BIOQUIMICOS .......eeiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt e st e e et e e s nbb e e s snneeee s 62

AVAliacao da FUNGAO RENAI ........ciiiiiiiii ettt ettt e et e e s sbaeeeeenes 62



FUNGAOD GIOMEBIUIAT ...ttt e e e e e e e e e e e e aanes 63

(O =TV ] - VPRSPPI 63

LT PP PRRPR 64

ACIHO UTICO.....eve ettt a ettt n et ettt e en e 64
Permeabilidade GIOMEIUIAT...........coiiiiiiiii e 65
PrOTEINUIIA. ....cieei ettt eenne s 65

AIDUMINUITA ...t nnne e 66

LT To= To T = L=To 1] =T o] - NSRRI 66

ST 1o o TR PP R PR PP 67

POLASSIO -ttt 67

(O3 o] o T PRSP 68

Determinag@o dos 10es Na *, K*, Cl = ... 68

AValiaga0 da FUNGAOD HEPALICA. .. ...veeitieeitiee ittt ettt ettt ettt st sae et et e e e sabeeeneeas 69
SINESE HEPALICA ...eeieeeeiiie ittt sttt et b e bb e e st e e s be e e snbeeenees 69
ProteiNas TOLAIS......ceiiuieiiiiee ettt sbe e e st e e sabeeeaeens 69

AIDUMING ..t e e r e 70

T lox= (ol (ol 1= (o] £ NPT PPPPPPPPPPTOt 71
Bilirrubina Total € Conjugada ............eeeivieiiiiieiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeeeeeeeeeerenenes 71

ENZIME@S ..t 72
Avaliag8o do RISCO CardiOVASCUIAT .............ueiiiiieee ittt e e e 74
LipidOS € LIPOPIOTEINAS .....eviiiiiiiiieiiieie ettt ettt e e e 74

(070] (11T (o] B o] - | PP PP PP PO PR 75

LI [¢ ] LoT=] o [o X S PSP PPU PP UPPPN 75

COlESEEIOI HDL ...t 76

(0] 1215 (=] o | N 1 5 R PRRR 77
APOIPOPIOEINGS ...ttt s 78

Marcadores CardiBloS .........cciiveieiiieiiie ittt sttt se e be e e sre e nneees 79
Avaliacao do DOENLE DIADELICO .......cveiieiiiiiee et srree e 81
GIUCOSE. ...ttt 81
INSUTINGL ..ttt e s e e s e e 82

L U1 0TS 00T T SRR 82
Avaliacao do MetaboliSMO O FEITO........iuiiiiiiiiie e 83
L= (o TR T= 4 oo SRR 84
1= 1 1] - USRI 84
Transferrina e Capacidade Total de FiXaG80 do Ferro ........ccccoviiveiiiiiieeiiiiieee e 85
Avaliacao da FUNGAO PANCIEALICA.........cciiuuiieiiiiiee et e ettt et e et e e e staee e s sbaeeeesbaeeeeanes 85
AIMITASE ...ttt 86

LIPS i 87
AvaliaG8o da FUNGAO TIFOIAEIA ... .uueeeieeeiiiiiiiiii ettt e e e s e e e e e e e e eanaes 88
Tiroxina Total (T4) e TiroXina LIvIe (FT4)....cuei et 88
Triiodotironina Total (T3) e Triiodotironina LIvie (FT3) ......ocouveiiiiiieieiiieeeeiiieee e 89
Hormona Estimulante da Tiroide (TSH) ......oiiiiiiii e 89
Anticorpos Anti-Tiroglobulina (ANti=-TQ) ...cceeieeeiiiiiee e 90
Anticorpos Anti-Peroxidase Tiroideia (Anti-TPO) .......ccoiiiiiiiiiiieiieee e 90
Avaliacao do MetaboliSmo FOSfOCAICICO .........ccuuiiiiiiiiii i 91
L0 (o1 o 1RSSR 91
[y (o] g N [aTo] (o = U] [o'o USRS 92
/= Lo =11 o PRSP 93
Hormona da Paratiroide (PTH) ........ciii it e e e 94

L0 (o711 1 - SRR 95

Anexo 1. Perfil Imunofenotipico de Patologias Linfoproliferativas dos Linfocitos B.................. 96



Anexo 2. Valores de Referéncia em Hematologia ...........cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 97

Anexo 3. Padrdes Nucleares de Fluorescéncia na determinacdo de Anticorpos Antinucleares

LN\ PSPPSR 98
Anexo 4. Valores de Referéncia da Eletroforese de Proteinas..........ccccocvveeiiiiieeiiiiieeeiiieeeeinns 99
Anexo 5. Principios Analiticos utilizados na valéncia de Bioquimica...........ccccccceeviicivvinnneeenn. 100
Anexo 6. Principios analiticos dos parametros bioquimicos da Tiroide...........ccccevvvveeeviinennn. 101
Anexo 7. Valores de Referéncia em BioQUIMICA .........oouieiieiiiiieniie e 102

27T o110 o - SRR 104



indice de Figuras

Figura 1. UniCel ® DXH 800 SEIES. . ..uuieiteiaiiiiaiiee et e sieeasieeestte et e sabeessteesbee e sabeeassseesaeeesbeeesabeeanees 10
Figura 2. Microcitose num doente com trago de B Talassemia. .......cccccoociiiiiiiiiiniiiiiiieeeee e 14
Figura 3. Esfregago de SANQUE PEITEIICO. ........iiiiiiiiiie ettt ettt b e 15
Figura 4. Esfregaco de Sangue PEIIfEIICO. ......uuiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e e s snraaee s 15

Figura 5. Esfregaco de sangue periférico de doente com Sindrome Mielodisplasica e Leucemia

YT (oo [ AN 11 o - SRR 16
Figura 6. Esfregaco de SanguE PEIIfEIICO. .....uuiiiiiiiiiiiiieie e e e e e e e e s nraaee s 17
Lo LU R A 1 = b QL (1 =TS) o AL T SRR 19
Figura 8. HD 9210™ PremMUET. .. ..ceiuieiitiee it et e eiteesteeeseteesteeasteeessteeesaeeesnteesabeeesnbeeanseeasseeesnseeesnseeans 211
Figura 9. Adams HA 8160 HDALC. ...oiueiiiiiiiiie ettt ettt e e e nnnneee s 222
Figura 10.1. Resultado de HPLC obtido no equipamento Adams HA 8160 HbA1c. ......cccccvevvevennanene 23
Figura 10.2. Resultado do Teste de Falciformagao POSItIVO. .........ccoooiiiiiiiiiiiiieiiiiieeeee e 233
Figura 11. Resultado de HPLC obtido pelo equipamento Adams HA 8160 HbA1c. .....c..cccvevveneenee. 244
Figura 12. Resultado de HPLC obtido através do equipamento Adams HA 8160 HbAic. ............... 255
Figura 13. Pardmetros da hemostase e coagulacao analisados na seccdo de Hematologia.. ........ 266
Figura 14. Sistema BCS XP utilizado na testagem da hemostase. ..........cccccevviieiiiiiiiic e, 277
Figura 15. Swing Twinsampler BIO-RAD®.............oo ittt teeestee s e e sneeeaeeeeaneeeenees 38
Figura 16. Saxo ID-Reader BIO-RAD®. ...ttt st et e e e tee e aneeeenees 38
Figura 17. Cartdes de confirmacdo ABD da BIO-RAD®. . ........ccuuuiiiiieiiiiiiiiiiee et 39
Figura 18. Cartdes utilizados na realizacdo de testes de Coombs da BIO-RAD®. .........c.cccoevuurinnen. 39
Figura 19. Observagdo microscopica de amostra de liquido bronquioalveolar...............cccceeviveeeens 42
Figura 20. Observagéo microscopica de amostra de liquido pleural . ........cccooeeiiiiiiiiniiee e 42

Figura 21. Avaliagcdo morfol6gica de amostra de sangue periférico do programa de avaliacdo externa
Lo F= 0 U= o F= Lo -SSR 43

Figura 22. Avaliagdo morfolégica de amostra de sangue periférico do programa de avaliacéo externa
Lo F= 0 0= o F= Lo -SSR 43

Figura 23. Equipamento automatico Sprinter XL® utilizado na detecdo de anticorpos antinucleares.
..................................................................................................................................................... 45


file:///C:/Users/teles/Documents/Mestrado%20em%20Análises%20Clínicas/Estágio/Relatório%20de%20Estágio%20Mariana%20Teles.docx%23_Toc76560590
file:///C:/Users/teles/Documents/Mestrado%20em%20Análises%20Clínicas/Estágio/Relatório%20de%20Estágio%20Mariana%20Teles.docx%23_Toc76560591
file:///C:/Users/teles/Documents/Mestrado%20em%20Análises%20Clínicas/Estágio/Relatório%20de%20Estágio%20Mariana%20Teles.docx%23_Toc76560592
file:///C:/Users/teles/Documents/Mestrado%20em%20Análises%20Clínicas/Estágio/Relatório%20de%20Estágio%20Mariana%20Teles.docx%23_Toc76560593
file:///C:/Users/teles/Documents/Mestrado%20em%20Análises%20Clínicas/Estágio/Relatório%20de%20Estágio%20Mariana%20Teles.docx%23_Toc76560594
file:///C:/Users/teles/Documents/Mestrado%20em%20Análises%20Clínicas/Estágio/Relatório%20de%20Estágio%20Mariana%20Teles.docx%23_Toc76560594
file:///C:/Users/teles/Documents/Mestrado%20em%20Análises%20Clínicas/Estágio/Relatório%20de%20Estágio%20Mariana%20Teles.docx%23_Toc76560596
file:///C:/Users/teles/Documents/Mestrado%20em%20Análises%20Clínicas/Estágio/Relatório%20de%20Estágio%20Mariana%20Teles.docx%23_Toc76560597
file:///C:/Users/teles/Documents/Mestrado%20em%20Análises%20Clínicas/Estágio/Relatório%20de%20Estágio%20Mariana%20Teles.docx%23_Toc76560598
file:///C:/Users/teles/Documents/Mestrado%20em%20Análises%20Clínicas/Estágio/Relatório%20de%20Estágio%20Mariana%20Teles.docx%23_Toc76560599
file:///C:/Users/teles/Documents/Mestrado%20em%20Análises%20Clínicas/Estágio/Relatório%20de%20Estágio%20Mariana%20Teles.docx%23_Toc76560600
file:///C:/Users/teles/Documents/Mestrado%20em%20Análises%20Clínicas/Estágio/Relatório%20de%20Estágio%20Mariana%20Teles.docx%23_Toc76560601
file:///C:/Users/teles/Documents/Mestrado%20em%20Análises%20Clínicas/Estágio/Relatório%20de%20Estágio%20Mariana%20Teles.docx%23_Toc76560602
file:///C:/Users/teles/Documents/Mestrado%20em%20Análises%20Clínicas/Estágio/Relatório%20de%20Estágio%20Mariana%20Teles.docx%23_Toc76560603

Figura 24. Padrdes nucleares de fluorescéncia detetados em células HEp-2 na determinagdo de
Anticorpos Antinucleares (ANA) por imunofluorescéncia indireta (IFI). .....cccoooieiiiiiiiiiiieenns 46

Figura 25. Padrdes de fluorescéncia obtidos na detegdo de Anticorpos Anti Citoplasma de Neutréfilos
(ANCA) em vérios substratos por imunofluorescéncia indireta (IFI). ........ccoceeviiiiiiiiiciiee 47

Figura 26. Padrées de fluorescéncia obtidos na detecédo de Anticorpos Anti-Musculatura Lisa (ASMA)
e Anticorpos Anti Microssomas Figado-Rim (LKM-1) em varios substratos por
imunofluorescéncia iNdireta (IF1). . .....c..vveirieii e e s nnraree s 48

Figura 27. Padrdo de fluorescéncia obtido na detecdo de Autoanticorpos Anti-Mitocondria (AMA) em
substrato de rim de rato por imunofluorescéncia indireta (IFI). . .......cooociiiiriee e, 49

Figura 28. Tira-teste para determinacdo qualitativa de autoanticorpos humanos da classe IgG para
dezasseis antigénios AIfErENTES. . ........ii it sae e e sbe e e sane e 49

Figura 29. Exemplo de gel de agarose obtido através da realizacdo de Eletroforese de Proteinas em
amostra de soro no equipamento Hydrasys 2 da Sebia®. .........cccocceiiiiiii i 51

Figura 30. Perfis Eletroforéticos de Proteinas. .........ccccveeriieiiiiiiiiiiicc e 51

Figura 31. Imunofixacdo em amostra de soro para classificacdo de proteina monoclonal através do
equipamento Hydrasys 2 da Sebhia®. .........ccoooiiiiiiiiiiiiicicccc s 52

Figura 32. Imunofixagdo em amostra de urina para pesquisa de Proteina de Bence Jones através do
equipamento Hydrasys 2 da SEDIAa®. ..........ccuiiiiiiiiiiiiiieie et e e 53

Figura 33. Resultado do teste de RPR (Rapid Plasma Reagin) para diagndstico de anticorpos anti-
treponema PAIIAUM. .....ooiiiiii et e et e e et b e e s s bbe e e e sbneeeeanes 57

Figura 34. Teste de TPHA (T. pallidum-particle agglutination) para detecdo de anticorpos anti-
treponema PAllIUM. . ..ottt e e et e e e st e e e e sbreeeeane 58

Figura 35. Teste rapido para diagnéstico da Mononucleose Infeciosa (MI). ..........ccccvvveeeeeeeniiiiinnnen. 60

Figura 36. Teste rapido de diagndstico de infecdo por virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) do tipo
= RSP 61

Figura 37. Representacdo da cadeia formada pelos varios equipamentos que compdes o Atellica®
Yo (011 o] TR 62

Figura 38. Enzimas e proteinas cardiacas no soro ap6s um enfarte agudo do miocérdio.. ............... 79

Figura 39. AlteragBes dependentes do tempo na amilase e lipase séricas ap0s pancreatite aguda.
..................................................................................................................................................... 87



indice de Tabelas

Tabela 1. Guia de cores para identificagdo dos tubos de colheita. 4...........cccooviiiiiiiii i 3
Tabela 2. Pardmetros avaliados N0 heMOGIaAMA. .......coouiiiiiiiiiie et 10

Tabela 3. Pardmetros avaliados no hemograma e respetivas doencas associadas ao aumento e
diminuUiGE0 dOS Valores de Cada UM. ........eiieiiiiiieiiiie et 12

Tabela 4. Exemplo de resultados obtidos para a detecéo de Anticoagulante Lipico segundo o método
do Tempo de Veneno de Vibora de Russel (DRVVT). Resultado obtido através de BCS® XP
1= 01T o F PSRRI 37

Tabela 5. Enzimas utilizadas no diagnéstico de patologia hepatica..........ccccceeevvciviieeieeee i, 73

Tabela 6. Marcadores cardiacos utilizados no diagnéstico de enfarte do miocardio. ...........ccccee....... 80



Equacéo 1.
Equacéo 2.
Equacéo 3.
Equacéo 4.
Equacéo 5.
Equacéo 6.
Equacéo 7.
Equacéo 8.
Equacéo 9.
Equacéo 10

Equacédo 11

Equagéo 12.

amostra

Equacédo 13.
Equagéo 14.
Equacéao 15.
Equacéo 16.
Equacéao 17.
Equacéao 18.
Equacédo 19.
Equacéao 20.
Equacéo 21.
Equacéo 22.
Equacéo 23.
Equacéo 24.

Equacéo 25.

indice de Equac6es

International Normalized Ratio (INR) .......ooiiiiiiiiiiiiiiee et 29
Formula de calculo do Anticoagulante LUPICO (AL)....ccoiueeriiieiiieiiiee e eniee e 36
Formula de célculo da Clearance da CreatiniNa ............cccvueerieeiniiee e 63
Reacéo de quantificacio da Creatining ..........cceeeeiiiiieeiiiiiee e 63
Reacédo de quantificag@o do Nitrogenio Ur€IiCO ..........ccoiueiiiiiiiiiiiiiiii e 64
Reacao de quantificacdo do ACIAO UFICO .......c.ccvceiueieeieeceeceeceeeeeceee et 65
Reacao de quantificacdo das Proteinas TotaiS Na UriNa..........cceveivvveeeiiiieeesiiiene s 65
Reacao para obtencé@o da concentracdo de Proteinas TOtaiS ........cccvvvevvvveeeiiiieieniiieenn 69
Reacéo para obtengé@o da concentragcdo de AIbUMING .........cccuvveeeiieiiniiiiiiieeee e, 70
. Reacéo para determinacdo da concentragéo da Bilirrubina Total ..........ccccooiviiieeneeenn. 71
. Reacéo para determinacdo da concentragédo da Bilirrubina Direta .............occcvvveeeeeenn. 72
Reag¢Bes enziméticas de determinacdo da quantidade de Colesterol Total na
.......................................................................................................................................... 75
Reac¢Bes enzimaticas para doseamento dos TrigliCéridos........ccvvevviiiiiiiiieeeiiiiciiinenn, 76
Reacao de quantificac@o do ColesSterol HDL .........c..oooiiiiiiiiiiiieiiieee e 77
Equaco de FriedewWald.............oooiiiiiiiiii e 77
Equacdes da reacdo de quantificacdo do Colesterol LDL ..........cccccovviiiiiiieieeiniiniiieeen. 78
Reacdes de determinagéo da atividade enzimética da Glucose Hexoquinase ............. 81
Reac¢Oes de determinacdo da FrutoSamina ............eueeeieeiiniiiiiiiieie e 83
Reac¢édo de determinacéo da concentracdo de Ferro SEriCO......cccevvviiviiieeeeeeieiiiieeeen. 84
Capacidade Total de FixaG8o do Ferro (TIBC) ..o 85
Determinacao da atividade enzimatica da Amilase pancreatica............cccccevvvveeeinnneeen. 87
Determinacao da atividade enzimatica da LiPase .........cccccvriviiiiiiiiie i 88
Determinacao do CAICIO IONIZATO.........ccuuviieiiiiiee it e reee e e e e seaeeessnnaeee s 92
Reacao para determinac@o do FOSTOro INOrganiCo...........cveviievieiiiiiee i 93
Reacao de determinagdo da concentragdo de Magnésio Total.........ccccvvveviviereiinnnnnn, 94



Lista de Abreviaturas e Siglas

AEQ Avaliacdo Externa da Qualidade

AL Anticoagulante Lipico

ALP Fosfatase Alcalina

ALT Alanina Amino-Transferase

AMA Autoanticorpos Anti-Mitocdndria

ANA Anticorpos antinucleares

ANCA Autoanticorpos Anti Citoplasma dos Neutrofilos
Anti-Tg Anticorpo Anti-Tiroglobulina

APC Proteina C ativada

APTT Tempo de tromboplastina parcial ativado
Arg506 arginina na posicéo 506

ASMA Autoanticorpos anti-musculatura lisa

AST Aspartato Amino-Transferase

ATP Adenosina Trifosfato

aTPO Anticorpo anti-peroxidase da tiroide

BCG Verde de bromocresol

c-ANCA ANCA citoplasmatico

CBP Colangite biliar primaria

CHGM Concentragdo de hemoglobina globular média
CK Creatina quinase

CLsSI Clinical and Laboratory Standards Institute
CPC Orto-cresolftaleina-complexona

CXP2D6 Citocromo P4502D6

DCV Doenca cardiovascular

DIC Coagulacao Intravascular Disseminada
DIT Diiodotirosina

DNA Deoxyribonucleic acid

DRVV Veneno de vibora Russel diluido

DRVVT Tempo de Veneno de Vibora de Russel
EBV Virus Epstein-Barr

EDTA Acido etilenodiaminotetraacético dissodico
FDP Produtos de degradacéo da fibrina

fL Fentolitros

FR Fator Reumatoide

FT3 Triiodotironina Livre

FT4 Tiroxina Livre

FTCD Antigénio formiminotransferaseciclodes-aminase
FvWwW Fator de Von Willebrand

GAH Globulina anti-humana

GFR Grau de filtracdo glomerular

GGT y-Glutamiltransferase

HAI Hepatite autoimune

Hb Hemoglobina

HbA:c Hemoglobina glicada

HCT Hematécrito

HDL High-density lipoproteins

HEp-2 Células epiteliais humanas

HGM Hemoglobina globular média

HIV Virus da Imunodeficiéncia Humana

HPLC High-Perfomance Liquid Chromatography
IFI Imunofluorescéncia Indireta

INR International Normalized Ratio

ISI International Sensitivity Index

LBA Lavado bronquioalveolar

LC-1 Autoanticorpo anti antigénio citosol hepatico tipo 1

LCR Liquido cefalorraquidiano




LDH Lactato Desidrogenase

LDL Low-density lipoproteins

LES Lupus Eritematoso Sistémico

LKM-1 Autoanticorpo anti microsomas figado-rim
MIT Monoiodotirosina

MPA Poliangite Microscoépica

MPO mieloperoxidase

NAD Nicotinamida-adenina-dinucle6tido
NADH Nicotinamida-adenina-dinucle6tido reduzido
NK Células natural killer

NPN Composto nitrogenado ndo proteico
NRBC Nucleated red blood cells

OMS Organizagdo Mundial de Saude
p-ANCA ANCA perinuclear

PC Proteina C

PDW Distribuicdo Plaguetaria

pg picogramas

pNA para-nitroanilina

PR3 proteinase-3

PS proteina S

PT Taxa de Protrombina

PTGO Prova de tolerancia a glucose oral

PTH Hormona da paratiroide

PTT Tempo de tromboplastina

RBC Red blood cells

RDW Coeficiente de dispersao do volume eritrocitario
RNA Ribonucleic acid

RPM Rota¢Bes por minuto

RPR Rapid Plasma Reagin

SIDA Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida
T3 Triiodotironina

T4 Tiroxina

TBG Globulina ligante da tiroxina

Tg Tiroglobulina

TIBC Capacidade total de fixacdo do ferro
TPHA T. pallidum-particle agglutination

TPO Tiroide Peroxidase

TRH Hormona libertadora da tirotroponina
TSH Hormona estimulante da tiroide

TT Tempo de Trombina

VCS Volume, condutividade, scatter

VDRL Venereal Disease Research Laboratories
VGM Volume globular médio

VLDL Very Low Density Lipoproteins

VPM Volume Plaquetar Médio

VS Velocidade de Sedimentacéo

VSM47 Células musculares lisas vasculares
VVR Veneno de vibora Russel

WBC

White blood cells




[Pagina intencionalmente deixada em branco]



Relatorio de Estagio — Mariana Teles

Introducao

O presente relatério de estagio reflete todos os conhecimentos que adquiri durante o
estagio curricular realizado no Laboratério Central da SYNLAB, em Lisboa, no contexto
do Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmécia da Universidade de Lisboa.
O meu estagio foi orientado pela Doutora Anabela Marques Sousa, especialista em
Ciéncias Farmacéuticas pela Ordem dos Farmacéuticos.

O estagio curricular teve uma duracdo de 745 horas, distribuidas pelas areas da Fase
Pré-Analitica, Hematologia, Imunologia e Bioquimica. Teve inicio a 3 de fevereiro de
2020, terminando no dia 18 de setembro do mesmo ano. Em mar¢o de 2020, devido a
pandemia por SARS-Cov-2, o estagio foi interrompido tendo sido retomado em junho de
2020.

A marca SYNLAB resulta da fusdo das empresas synlab e Labco fundadas em 1998 e
2004, respetivamente. Partilhando as mesmas estratégias e valores, originaram uma
Unica empresa cujo objetivo € oferecer um servigo rapido e de elevada qualidade. Tendo
como foco ndo sO6 o cliente, mas também o colaborador, a SYNLAB oferece a

oportunidade de desenvolvimento profissional e pessoal a todos os funcionarios.

Esta empresa faculta uma abordagem multidisciplinar nas areas das medicinas humana
e veterinaria, inddstria farmacéutica e analises ambientais, permitindo um diagnéstico

rapido, preciso e eficiente.

A realizagdo deste estagio curricular permitiu-me aprofundar os conhecimentos
adquiridos durante o primeiro ano de mestrado, para além de adquirir uma percecao real
do funcionamento de um laboratério de analises clinicas. Acompanhei todo o processo
analitico desde a colheita da amostra até a obteng&o do resultado final, sendo possivel
compreender a tamanha complexidade de todo o processo. Além do mais, acredito
terem-me sido dadas as ferramentas necessarias ao ingresso no mercado de trabalho

nesta area.
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Fase Pré-Analitica

A Fase Pré-Analitica do processo de testagem comeca quando o teste é requisitado e
termina quando o0 mesmo comeca. Estima-se que 70% dos erros verificados no processo
analitico sejam devidos a esta fase. Diversos fatores pré-analiticos conduzem a esses
mesmos erros como a realizacdo de mas colheitas, identificacdo errada de amostras e

até mesmo fatores inerentes ao utente, como a sua idade e dieta. 2

A influéncia dos fatores pré-analiticos e respetivos erros pode comprometer a qualidade
da amostra e implicar repeti¢do de colheita. E, por esse motivo, importante estabelecer
um protocolo de qualidade como forma de mitigacdo assegurando a veracidade dos
resultados obtidos assim como o bem-estar do utente. 2

Toda a informacéo referente ao processo de colheita de amostras esta presente no
Manual de Colheitas do laboratério.

Colheita de Amostras

O utente, antes da colheita, devera ser informado de como devera proceder antes da
realizacdo da mesma. Na maioria das colheitas, é pedido ao doente que permanega em
jejum até a recolha do produto biolégico o que se deve ao facto dos valores de referéncia
terem por base esta condicdo. No entanto, em alguns analitos € necessario um jejum
mais curto como é o caso do doseamento do colesterol total, onde o jejum é de quatro

horas.

Para além disso, o utente é responsavel pela recolha de algumas amostras como urina
e fezes. Nestes casos, € crucial assegurar que o procedimento de colheita é executado

segundo as normas do Manual de Colheitas de modo a mitigar possiveis erros analiticos.



Venipunctura

A Venipunctura consiste no processo mais comum de recolha de amostras de
sangue. A colheita de sangue pode ser realizada em sistema aberto, onde séo
utilizadas seringa e agulha, e em sistema fechado a vacuo onde a amostra é colhida
diretamente da veia para o tubo. 3

O sistema de colheita fechado a vacuo é composto por agulha, tubo de evacuacéo
e um adaptador que é utilizado para segurar a agulha e o tubo. A agulha ao
puncionar a veia faz com que a pressao de vacuo exercida no tubo permita o fluxo
de sangue para o mesmo. 4 Este é um método bastante vantajoso porque

possibilita a diminui¢cao do risco de hemdlise e previne a contaminacao da amostra.

Tabela 1. Guia de cores para identificagdo dos tubos de colheita. 4

Cor da Aditivo Ndmero de inversdes na Uso em
Tampa colheita de sangue Laboratério
i Determinacgdes
Roxo Revestido por .
. 8 de hematologia
W spray de EDTA Kz
‘ TW em sangue total.
Ativador do D L
Vermelho codgulo, b.eter'ml.nagoes
. ioquimi m
. revestimento de 5 oquimicas &
- soro.
silicone
Ativador do Determinacdes
Amarelo coagulo e gel para 5 ererminac
= bioquimicas em
= a separacao do
soro.
k soro
Avaliagdo da
Azul:(_:Iaro 3-4 coagulagéo em
Citrato de Sddio plasma.
Verde _ » Determinag6es
) Heparina de Litio 8 bioquimicas em
plasma.
Cinzento Fluoreto de Sddio 8 Determinagoes
ﬁ de glucose.
|
Azul-Escuro Ativador do g Determlnggao de
. metais,
Coagulo . )
toxicologia.
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Em ambos os sistemas de colheita, e para cada utente em particular, é selecionado
um conjunto de tubos de colheita de acordo com os parametros a analisar. Esses
tubos séao identificados pelas cores das suas tampas que indicam o tipo de aditivo
gue apresentam ou auséncia do mesmo. O cddigo de cores dos tubos utilizados
em venipunctura € universal, o que permite uma uniformizacdo do processo de

colheita.

Um aditivo tem como principais fun¢des a prevencao da coagulagéo e preservacao
de determinados componentes do sangue. ! Para que a sua funcéo seja cumprida,
o0 tubo deverd ser preenchido até a marca presente que assim o indica. Se tal ndo
se verificar, a proporc¢ao sangue/aditivo é afetada e, por consequéncia, a qualidade
da amostra comprometida. Para além disso, os tubos devem ser colhidos segundo
uma sequéncia especifica, o que reduz a contaminacao da amostra pelos diversos

aditivos.

A ordem de distribuicdo das amostras pelos tubos é estabelecida pelas normas
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) e € utilizada qualquer que seja o
sistema de colheita utilizado:

Tubos Estéreis utilizados em cultura de sangue;

Tubos de Soro com ou sem ativador de coagulo, com ou sem gel separador;
Tubos de Citrato de Sddio;

Tubos de Heparina de Litio;

Tubos de EDTA;

Tubos contendo antiglicoliticos.

2 o

Procedimento de Colheita de Amostras de Sangue

O processo de colheita de amostras de sangue inicia-se com a confirmagdo dos
dados do utente, sendo-lhe pedido que diga o seu nome completo, data de
nascimento e ndimero de telefone. Consoante as analises pedidas, o utente é
interrogado acerca do seu jejum e medicacdo que possa tomar, assim como pela

entrega de outros produtos biolégicos requeridos como urina e fezes.

O flebotomista procede & colocacdo dos rotulos de identificagdo do utente nos
respetivos tubos na presenca do mesmo. Procede-se a colocacdo de luvas para

protecéo individual e do utente.
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Sao escolhidos o local de puncéo e o material necessario. Esta area € desinfetada
com alcool a 70%. O técnico de colheitas coloca o garrote no brago a puncionar a

cerca de sete a dez centimetros do local de puncéo.

Apéds a puncao, é aliviado o garrote e é pedido ao utente que abra lentamente a
mao. Os tubos devem ser preenchidos até ao volume indicado no proprio. O local
de puncédo é pressionado com algodao, devendo o braco manter-se esticado e

elevado. Por fim, é colocado um penso rapido.

Os tubos colhidos deverdo ser homogeneizados de imediato, suavemente, de
modo a garantir a mistura da amostra com o aditivo presente. Devem ser tidas em
conta todas as indicagfes de processamento das amostras, como por exemplo, no

doseamento dos niveis de bilirrubina a amostra deve ser protegida da luz.

Todo o material descartavel utilizado no processo devera ser colocado nos
respetivos contentores de biosseguranca.

Deve garantir-se que o utente se encontra bem e informa-lo que ndo devera
esforgar o brago puncionado nas proximas duas horas. Apos a saida, o gabinete e
o material deverdo ser desinfetados de modo a receber o proximo utente em

seguranca.

Transporte de Amostras

O transporte de sangue, urina, fluidos corporais e amostras teciduais do local de
colheita para o laborat6rio € um componente bastante importante do processo pré-
analitico. 2 As amostras sdo transportadas dentro de malas especificas para o
efeito, contendo as condi¢Bes de conservagdo necessarias a manutencdo da sua

estabilidade.

O fator mais importante no transporte é a temperatura. A temperatura é mantida
através da utilizagcdo de malas isotérmicas, termoacumuladores e de sistemas

individuais de transporte de produtos em ambiente de congelacéo.

Os produtos biolégicos podem ser transportados em trés tipos de ambientes:
temperatura ambiente controlada, temperatura ambiente estrita e ambiente de

congelacéo.

O transporte em temperatura ambiente controlada tem como objetivo minimizar a

influéncia da temperatura externa no interior da mala. Isto consegue-se através da
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utilizacao de termoacumuladores previamente congelados cujo papel é controlar a

temperatura interior.

O transporte em condi¢cdes de temperatura ambiente estrita € efetuado em casos
em que as amostras ndo devem ter contato com termoacumuladores, devendo
manter-se a uma temperatura ambiente situada entre os 18 e 24°C. Estas amostras

devem ser transportadas individualmente, como é o caso das hemoculturas.

Por fim, amostras instaveis devem ser transportadas em ambiente de congelacao
até ao laboratério, como € o caso da amodnia, fosfatase 4cida e renina plasmatica.
2 Este ambiente é mantido através de sistemas individuais de transporte em
ambiente de congelacdo. Este tipo de produto biologico deve ser mantido
congelado até ao momento de envio e permanecer em contato com o

termoacumulador congelado.

Para além da temperatura, é essencial assegurar o correto transporte das malas.
Deve evitar-se 0 agitamento excessivo, o que pode provocar a hemolise das
amostras, e proteger os produtos biologicos da exposicao direta a luz, evitando a
quebra de determinados analitos como a bilirrubina. 2

Rececédo de Produtos Bioldgicos

A recec¢do de produtos bioldgicos realiza-se na sec¢éo da Triagem no Laboratorio.
Nesta sec¢do sdo recebidas as malas provenientes dos Postos de Colheita

procedendo-se a sua abertura e medi¢do da temperatura interior.

As malas transportadoras chegam ao laboratério fechadas sendo abertas por um
colaborador da seccao de Triagem. ApGOs a sua abertura, € medida a temperatura
interna que se baseia nas medi¢ces da temperatura ambiente dentro da mala e a
temperatura junto ao termoacumulador. Em condicbes de transporte em
temperatura ambiente estrita, a temperatura devera permanecer entre os 18 e
24°C. Em malas refrigeradas, onde existe uma segunda mala isotérmica, as

temperaturas deverao situar-se entre os -5 e 15°C.
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Triagem de Produtos Biolégicos

Uma vez abertas as malas, as amostras no seu interior sdo distribuidas pelas vérias
seccdes analiticas do laboratdrio. A triagem tem como principal objetivo dar entrada
dos produtos bioldgicos no sistema através da identificacao pelo leitor de codigo de
barras, de modo que se possa iniciar o processo analitico. Adicionalmente, procede

a divisdo das amostras em aliquotas quando necessario.

O processo de triagem pode ser manual ou feito de forma automética. As amostras
de hematologia, microbiologia, amostras congeladas, repeticbes de colheita e
amostras de hemodialise séo triadas manualmente e encaminhadas as respetivas
seccles. A triagem automaética € executada pelo equipamento AUTOMATE® 2550

e aplica-se aos tubos de soro.

Centrifugacdo de Amostras

Uma centrifuga € um equipamento que rotaciona sangue e outras amostras a um
namero elevado de rotacdes por minuto (RPM). A forca centrifuga gerada provoca
a separacao das células e plasma ou soro em amostras de sangue. Amostras de

soro e plasma devem ser centrifugadas antes da andlise. !

E importante que os tubos sejam colocados na centrifuga de acordo com o seu
peso e tamanho em posicdes opostas, de modo a assegurar o equilibrio apropriado
ao processo. Se tal ndo acontecer, podem originar-se danos na centrifuga, mas

principalmente, na amostra. 2

As amostras de plasma devem ser centrifugadas sem demora enquanto as
amostras de soro devem estar completamente coaguladas antes do processo de
centrifugacéo. Se a coagulagéo nédo estiver completa, ocorre a formacao de fibrina

o que pode interferir com o doseamento do analito. *

A centrifugacdo das amostras de sangue é um fator pré-analitico bastante
importante na manutencdo da integridade da mesma. No entanto, € necessario
existir uma padronizacdo do tempo de centrifugacdo dos diversos produtos
biol6gicos de modo a assegurar a obtencao de resultados fiaveis. Por exemplo, em
testes de coagulacéo, tempos de centrifugacao inferiores a quinze minutos podem

implicar uma separacédo incompleta do plasma havendo acumulacdo de plaguetas.
6
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Critérios de Rejeicdo e Aceitacdo de Amostras

Todas as amostras devem ser colhidas, rotuladas, transportadas e processadas de
acordo com os procedimentos estabelecidos que incluem o volume de amostra,
cuidados especiais de colheita e tipo de tubo. Uma amostra deve ser rejeitada e
pedida repeticdo de colheita sempre que a mesma nao esteja corretamente
identificada, quando o volume de amostra é inadequado ao tubo de colheita,
guando se verifica a presenca de hemdlise ou sempre que o produto biolégico seja
colhido no tubo errado.!?

Hematologia

A Hematologia é a area laboratorial responsavel pelo estudo do sangue e dos seus
componentes. Tem como objeto de estudo os elementos figurados do sangue,
como os eritrocitos, leucocitos e plaquetas, bem como os érgaos hematopoiéticos

e linfaticos, como a medula 6ssea, timo, amigdalas, ganglios linfaticos, entre outros.

Um laboratério de Hematologia apresenta um papel primordial no diagndéstico de
patologias do foro sanguineo, na monitorizacdo dos efeitos de determinadas

terapéuticas, assim como execuc¢ao de analises de rotina.

Muitas séo as andlises requeridas nesta area de estudo, sendo o Hemograma,
Velocidade de Sedimentacdo, Hemoglobina Glicada, Hemostase e Coagulacéo, e

Imunofenotipagem as mais realizadas por um laboratério de Hematologia.

No presente capitulo deste relatério serao descritas algumas das técnicas utilizadas

na realizacdo da analise dos referidos parametros.
Contagem Automaética de Células Sanguineas

O UniCel ® DxH 800 series da Beckman Coulter ® € um analisador hematoldgico
automatico cujo design eletrénico e mecéanico permite executar a andlise do
hemograma, analise diferencial de leucécitos, eritrécitos nucleados (NRBC) e

reticulécitos. 7

A amostra de sangue total aspirada é dividida em duas aliquotas, sendo cada uma
misturada com um diluente isotonico. A primeira diluicdo é colocada na camara
correspondente aos eritrocitos (RBC), e a segunda na camara dos leucocitos
(WBC). 4
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Os eritrécitos e plaquetas sédo contados e discriminados através de impedancia
elétrica. As particulas cujo tamanho esteja compreendido entre os 2 e 20 fL séo
contadas como plaquetas, e as com tamanho superior a 36 fL sdo contabilizadas
como eritrécitos. A camara de analise de leucécitos é adicionado um reagente que
lisa os eritrocitos libertando a hemoglobina. Os WBC sédo contados,
simultaneamente, por impedancia elétrica. Apds os ciclos de contagem estarem

completos, a segunda diluicdo € transferida para o hemoglobinbmetro para

determinagdo da concentracédo de hemoglobina. *

Este equipamento automatico recorre a tecnologia VCS (volume, condutividade,
scatter) num canal separado para realizar uma analise diferencial das cinco
populacdes leucocitarias. Esta tecnologia incluiu o dimensionamento volumétrico
das células por impedancia, a medicao da condutividade celular e o espalhamento
da luz laser, tudo realizado em simultineo para cada célula analisada. A
combinacdo destas tecnologias permite obter um grafico tridimensional das
populagées leucocitarias. 4

Na analise diferencial das populagbes leucocitérias, sdo utilizados alarmes ou
indicadores de anomalias. Um deles, definido pelo utilizador, alerta acerca de
anomalias na distribuicdo celular, como a eosinofilia ou linfocitopenia, tendo por
base a contagem absoluta das respetivas células. Outro dos indicadores avisa o
utilizador sobre anomalias morfolégicas como, por exemplo, granuldcitos imaturos,

blastos, agregados plaquetarios, entre outros. *

O controlo de qualidade interna tem como finalidade a medi¢do da precisdo do
método a executar. De modo a assegurar a qualidade das analises a processar no
equipamento referido, em cada inicio de sessao de trabalho e quando o volume de
amostras processadas € ja elevado, séo utilizados trés tipos de controlos: um
controlo normal e dois controlos patolégicos, um baixo e outro alto. Os controlos

utilizados sédo fornecidos pela casa comercial.

Para além dos controlos referidos, € processado um controlo que assegura a
reprodutibilidade do equipamento. Este controlo consiste numa amostra cujos

valores sao conhecidos.
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Figura 1. UniCel ® DxH 800 series. Conjunto de trés equipamentos alinhados em cadeia (direita). O
equipamento UniCel ® DxH Slidemaker Stainer (esquerda) executa esfregacos de sangue e respetiva

coloragao.

(Fonte: Autoria da Prépria)

Hemograma

O hemograma consiste num painel de testes realizado em sangue total onde é realizada

a contagem total de eritrgcitos, leucdcitos e plaquetas, concentracdo de hemoglobina e

hematdcrito. Para além destes parametros, sdo também analisados indices eritrocitarios

tais como a hemoglobina globular média (HGM), volume globular médio (VGM),

concentracao de hemoglobina globular média (CHGM) e coeficiente de disperséo do

volume eritrocitario (RDW).

Tabela 2. Pardmetros avaliados no hemograma.

Parametros

Descricao

Determinacéo

Hemoglobina

Proteina conjugada que serve como
veiculo para o transporte de oxigénio e
dioxido de carbono. E um teste bastante
importante na detecdo de anemias. ?

Na determinacdo da hemoglobina, quer
manualmente ou por meios automaticos, é
utilizado o método da cianometahemoglobina.
O sangue é diluido numa solugéo alcalina de
ferricianeto de potéssio, cianeto de potassio,
bicarbonato de sédio e surfactante. A
hemoglobina é oxidada a metahemoglobina
(Fe®*) pelo ferricianeto de potéssio. O cianeto
de potassio converte a metahemoglobina a
cianometahemoglobina. A absorvancia deste
produto final a 540 nm ¢é diretamente
proporcional a concentragédo de hemoglobina.
4

Hematécrito

Razao entre o volume de eritrcitos e o
volume de sangue total. 2

Os instrumentos laboratoriais calculam este
parametro a partir da contagem total de
eritrécitos e do volume globular médio através
da seguinte formula:

impedancia elétrica ou na dispersédo de
luz. 8

(HCT)
Hematocrito = RBC x Volume Globular Médio (VGM)
Volume Volume médio do eritrécito, expresso em Vol Globular Médio (VGM)
Z . =2 . . otume obular Medto
Globular Médio | fentolitros (fL). E medido por analisadores HCT (%) x 10
(VGM) hematoldgicos automaticos com base na

= 1012
Contagem de RBC (x T)
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Hemoglobina
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Peso médio da hemoglobina num

Globular eritrécito, expresso em picogramas (pg). ¢ | Hemeglobina Globular Média (HGM)
Média Hb (Jp) x 10
- 12
(HGM) Contagem de RBC (>< %)
Concentracéo Concentragdo média de hemoglobina em

de Hemoglobina
Globular Média
(CHGM)
Distribuicao de
Eritrocitos
(RDW)

Contagem de
Reticulécitos

indices
Plaquetérios

cada eritrocito. E calculada através da
concentracdo total de hemoglobina e do
hematécrito. 8

Coeficiente de varia¢éo do volume dos
eritrdcitos. °

Células sanguineas jovens que contém
RNA citoplasmético. A contagem destas
células mede a rapidez com que os
reticulécitos sdo produzidos pela medula
O0ssea e libertados para a corrente
sanguinea. 8

O Volume Plaquetar Médio (VPM) é um
indice plaquetario que deriva da
distribuicdo de tamanho das plaquetas na
curva obtida por impedancia elétrica.
Outros parametros plaquetarios podem

ser computorizados por contadores
automaticos incluindo a Distribuicdo
Plaquetaria (PDW), que mede a

anisocitose plaquetaria, e o Trombdcrito
que € o produto do VPM e da contagem de
plaquetas. 1©

Concentracio de Hemoglobina Globular Média
g
_Hb () x 100
HCT (%)

E um indice eritrocitario computorizado obtido
a partir do histograma das células sanguineas
vermelhas. °

A contagem absoluta de reticuldcitos
corresponde ao numero real destas células
num litro ou microlitro de sangue. 8

Contagem Absoluta de Reticulécitos
12
reticuldcitos (%) X RBC (X 1(2 )
= 100

Em amostras com um hematdcrito baixo, a
percentagem de reticulécitos pode estar
falsamente elevada devido ao facto de o
sangue total conter apenas alguns eritrocitos.
E utilizado um fator de correcdo que considera
um hematdcrito normal médio de 45%. 4

Contagem Correta de Reticuldcitos (%) =

(HCT do doente (%))

iculbeitos (%) x
reticul6citos(%) 3

11
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Tabela 3. ParAmetros avaliados no hemograma e respetivas doengas associadas ao aumento e
diminuic&o dos valores de cada um. 8
Parametros Avaliados no Hemograma
Aumento Diminuigéo
e Policitemia secundaria e Anemia
Eritrocitos e Hemoconcentragéo e Aglutininas frias
e Policitemia Vera
o InfecBes agudas e InfecBes
e Leucemias agudas e cronicas e Mielosupresséo
e Distlrbios Inflamatérios e Mielodisplasia
e Linfoma circulante e Hiperesplenismo
Leucocitos

Hemoglobina
e
Hematocrito

Volume
Globular Médio

Hemoglobina
Globular
Média

Concentragao
de
Hemoglobina
Globular Média

Contagem de
Reticul6citos

Plaguetas

e |Lesado/necrose dos tecidos

e Alergias

e Reag0es de hipersensibilidade
e Fumadores

¢ Hemoconcentracédo

e Policitemia

e  Exercicio fisico intenso

e Doenga Hepatica

Alcoolismo

Hemocromatose

Anemia megaloblastica
Mielodisplasia

Reticulocitose

Contagem de leucdcitos elevada
Macrocitose

Hemocromatose

e Esferocitose marcada

e Aumento da autoaglutinagdo

e Hemodlise

e Lipemia

e Anemia Hemolitica

e Perda de Sangue

e Recuperacao de deficiéncia em ferro,
vitamina Ba2 ou folatos

e Anemiainduzida por drogas

e Distlurbios Mieloproliferativos
(Policitemia Vera, Leucemia Mieloide
Cronica, Trombocitemia Essencial,
Mielofibrose)

e Distlrbios Mielodisplasicos

e Trombocitose reativa secundaria a
distarbios inflamatérios

e Deficiéncia em ferro

Neutropenia autoimune
Alcoolismo

Anemia Macrocitica (doenga hepética,
deficiéncia em vitamina B12, deficiéncia
em folatos)

Anemia Normocitica (deficiéncia em
ferro precoce, anemia da doenca
cronica, infiltrado de medula 6ssea)
Anemia Microcitica (deficiéncia em ferro,
talassemia)

Deficiéncia em ferro

Talassemia

Anemia sideroblastica

Esferocitose hereditaria

Anemia da doenga crénica

Microcitose (deficiéncia em ferro,
talassemia)

Hipocromia (anemia sideroblastica,
anemia da doenca cronica)

Anemia Hipocrémica (deficiéncia em
ferro, talassemia)

Anemia Siderobléstica

Anemia da Doenca Crénica

Anemia ferropénica

Anemia aplastica

Anemia da doenga crénica

Anemia megaloblastica

Anemia sideroblastica

Sindrome Mielodisplasico

Decréscimo na produgdo: supressdo da
medula éssea, mielodisplasia,
quimioterapia

Aumento da destruicdo ou agrupamento
excessivo: Hiperesplenismo, DIC,
anticorpos plaquetarios
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Esfregago de Sangue Periférico

Um esfregaco de sangue fornece informacao bastante importante sobre a satde de um
individuo. A sua observacdo permite avaliar possiveis alteracbes existentes na série
vermelha e popula¢des leucocitérias contribuindo para a formulagdo de um diagnostico

clinico.

A execuc¢do de um esfregaco sanguineo pode ser realizada manualmente ou através de
métodos automaticos. A coloracdo mais comumente utilizada é a coloracdo de
Romanowsky ou de Wright-Giemsa, sendo aplicada em esfregagos de sangue periférico
e de medula 6ssea. E considerada uma coloracdo policromatica devido & presenca de

eosina e azul de metileno. #

O azul de metileno, um corante basico, confere uma cor azul-violeta aos acidos
nucleicos, a nucleoproteina, aos granulos de baséfilos e, fracamente, aos granulos de
neutrofilos. A eosina, um corante acido, transmite uma cor vermelha ou laranja a
hemoglobina e granulos de eosindfilos ligando-se também & proteina nuclear cationica,

dando coloracdo ao nucleo. !

A coloracao das células e dos seus componentes ocorre apenas quando € adicionado
uma solugédo tampédo. O azul de metileno oxidado e a eosina formam um complexo

tiazina-eosinato, que cora os componentes celulares neutros. *

Devido ao aumento do fluxo de trabalho nos laboratérios de hematologia, a execugéo
de esfregacos de sangue é automatizada. Os processos de fixagdo, coloragdo e

tamponamento seguem 0S mesmos principios que a coloragdo manual.

Observacdo da Série Vermelha

A avaliagéo da série vermelha consiste na observagéo de diversos parametros como o
conteudo de hemoglobina, tamanho e forma das células, presenga de inclusdes

eritrocitarias, entre outros.

Normocromia é um termo utilizado para um contetdo de hemoglobina normal. Quando
a quantidade desta proteina se encontra diminuida, surge a hipocromia que se
manifesta pelo aparecimento de um halo claro nos eritrécitos, estando o HGM e CHGM
também diminuidos. Pelo contrario, quando existe uma concentracdo elevada de
hemoglobina surge “Hipercromia”, ou seja, os eritrocitos encontram-se carregados desta
proteina podendo assumir uma forma esférica originando esferécitos. Nestes casos, 0

HGM encontra-se aumentado e o CHGM normal. Por vezes, podem surgir numa lamina
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eritrocitos normocrémicos e hipocromicos sendo esta condicdo denominada de

anisocromia. 2

Quanto ao tamanho, os eritrécitos podem ser classificados como normociticos, quando
exibem um tamanho normal, microciticos, quando apresentam um tamanho inferior, e
como macrociticos, quando sdo maiores do que o normal. Nestas situacbes, o VGM

encontra-se alterado.

Figura 2. Microcitose num doente com traco de 8 Talassemia. Observa-se hipocromia,
anisocitose e poiquilocitose.

(Adaptado de: “Blood Cells- A Practical Guide”, 5%edi¢ao, 2015)

No que diz respeito a forma, a poiquilocitose corresponde a uma situacdo em que existe
um aumento da proporcao de células com uma forma anémala. Esta alteracao de forma
€ comum em patologias do foro hematolégico. Pode resultar da producdo anémala na

medula 6ssea ou do dano das células apés a sua libertacdo na corrente sanguinea. !

Algumas das formas mais comumente assumidas sao as eliptocitica e esferocitica. Os
eliptdcitos sdo bastante abundantes na eliptocitose hereditaria. Para além disso, sao
comuns em casos de anemia ferropénica, anemia megaloblastica e anemia falciforme.
Os esferécitos sao encontrados na esferocitose hereditaria, assim como em casos de

anema hemolitica autoimune. 2
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Figura 3. Esfregaco de sangue periférico. Observa-se a presenca de eliptocitose hereditaria
().

(Fonte: Autoria da Prépria)

Para além das caracteristicas morfologicas, podem ser observadas na série vermelha
diversos tipos de inclusdes eritrocitarias tais como o pontuado baséfilo e corpos de
Howell-Jolly. O pontuado baséfilo é caracterizado pela presenca de varios granulos
baséfilos dentro do eritrocito. E observado no envenenamento por chumbo e em
doencas em que a sintese de Hb esta diminuida, como na anemia megaloblastica. Os
corpos de Howell-Jolly séo particulas lisas e redondas de cromatina nuclear que surgem

em casos de anemia hemolitica, anemia megaloblastica e apds esplenectomia. 2

Figura 4. Esfregaco de sangue periférico. Observa-se a presenca de pontuado basdfilo (=).

(Adaptado de: “Henry’s Clinical Diagnostics and Management by Laboratory Methods”, 23%edicéo, 2017)
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Observacdo das Populacdes Leucocitarias

Na observacao do esfregaco de sangue periférico, € observada a populagéo leucocitéria
de modo a aferir se a contagem efetuada pelo equipamento hematolégico automatico
esta correta e se sdo observaveis caracteristicas andbmalas nas varias populacdes de
leucocitos. E efetuada uma segunda contagem diferencial de forma manual em que s&o
contabilizadas cem células brancas e classificadas de acordo com as suas
caracteristicas morfolégicas. O resultado obtido é expresso em percentagem e permite

determinar se os valores se encontram segundo os valores de referéncia.

7

Como referido anteriormente, a aparéncia das células leucocitarias é bastante
importante e pode revelar a existéncia de determinadas patologias. Por exemplo, a
presenca de granulacao toxica, corpos de Doéhle, linfcitos reativos e bastonetes de Auer

deve ser referida no relatério laboratorial. 4

Na contagem diferencial, deve ter-se em atencdo a presenca de células imaturas.
Leucécitos imaturos ndo sao normalmente observados no sangue periférico o que pode
indicar a presenca de infe¢6es ou de uma leucemia. No caso dos neutrdéfilos, podem ser
classificados como apresentando um desvio a esquerda ou um desvio a direita. As
células linfociticas ou monociticas quando presentes, séo referidas como promieldcitos,
linfoblastos, promondcitos ou monoblastos. Os basdfilos e eosindfilos mais jovens séo

referidos como imaturos e sdo contados como células maduras. *

Figura 5. Esfregago de sangue periférico de doente com Sindrome Mielodisplasica e Leucemia
Mieloide Aguda. Observa-se a presencga de um bastonete de Auer (=), caracteristico
destas patologias.

(Fonte: Autoria da Prépria)
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Influéncia do Anticoagulante no Esfregaco de Sangue

A maioria das amostras que chegam ao laboratério de Hematologia chegam em tubos
gue contém &cido etilenodiaminotetraacético dissodico (EDTA), um anticoagulante que
impede a coagulagdo sanguinea pela quelacao do célcio.

Contudo, algumas das amostras sofrem alteracdes por acdo de reacdes de
autoaglutinacdo com o EDTA. Esse tipo de acontecimentos altera os resultados do
hemograma. Por exemplo, a formagdo de agregados plaquetérios, visiveis no
esfregaco, pode levar a um aumento da contagem de leucdcitos o que conduz a falsos

resultados.

De modo a evitar essas variacoes, é requerida a colheita de sangue em tubos contendo
outro tipo de anticoagulante, como o citrato de sédio ou sulfato de magnésio. A utilizagédo
de sulfato de magnésio é bastante utilizada atualmente e permite, muitas das vezes,

mitigar os efeitos provocados pelo EDTA.

A imagem apresentada em baixo corresponde a um esfregaco de sangue periférico de
um doente cujos valores plaquetarios se encontravam bastante baixos. Apds a
observacdo do mesmo, foi possivel notar a presencga de agregados plaquetérios, o que
indicava uma possivel reacéo de autoaglutinacdo ao EDTA. A presenca dos mesmos
leva a uma Pseudotrombocitopénia. De modo a conferir de que era disso que se tratava,

foi pedida uma repeticédo de colheita em tubo com sulfato de magnésio.

Se apoOs a realizacdo da colheita com novo anticoagulante se verificar, novamente, a
presenca de agregados plaquetarios € aconselhada a colheita de sangue em tubo
contendo outro anticoagulante junto do equipamento para determinar o valor real das
plaguetas.

Figura 6. Esfregaco de sangue periférico. Observa-se a presenca de agregados plaquetéarios
().

(Fonte: Autoria da Propria)
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Velocidade de Sedimentacao

A Velocidade de Sedimentacéo (VS) mede a taxa de sedimentacdo dos eritrcitos em
plasma humano diluido. Este fendbmeno depende de varios fatores tais como a
composicao proteica do plasma, a concentracdo de eritrocitos e forma dos mesmos. A

VS consiste na distancia em milimetros percorrida pelos eritrécitos numa hora. #°

E um teste requerido em conjunto com outros parametros de modo a detetar e
monitorizar o curso de doencas inflamatorias como a artrite reumatoide e infegdes.
Contudo, a VS ndo é um parametro especifico das doencgas inflamatorias estando
elevada em outras situagbes como no mieloma plasmocitico, gravidez, anemia, entre

outros. 4

A VS é diretamente proporcional a massa de eritrocitos e inversamente proporcional a

viscosidade plasmatica. *

O aumento da VS pode indicar a presenca de infegbes como a osteomielite, neoplasmas
malignos, paraproteinemias, anemia e gravidez. Todavia, um decréscimo na taxa de
sedimentagcdo dos eritrécitos pode evidenciar a presenca de policitemia, anemia

falciforme, esferocitose, anisocitose, entre outras condicdes. 8

Método Modificado de Westergren

O método de Westergren € o método de referéncia na medi¢cdo da VS. Este método
baseia-se no principio de que a sedimentacdo dos eritrocitos no plasma fornece a
medicao do nivel de proteinas de fase aguda e de inflamag&o. Embora este teste ndo
seja especifico de nenhuma doenca em particular, permanece bastante util a nivel
clinico no diagndstico de varias doencas, através da monitorizacdo da atividade de

distarbios inflamatérios ou de respostas a terapéuticas. 2

Atualmente, o método de Westergren sofreu modificagdes sendo utilizado sangue com
anticoagulante EDTA em vez de citrato. Esta substituicdo permite que seja utilizado o
mesmo tubo que foi processado nas andlises hematolégicas anteriores. Para além
disso, algumas das pipetas de VS sofreram uma diminui¢cdo do seu diametro interno e
da respetiva graduacéo, o que permite que o método seja utilizado em amostras com

pouco volume.

O método consiste na diluigdo da amostra colhida, anteriormente, em tubo contendo
EDTA num tubo de hemdlise contendo citrato de sodio. A solugdo obtida é colocada

numa pipeta de VS até alcancar a marca correspondente ao zero. A pipeta € colocada
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num suporte destinado a realizacdo do método, suporte esse ao abrigo da luz e de
oscilacBes. Passados sessenta minutos, é determinada a altura da coluna de plasma

sendo expressa em milimetros.

Método Automatizado Alifax™ (Test-1™)

O equipamento Alifax TM (Test-1 TM) determina o tamanho da reacéo de sedimentacao
num tubo de sangue através de uma agulha perfurante. O principio do método consiste

no estudo da capacidade de agregacéo dos eritrocitos por telometria. 3

Os tubos para analise sdo colocados em suportes apropriados e sdo agitados durante
cerca de dois minutos. Através da utilizacdo de uma agulha de aspiracdo, o sangue
passa do tubo original para um capilar e é centrifugado a uma velocidade de 20 G. O
sistema utiliza um microfotbmetro com um comprimento de onda de 950 nm. Os
impulsos elétricos gerados sé@o detetados por um detetor fotodiodo, correspondendo a
agregacao dos eritrocitos presentes em cada nivel capilar. 3

Para cada amostra é obtida uma curva de agregacdo e uma de sedimentacdo. O
impulso elétrico medido por minuto define a curva de sedimentacéo. Os decréscimos do
sinal médio por unidade de tempo juntamente com a raiz quadrada do sinal integral séo

transformados em valores de Westergren comparaveis.

O controlo de qualidade interna do equipamento descrito € assegurado pela analise
semanal de controlos provenientes da casa comercial. Para além disso, semanalmente,
€ analisada uma amostra de valor conhecido pelo aparelho. Esta analise tem como
objetivo assegurar que o método se encontra a funcionar dentro dos parametros de

qualidade estabelecidos e de que existe reprodutibilidade por parte do equipamento.

Figura 7. Alifax ™ (Test-1™). Método automatizado de medicdo da velocidade de
sedimentacao.

(Fonte: Autoria da Prépria)
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Hemoglobina Glicada

A hemoglobina glicada (HbAic) € o termo utilizado para descrever a forma¢édo de um
composto hemoglobinico quando a glucose reage com o grupo amina da hemoglobina.
A taxa de formacdao é diretamente proporcional a concentracdo plasmatica de glucose.
Como a semivida de um eritrocito € de cerca de cento e vinte dias, os niveis de HbAic

refletem os niveis médios de glucose dos ultimos dois a trés meses. 2

Os niveis de HbA;c encontram-se aumentados na presenca de diabetes mellitus e de
esplenectomia. Pelo contréario, verifica-se a sua diminuicdo em situacdes que afetem a
semivida dos eritrocitos como na anemia hemolitica, esferocitose congénita e anemia

falciforme. 8

A amostra utilizada na medi¢do da HbA:c € uma amostra de sangue total em EDTA.
Esta deve estar previamente hemolisada antes do inicio da determinagao.

Os principios analiticos de quantificacdo da hemoglobina glicada sdo baseados na
separacao de cargas, incluindo a troca ionica (HPLC), eletroforese capilar (CE) ou
diferencas estruturais entre as formas glicadas e nédo glicadas da hemoglobina, como
no método de HPLC de afinidade ao boronato. °

Os dois equipamentos utilizados no doseamento da hemoglobina glicada, na secc¢éo de
hematologia, sdo o Premier Hb 9210™ e o Adams HA 8160 HbAc.

Hb 9210™ Premier

O principio do método consiste na liga¢éo dos grupos cis-diol da por¢do cetoamina das
hemoglobinas glicadas ao acido bordnico. As hemoglobinas ndo glicadas, como as
hemoglobinas A, F, S ou C, ndo se ligam e séo eluidas pelo tampao da coluna. As
hemoglobinas glicadas séo eluidas pela adicao de sorbitol ao tamp&o ou por diminui¢do

do pH do mesmo. As duas fragbes sdo quantificadas por espetrofotometria. °

Este método ndo depende da temperatura e nao é afetado pelas hemoglobinas F, S ou
C.3

z

Este equipamento € composto por uma coluna analitica contendo &cido
aminofenilborénico ligado a um suporte de polimero poroso. E através desta coluna que
sao transferidos os reagentes e amostras em analise. As amostras hemolisadas séo

injetadas automaticamente na coluna, onde os componentes glicados se irdo ligar ao
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boronato enquanto os componentes ndo glicados sao encaminhados para o detetor
espetrofotométrico. Por fim, é adicionado um tampéao cuja funcdo é deslocar os

componentes glicados presentes na coluna, seguindo-se a leitura espetrofotométrica. '

O controlo da qualidade interna é realizado através de duas calibracfes e dois controlos
diarios, no inicio do dia e a meio do fluxo de trabalho. Para além disso, este
procedimento é efetuado a cada mudanca de coluna ou sempre que 0 mesmo se
justifique. Ap6s a calibracdo e passagem do controlo, os resultados séo visualizados

num grafico de Levey-Jennings, onde é possivel detetar erros analiticos.

Figura 8. Hb 9210™ Premier.

(Fonte: Autoria da Prépria)

Adams HA 8160 HbAic

O equipamento Adams HA 8160 HbA1C da Menarini € um analisador automético que
utiliza cromatografia de troca catiénica de fase reversa em conjunto com um método

colorimétrico de detecéo, medindo a um comprimento de onda de 415 a 500 nm. 8

Este analisador separa amostras de sangue total nas varias fragdes hemoglobinicas,
em HbF, HBA2, HbA1C, HbS e HbC.

A amostra de sangue total em EDTA é automaticamente hemolisada por este
analisador. Os resultados obtidos sdo apresentados em percentagem de HbA1C, HbA1
e HBF que sao calculadas através dos picos das diferentes fracbes como percentagem

de hemoglobina total. 8

A determinacado da HbA1C tem por base diferencgas de carga iénica, a hemoglobina nao-

glicada apresenta carga positiva quando comparada com a hemoglobina glicada. °
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Figura 9. Adams HA 8160 HbAxc.

(Fonte: Autoria da Propria)

Doseamento da Hemoglobina S

A anemia das células falciformes consiste numa anemia hemolitica crénica, classificada
morfologicamente como normocitica e normocromica. Os eritrécitos apresentam uma

forma longa e encurvada tal como uma “foice”, caracteristica da patologia. 4

A alteracdo da forma eritrocitaria € inicialmente reversivel, mas, durante as sucessivas
fases de oxigenacdo/desoxigenacdo que ocorrem na circulagdo, a célula adquire
irreversivelmente uma forma alongada ou de foice, com maior rigidez e alteracbes

secundarias da membrana celular. 2°

O doseamento da hemoglobina S é efetuado por HPLC e eletroforese de hemoglobinas.
A eletroforese de hemoglobinas consiste na separacéo e identificacédo de tipos normais
e anomalos de hemoglobina baseada nas suas taxas de migragéo através da agarose
ou gel de poliacrilamida num campo elétrico. A taxa de migracdo depende da carga. *
Este método € considerado um método de referéncia que permite possiveis

contaminacdes entre os picos HbA2 e HbS.

Se no teste de HPLC se verificar a existéncia de um pico na zona de retengédo da HbS

procede-se a realizacdo do teste de falciformacao.

Teste de Falciformacao

Os testes de detecdo da presenca de hemoglobina S dependem do decréscimo da
solubilidade desta hemoglobina a baixas tensdes de oxigénio. O fenédmeno de
falciformagé@o pode ser demonstrado numa lamina de sangue selada com verniz das
unhas. Se estiver presente hemoglobina S, os eritrécitos perdem a sua forma normal

adquirindo uma forma alongada. *°
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As mudancas na forma da célula vermelha s&o observadas apés a adicdo de um agente
redutor como o ditionito de sédio. No procedimento sdo utilizados dois reagentes, o
ditionito de sodio (Na2S204) e o fosfato dissédico (Na2HPO4).

E preparada uma soluc&o de trabalho juntando dois volumes de ditionito de sodio e trés
volumes de fosfato dissédico, sendo esta solucéo o agente redutor. De seguida, a cinco
gotas da solugdo previamente preparada € adicionada uma gota de sangue total. E
colocada uma gota numa lamina e coberta por uma lamina selada por verniz das unhas
de modo a assegurar anaerobiose. Segue-se uma incubacgao a 37°C durante sessenta

minutos, sendo depois observado o resultado ao microscépio.

De seguida, sdo apresentados alguns casos clinicos em que foi avaliada a presenca de

drepanocitose.

Caso Clinico A

O resultado de HPLC apresentado pertence a um Homem de 49 anos. E possivel
observar um pico na zona de retencéo da HbS/HbC de 34.0 %. De modo a esclarecer o
resultado obtido, procedeu-se a realizacao da eletroforese de hemoglobinas e do teste
de falciformacédo. Os resultados da eletroforese foram HbA= 62.3%, HbS= 34.3% e
HbA,= 3.4%. O teste de falciformacédo deu positivo como é possivel observar naimagem

de microscopia.

Conclui-se que o doente apresenta um traco drepanocitico compativel com heterozigotia

Hb AS.
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Figura 10.1. Resultado de HPLC obtido no equipamento Adams (Fonte: Autoria da Propria)

HA 8160 HbAuc. Verifica-se a presenca de um pico na zona de
retencao da HbS/HbC de 34%.
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Caso Clinico B

O resultado de HPLC apresentado é pertencente a um Homem de 25 anos de idade.
Verifica-se a presenca de um pico na zona de retencéo da HbS/HbC de 84.0 %. Como
a percentagem anteriormente referida € bastante elevada, € de extrema importancia
executar uma eletroforese de proteinas e um teste de falciformacao de modo a aferir se
se trata de um caso de homozigotia Hb SS ou se 0 pico se deve a presenca de

hemoglobina C.

A eletroforese de hemoglobinas obteve os seguintes resultados: HbA= 0%, HbF=6,9%,
HbS= 89,4% , HbA,= 3,7% . Através destes resultados é possivel concluir que se trata
de um caso de homozigotia Hb SS devido a percentagem de HbS superior a 80% e

auséncia de HbA, comum nestes casos. ¢

O teste de falciformacéo deu positivo com observacéo da deformac&o eritrocitéria.
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Figura 11. Resultado de HPLC obtido pelo equipamento Adams HA 8160 HbAxc.
Verifica-se a presenca de um pico na zona de retencdo da HbS/HbC de 84%.

(Fonte: SYNLAB)
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Caso Clinico C

O resultado de HPLC apresentado pertence a menina com 2 dias de idade. Esta recém-
nascida é filha de mae portadora de drepanocitose, sendo esse 0 motivo pelo qual foi
testada para a presenca de hemoglobina S. E possivel observar a presenca de um pico
de 65,7 % de HbF, sendo a hemoglobina F a hemoglobina dominante em recém-
nascidos. Para além disso, a HbA apresenta um pico de 0,3% e a HbA, encontra-se

ausente.

Procedeu-se a realizacdo de eletroforese de hemoglobinas, método de referéncia,
tendo-se observado uma banda com migracdo na zona HbS. Os resultados obtidos
foram HbA= 0%, HbF= 90,7% e HbS=9,3%.

O teste de falciformacéo obteve um resultado positivo com observacdo de deformacéo

eritrocitaria.

Como se trata de um recém-nascido, provavelmente, a detecao de HbS deve-se a
presenca de hemoglobina S materna. Por isso, a confirmagédo da patologia deve ser

realizada passados um a dois meses caso a clinica assim o justifique.
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Figura 12. Resultado de HPLC obtido através do equipamento Adams HA 8160
HbAic. Observa-se a presenga de um pico na zona de retengdo da HbF de
65,7%, da HbA de 0,3% e auséncia de HbA..

(Fonte: SYNLAB)
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Hemostase e Coagulacéo

A Hemostase consiste num processo fisioldgico complexo que mantém o sangue
circulante no seu estado fluido e, quando ocorre o dano, produz um coagulo de modo a
parar a hemorragia, esse coagulo € formado no local onde ocorreu o ferimento

acabando por dissolver o mesmo quando a ferida sara. #

Este processo de defesa do organismo envolve a interacdo da vasoconstricdo, adeséo
plaquetaria, agregacdo e ativacdo das enzimas da coagulagdo para sessar a

hemorragia. *

A Hemostase divide-se em duas fases distintas, a Hemostase Primaria e a Hemostase
Secundéaria. A primeira etapa é referente ao papel dos vasos sanguineos e plaquetas
em resposta a lesdo vascular, ou a descamacéo das células endoteliais. Na segunda
etapa ocorre a ativagdo das proteinas plasmaticas da coagulagdo com o objetivo de

formar um coagulo de fibrina. 4

No entanto, este mecanismo de defesa do organismo contra perdas sanguineas pode
encontrar-se desequilibrado o que conduz a alteragbes da coagulacdo. Desses
transtornos coagulativos podem resultar patologias como a Hemofilia, a Doencga de von
Willebrand e o Sindrome de Bernard-Soulier. Por esse motivo, a sec¢do de hematologia

tem um papel primordial na dete¢éo destas doencas.

Formag&o de S Proteina C Fatores da Inibidores da .
Coagulo Fibrindlise Proteina S Coagulagdo Coagulacdo Autoanticorpos
Taxa de D-dimeros Proteina C Fator V Antitrombina Anticoagulante
Protrombina funcional Eator VI Lipico
APTT Proteina S livre Fator VIII
Fibrinogénio Artigerc
Tempo de
Trombina

Figura 13. Parametros da hemostase e coagulacao analisados na sec¢do de Hematologia. Estes testes estéo divididos
com base nos principios analiticos utilizados.
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BCS ® XP Siemens

O BCS ® XP da marca Siemens é um equipamento automatizado que permite avaliar a
Hemostase a nivel laboratorial. Possui a capacidade de realizar testes de coagulacéo

cromogénicos, imunoldgicos e de aglutinagéo.

Os ensaios cromogénicos ou colorimétricos baseiam-se na utilizagcdo de um substrato
oligopeptidico sintético conjugado com um cromoforo. Esta analise permite medir a
atividade especifica do fator de coagulacéo explorando as propriedades enzimaticas do
mesmo. Este tipo de método € bastante vantajoso para avaliar amostras cujos pacientes
possuem em circulacdo inibidores ou que se encontram em tratamento com
anticoagulantes, devido ao facto de os inibidores ndo interferirem com o ensaio

colorimétrico. 4

Os testes imunoldgicos assentam na reacao antigénio-anticorpo. S&o utilizadas
microparticulas de latex que irdo aglutinar com anticorpos contra o analito selecionado,
desempenhando o papel de antigénio. Uma luz monocromética passa através da
suspenséao, e quando o comprimento de onda é superior ao diametro das particulas é
absorvida uma pequena quantidade de luz. A medida que o didmetro dos aglutinados,
resultantes da reacdo antigénio-anticorpo, aumenta relacdo ao comprimento de onda, a
luz é absorvida e o incremento da absorcao é proporcional ao tamanho dos aglutinados
0 que se relaciona com o nivel de antigénio. Este tipo de ensaio € utilizado na avaliacdo

de D-Dimeros. 4

Figura 14. Sistema BCS XP utilizado na testagem da hemostase.

(Fonte: Siemens Healthineers — BCS XP System)

Disponivel em: https://www.siemens-healthineers.com/hemostasis/systems/bcs-xp-system ; Acesso em
Junho, 2021
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No inicio de cada dia de trabalho, deve ser realizado um controlo de qualidade interna
ao equipamento, de modo a obter resultados que se encontrem dentro do intervalo de
valores estipulado para cada um dos parametros analisados. Para além disso, deve ser
também realizada uma calibracdo do aparelho a cada mudanca de lote dos reagentes,
guando os resultados obtidos para os controlos ndo dao de acordo com o esperado ou

a cada oito horas de trabalho.

O laboratorio define dois intervalos de valores para os controlos: um intervalo de valores

normais e outro intervalo cujos valores sao patolégicos.

O plasma de controlo normal é obtido de um conjunto de plasmas de dadores
selecionados e saudaveis. E um controlo utilizado na avaliacido da precisdo e desvio
analitico do tempo de tromboplastina (PTT), tempo de tromboplastina parcial ativado
(aPTT), fibrinogénio, entre outros. %

O plasma de controlo patolégico, em semelhanca ao controlo normal, é obtido de um
conjunto de plasmas de dadores selecionados e saudéaveis, contudo este plasma é
ajustado a uma concentracéo definida de fatores de coagulacdo. Pode ser utilizado na
andlise do tempo de tromboplastina (PTT), tempo de tromboplastina parcial ativado
(aPTT), fibrinogénio, proteina C, proteina S, etc. 22

ApoOs a realizacao da calibragdo pelo BCS ® XP, sdo analisados os resultados obtidos
para 0s varios parametros. Se o resultado obtido apresentar um valor de desvio-padréo
inferior a 20%, os controlos séo validados e 0 equipamento esta apto a realizar a analise
de amostras. Se tal ndo acontecer e, pelo contrario, apresentar um desvio-padrao

superior a 20% deve repetir-se a calibracdo do equipamento.
Testes baseados na formacéo de coagulo

Taxa de Protrombina

A Taxa de Protrombina (PT) é um teste utilizado para medir a atividade dos fatores |
(fibrinogénio), Il (protrombina), V, VII e X que participam nas vias extrinseca e comum
da coagulacdo. Ao plasma do doente sdo adicionados tromboplastina e célcio, sendo

gravado o tempo de coagulacdo. *

O reagente utilizado para o teste é constituido por tromboplastina que, quando
misturado com a amostra de plasma citratado, desencadeia a polimerizacdo da fibrina

através da ativagdo do fator plasmético VII. O célcio e os fosfolipidos participam na
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formagdo do complexo fator tecidular- fator Vila, complexo fator Villa — fator IXa, e

complexo fator Va — fator Xa. *

Existe uma consideravel variabilidade nos resultados obtidos utilizando diferentes
tromboplastinas, sendo necessaria uma estandardizacdo que permita comparar
resultados e uma correta interpretacdo do defeito hemostatico ou da eficacia da

terapéutica. ° Para esse fim, é utilizado o INR (International Normalized Ratio).

PT paciente ISt
INR = (—)
PT normal

Equacéo 1. International Normalized Ratio (INR).

Na formula apresentada, o PT do paciente é a Taxa de Protrombina do proprio individuo,
enquanto o PT normal corresponde a média dos valores obtidos com plasmas de adultos

saudaveis.

A razdao entre os dois tempos de protrombina é corrigida pelo ISI (International Sensitivity
Index), que compara o0 reagente utilizado no teste a preparacdo internacional de
tromboplastina de referéncia fornecida pela Organiza¢do Mundial de Saude (OMS). Este
indice pode ser influenciado por condicdes locais e especificas do laboratério, assim

como pelo aparelho utilizado. 42

A Taxa de Protrombina é realizada quando existe suspeita de coagulopatia. Algumas
patologias podem prolongar o tempo de protrombina devido ao seu impacto na atividade
do fator VII, como por exemplo, a coagulacdo intravascular disseminada, doenca
hepatica e deficiéncia em vitamina K. A PT encontra-se prolongada em deficiéncias
congénitas de alguns fatores como os fatores X, VIl e V, em deficiéncias de protrombina

ou em deficiéncias do fibrinogénio. 4

Os resultados obtidos para o ensaio em questdo podem ser afetados por diversos
fatores, comprometendo a validade dos valores de PT. Alguns desses fatores sao a
presenca de coagulo na amostra, hemdlise, terapia com heparina, entre outros. E de

extrema importancia mitigar esses fatores de modo a assegurar um resultado fiavel.
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Tempo Parcial de Tromboplastina Ativado

O Tempo Parcial de Tromboplastina Ativado (APTT) é um teste de monitorizacdo da
coagulacao intrinseca que se encontra prolongado nas deficiéncias de F-XII, F-XI, F-1X,
F-VIII, F-X, F-V, F-ll, fibrinogénio, pré-calicreina e cininogénio de alto peso molecular
(HMWK). 20

Ao plasma do paciente sdo adicionados cloreto de calcio, fosfolipidos e um ativador. O
intervalo que decorre entre a adicdo do reagente a formac¢éo do coagulo é medido. O
APTT é utilizado para monitorizar a terapia com heparina, deficiéncias na via intrinseca

e 0 anticoagulante lGpico. 4

No teste do APTT é utilizado um reagente composto por fosfolipidos e particulas
ativadoras carregadas negativamente em suspensdao. O ativador fornece uma superficie
gue medeia uma mudanca conformacional no fator XllI, ativando-o. O F-Xlla forma um
complexo com os fatores de Fitzgerald e de Fletcher, iniciando a formacg&o do coagulo

através da via intrinseca in vitro. E ativado o F-XI que, por sua vez, ativa o fator IX. *

O fator IXa liga-se ao calcio, fosfolipidos e fator Vllla formando um complexo. Este
complexo catalisa o fator X que, em conjunto com o célcio, fosfolipidos e fator Va
catalisam a conversdo de protrombina em trombina. Esta polimeriza o fibrinogénio e a

formacéo do coagulo de fibrina, que corresponde ao ponto final do APTT. 4
Fibrinogénio

O fibrinogénio é uma glicoproteina produzida no figado constituindo-se como substrato
primario da trombina, que converte o fibrinogénio soltvel em fibrina insoltvel de modo
a produzir um coagulo. E uma proteina reativa de fase aguda, cujo nivel aumenta em

situacdes de inflamacéo, infecdo e outras situacdes de stress. 4

E classificado como o fator | na cascata da coagulacdo encontrando-se presente nas
plaquetas, nomeadamente nos granulos a. E uma das principais proteinas envolvidas

na adesdo plaquetaria, conjuntamente com o Fator de Von Willebrand (Fvw). 2

O método de determinacéo do nivel funcional de fibrinogénio tem por base o método de
Clauss. Este baseia-se na determinacdo do tempo de formagédo do codgulo apos a

adicdo de trombina ao plasma. 2

O plasma a ser testado é diluido. Existe uma relacdo inversa entre o intervalo de

formacdo do coagulo e a concentracao funcional de fibrinogénio. Devido ao facto do
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reagente de trombina se encontrar concentrado e o plasma diluido, a relagéo é linear
quando a concentracéo de fibrinogénio esta entre os 100 e os 400 mg/dL. Para além
disso, a diluicao realizada permite minimizar os efeitos antitrombdticos da heparina, dos
produtos de degradacdo da fibrina e de paraproteinas. O intervalo de formacédo do

coagulo é comparado com os resultados dos calibradores do fibrinogénio. 4

Tempo de Trombina

A trombina é a protease serina primaria da coagulacao, sendo produzida pela clivagem
da protrombina através da acdo combinativa dos fatores Xa e Va. Esta potencia a
coagulacao pela ativacdo das plaquetas, fatores XI, VII, V e XIl, ativando igualmente a

proteina C. *

O Tempo de Trombina (TT) consiste na medicdo do intervalo de formagéo do coagulo
apés a adicdo de trombina ao plasma. O reagente utilizado no teste em questao,
promove a clivagem dos fibrinopeptidos A e B do fibrinogénio de modo a formar um
polimero de fibrina detetavel. 4

O TT encontra-se prolongado quando o nivel de fibrinogénio se encontra abaixo das
100 mg/dL, ou seja, em casos hipofibrinogenemia. Pode prolongar-se devido a presenca
produtos de degradacdao da fibrina (FDP), paraproteinas ou heparina.

Testes Baseados na Analise da Fibrindlise
D-dimeros

A fibrindlise consiste no processo de digestéo da fibrina por ligacdo a plasmina ativada
através da ligagéo ao ativador do plasminogénio. Constitui-se como um mecanismo de

remocé&o dos coagulos de fibrina. *

Os FDP sao fragmentos proteicos que resultam da acdo proteolitica da plasmina sob a

fibrina. Um desses produtos sdo os D-dimeros. %

A medicdo dos D-dimeros realiza-se através de particulas de microlatex, em solugéo
salina, revestidas com anticorpos monoclonais anti-D-dimeros. Em contato com o
analito presente no plasma do utente, ocorre uma reacdo de aglutinacdo entre o

anticorpo e o antigénio. Dessa aglutinagdo resulta uma turvagdo que é medida. *

A detecdo deste analito é bastante importante na monitorizacéo da fibrindlise ativa, o

gue implica a ocorréncia de trombose. Para além disso, é essencial na exclusdo de
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doenca tromboembdlica venosa e na detecdo e monitorizagdo da Coagulacdo
Intravascular Disseminada (DIC). Contudo, e devido a elevada sensibilidade, mas baixa
especificidade, este ensaio é somente utilizado para excluir a presenca de doenca

tromboembadlica venosa. *
Sistema Proteina C-Proteina S

A proteina C (PC), uma proteina dependente da vitamina K, quando ativada é uma
enzima com funcdo inibidora. Esta é ativada pela trombina quando se liga a
trombomodulina. A proteina C ativada inativa os fatores Va e Vllla de modo a diminuir

a taxa de formacéao de trombina. 2

A proteina S (PS), igualmente dependente da vitamina K, ndo € uma enzima, mas sim
um cofator na membrana celular para a Proteina C ativada. Isto permite com que a

proteina C se ligue a superficie celular de forma a inativar os fatores Va e Vllla. 2

A importancia do sistema PC-PS é evidente em sindromes de puarpura fulminante em
recém-nascidos com uma deficiéncia homozigética de PC ou PS. Uma deficiéncia
adquirida de Proteina C € associada a deficiéncia de vitamina K, incluindo terapia com
antagonistas da mesma. Uma baixa concentracao plasmatica € também encontrada em

casos de DIC, sepsis, doenca hepatica, drepanocitose, entre outros. ©

Baixos niveis plasmaticos de Proteina S podem ser observados durante a gravidez, em
casos de sindrome nefrotico, lipus eritematoso sistémico, infe¢do por HIV, e na toma

de anticoagulantes orais. °

Proteina C Funcional

Na avaliagdo da Proteina C funcional existem dois tipos de métodos que podem ser
utilizados: métodos cromogénicos e métodos baseados na formacéo de codgulo através

da atividade da Proteina C.

O ensaio cromogénico consiste na mistura do plasma do utente com veneno de serpente
Agkistrodon contortix, cujo papel é ativar a Proteina C. Apoés isso, é adicionado um
substrato cromogénico especifico da Proteina C ativada (APC). Ocorre a hidrélise do
substrato por acdo da APC produzindo para-nitroanilina (pNA), um produto de cor
amarela. A intensidade da cor produzida é diretamente proporcional a atividade da

Proteina C. 4
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O método baseado na formagéo de codgulo tem como principio a capacidade da APC
de prolongar o APTT. O plasma é misturado com outro plasma pobre em Proteina C, de
modo a assegurar niveis normais de todos os fatores exceto o da propria proteina. E
adicionado o reagente utilizado no APTT juntamente com o veneno de serpente
Agkistrodon contortix e com um neutralizador da heparina, assim como com cloreto de
calcio, sendo medido o tempo de formacgéo do coagulo. O prolongamento da formacao

do coagulo é proporcional a atividade da Proteina C. *

Proteina S livre antigénica

Ao contrario do que acontece na medicdo da Proteina C funcional, na avaliacdo da
Proteina S livre antigénica ndo existem métodos cromogénicos. O método utilizado tem
por base a formacao de coagulo. O plasma do utente € misturado com um plasma pobre
em Proteina S, assegurando niveis normais de todos os outros fatores. A solucéo
tampéo contendo um neutralizador da heparina, sdo adicionados APC e veneno de
vibora Russel, seguindo-se a adicdo de cloreto de célcio. Quanto mais prolongado for o
resultado do teste, maior é a atividade da proteina S. *

Avaliacéo dos Fatores da Coagulacao

O APTT e 0 PT séo a base dos ensaios de detecdo de fatores da coagulacdo. Os testes
para a detecdo do fator VIII baseiam-se no APTT. Para os fatores V e VII, o ensaio
baseia-se no PT. Estes métodos de avaliagdo dos fatores consistem na capacidade do
plasma do utente de corrigir o APTT ou o PT de um plasma deficiente num fator

especifico. &
Fator V

O fator V atua como cofator na ativagéo da protrombina pelo F-Xa e é ativado pela APC,
ao nivel do seu constituinte arginina na posicao 506 (Arg506). Mutacdes genéticas ao
nivel da Arg506, conhecidas como mutacdo F-V Leiden, ddo origem a uma trombofilia

familiar importante, devida a resisténcia a APC.

A avaliacdo do fator V é realizada através da mistura do plasma do utente com um
plasma deficiente em F-V assim como com o reagente utilizado no PT. # Ap6s a adicdo
de tromboplastina, e consequente ativacdo da via extrinseca da coagulacdo, é medido

o tempo que decorre até a formacado do coagulo.

A sensibilidade e especificidade destes testes varia com a presenga da mutagédo F-V

Leiden, o que é melhorado através da adi¢cdo de plasma com deficiéncia em Fator V.

33



Relatorio de Estagio — Mariana Teles

Isto reduz o efeito de outros fatores com o Fator VIl e protrombina, recuperando a

sensibilidade em doentes que tomam anticoagulantes orais. 1°
Fator VII

O Fator VII, dependente de vitamina K, é sintetizado primariamente no figado. A funcao
do F-VII ativado € de inibidor da via extrinseca da coagula¢do quando ligado a fator

tecidular, um cofator de membrana. %

A deficiéncia em Fator VII é um distarbio autossdmico recessivo com um fenotipo

bastante variado assim como com gendtipo variavel. °

Um plasma deficiente em qualquer um dos fatores pertencentes a via extrinseca ird
originar um PT prolongado. Em semelhanca ao descrito para a determinacéo do Fator
V da coagulacgéo, para verificar a deficiéncia em Fator VII, deve ser utilizado um plasma
pobre no fator em questdo de modo a identificar essa caréncia. Esse plasma é
adicionado ao plasma do doente, sendo utilizado o reagente do PT.

Se o plasma do doente apresentar uma deficiéncia de Fator VII, ndo sera capaz de
compensar a falta de fator no plasma com deficiéncia do fator de coagulagédo em estudo,
levando ao aumento do Tempo de Protrombina. 28

Fator VIl

O Fator VIII é um cofator procoagulante. Este fator na sua forma livre plasmatica é
instavel, circulando ligado ao FVYW. A sua avaliacdo é realizada quando o APTT se
encontra prolongado e o PT e TT normais, e quando ndo existe uma explicacdo para

esse prolongamento tal como terapia com heparina ou anticoagulante lUpico. #

No ensaio de fatores baseado no APTT, é utilizado um plasma deficiente em fator VIII.
Este plasma fornece uma atividade normal de todos os procoagulantes exceto do F-VIII.
Quando testado sozinho, o plasma com deficiéncia em fator VIl prolonga o APTT, mas
guando adicionado um plasma normal, o Tempo Parcial de Tromboplastina Ativado
retorna a valores normais. Quando existe uma deficiéncia no fator em questéo, a adi¢cao
do plasma do doente ao plasma deficiente em F-VIII faz com que o APTT continue
prolongado. O resultado obtido € comparado com uma curva de referéncia preparada

pelo proprio laboratério, de modo a estimar o nivel de atividade do F-VIII. 4
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Inibidores da Coagulagéo
Antitrombina

A Antitrombina (AT) € uma protease serina inibidora que protege contra a formacao de

trombos pela inibicdo da trombina, incluindo os fatores 1Xa, Xa e Xla. 8

A AT pode apresentar-se afetada pelas mais diversas patologias das quais a doenca
hepatica, sindrome nefrético, DIC, assim como pela terapia prolongada com heparina,
asparaginase e contracetivos orais. A deficiéncia em AT pode ser classificada em tipo |
guando existe uma reducdo da producdo, e em tipo Il quando ndo existe uma reducao

na producdo, mas as moléculas sdo nédo funcionais. *

A determinacgdo da atividade da AT pode ser realizada através de métodos baseados
na formacgdo de coagulo ou métodos cromogénicos. O plasma do doente € misturado
com uma solucdo de heparina e fator Xa, e incubado a 37°C durante alguns minutos.
Durante a incubacéo, a antitrombina plasmatica ativada por heparina liga-se, de forma
irreversivel, ao fator Xa. O F-Xa residual hidrolisa um substrato cromogénico, adicionado
como segundo reagente. O grau de hidrélise, medido pela intensidade da cor do produto

final, é inversamente proporcional a atividade da antitrombina no plasma. *
Anticoagulante Lupico

O Anticoagulante Lupico (AL) é um autoanticorpo para ligagéo fosfolipidica de proteinas
como a B2-glicoproteina |, anexina e protrombina. Esta presente como uma condigcéo
primaria ou secunddaria a um distarbio do colagénio, tal como o Lupus Eritematoso
Sistémico, Sindrome de Sjogren ou Artrite Reumatoide. O AL crénico esta relacionado

com doencas venosas e arteriais, trombose e aborto espontaneo. *

Para detecao do AL sao utilizados métodos baseados na formacao de coagulo com um
reagente com uma concentracdo reduzida de fosfolipidos. Os dois métodos mais
utilizados sdo o Tempo de Veneno de Vibora de Russel (DRVVT) e o APTT, ambos
formulados com baixas concentracdes de fosfolipidos de modo a serem sensiveis ao
AL. 4

O veneno de vibora Russel (VVR) ativa o Fator X levando a formacao de um coagulo
de fibrina na presenca de Fator V, protrombina, fosfolipidos e i6es de célcio. O AL
prolonga o tempo de coagulacao através da ligacédo aos fosfolipidos prevenindo a acéao
do VVR. 10
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O método do DRVVT consiste na utilizacao de dois tipos de reagentes: um reagente de
rastreio LA 1, que consiste num reagente simplificado de veneno de vibora Russel
diluido (DRVV), e um reagente de confirmacao LA 2, rico em fosfolipidos para correcdo
do AL. %

No reagente LA 1 esta presente o DRVV que inicia a coagulagéo através da ativacdo do
fator X. Os anticorpos LA prolongam o tempo de coagulacdo do reagente. O LA 2 contém
uma concentracdo de fosfolipidos superior ao LA 1, sendo que estes fosfolipidos

suplementares reagem contra o anticorpo LA corrigindo o tempo de coagulacéo. '

De modo a excluir o défice de fatores I, V e X, é realizado uma mistura do plasma do
doente com um plasma normal. Para além disso, esses fatores sao corrigidos através

da utilizacdo do reagente LA 2 depois do reagente LA 1.

O resultado final é dado através da razdo entre o tempo de coagulacéo parao LA 1le
para o LA 2.

) Tempo de coagulacdo do reagente de rastreio LA 1
Ratio AL =

Tempo de coagulacio do reagente de confirmacgio LA 2

Equacéo 2. Férmula de obtenc¢do do anticoagulante lupico (AL). O valor de AL é obtido através da
razdo entre o tempo de coagulacdo do reagente LA 1 e o reagente LA 2.

Caso Clinico

No exemplo presente na tabela situada a baixo, podemos observar o resultado do teste
de detecao do Anticoagulante Lupico para trés doentes.

Os valores de referéncia para 0 método em questédo foram obtidos de amostras de 20 a
30 doentes saudaveis, estando o intervalo normal do reagente LA 1 compreendido entre
0s 31 a 44 segundos e o intervalo normal do LA 2 entre os 30 a 38 segundos. A razéo
LA 1: LA 2 situa-se entre 0s 0.8 e 1.2. %/

Segundo a bula dos reagentes LA 1 e LA 2, se a razdo entre ambos for superior a 2.0,
a presenca de AL é forte. Se se situar entre 1.5 e 2.0, a presenca € moderada. Por fim,

se a razao estiver entre 1.2 e 1.5, a presenca de AL é fraca. %’

E possivel concluir que todos os doentes apresentam valores, tanto de LA 1 como de
LA 2, dentro do intervalo de valores estabelecido. Todos exibem uma razao LA 1: LA 2

compreendida entre 1,2 e 1,5, o que significa que a presenca de AL é fraca.

36



Relatorio de Estagio — Mariana Teles

Tabela 4. Exemplo de resultados obtidos para a dete¢do de Anticoagulante Lupico segundo o método
do Tempo de Veneno de Vibora de Russel (DRVVT). Resultado obtido através de BCS® XP Siemens.

(Fonte: SYNLAB)

Identificacdo do LA 1 LA 2 Razdo LA 1: LA 2
doente (segundos) | (segundos)
A 42.3 32.1 1.32
B 41.3 36.5 1.13
C 41.3 33.0 1.25

Imunohematologia

A Imunohematologia é a &rea que estuda os antigénios presentes nos varios
componentes sanguineos, 0S seus respetivos anticorpos, assim como as reagfes
antigénio-anticorpo. Para além disso, tem um papel bastante importante na Medicina
Transfusional onde permite verificar a compatibilidade entre o dador e o doente.

Tipagem ABO RH

O sistema ABO é um dos trinta sistemas sanguineos que se conhecem sendo aquele
que apresenta um maior significado clinico devido a ocorréncia de anticorpos IgM. Cada

um dos sistemas € constituido por um conjunto de antigénios eritrocitarios,

determinados por um Unico locus ou por diversos loci ligados. 1024

O sistema sanguineo referido é constituido por quatro grupos sanguineos: A, B, AB e 0.
E responséavel pela biossintese dos antigénios ABH. A esses antigénios surgem os
respetivos anticorpos, durante alguns meses apds 0 nascimento 0 que permite o

agrupamento reverso como forma de confirmar o fenétipo dos eritrécitos. °

O sistema RH é também ele bastante importante devido ao facto de os antigénios RH,

especialmente o antigénio D, serem altamente imunogénicos.?*
Teste de Coombs

O teste de Coombs consiste num procedimento de monitorizacdo em que € utilizada
uma globulina anti-humana (GAH) para detetar anticorpos e complemento ligados aos

eritrgcitos in vivo. 4

Os reagentes AHG podem ser poliespecificos ou monoespecificos. Os reagentes

poliespecificos contém anticorpos com atividade IgG anti-humana e anti-complemento.
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Os reagentes monoespecificos s&do utilizados para determinar que proteina €

responsavel pela positividade do teste de Coombs direto.?®

O teste de Coombs direto é realizado através da lavagem das células em analise com

solucéo salina adicionando reagente poliespecifico AHG e observando a aglutinacéo. °

O teste de Coombs indireto tem como objetivo determinar a presenca de anticorpos

eritrocitarios no soro e no plasma. 2°

Swing Twinsampler e Saxo ID-Reader

Os equipamentos Swing Twinsampler e Saxo ID-Reader, ambos da BIO-RAD®, sdo

utilizados em conjunto para realizar a tipagem ABO RH e testes de Coombs.

O Swing Twinsampler é um pipetador automatico de cartes de identificagdo e
microplacas. Tem capacidade para dezanove amostras, vinte e quatro cartbes de
identificag@o e doze reagentes.

O Saxo ID-Reader é um equipamento que funciona como centrifugadora e leitor dos
cartdes anteriormente processados no Swing Twinsampler. Tem capacidade para vinte
e quatro cartdes de identificacdo. Apés a leitura, o equipamento transmite os resultados
obtidos para o computador a que esta conectado de forma a validar os mesmos.

Figura 15. Swing Twinsampler BIO-RAD®. Figura 16. Saxo ID-Reader BIO-RAD®.

(Adaptado de: “Swing TwinSampler- Pipettor for ID-Cards and (Adaptado de: “Saxo ID-Reader — Centrifuge and Reader for
Microplates”, 2008) ID-Cards”, 2016)
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Séo utilizados dois tipos de cartBes de identificacdo destinados a tipagem ABO RH e aos

testes de Coombs.

Os cartdes de tipagem comportam duas amostras em simultaneo e tém para cada uma
trés microtubos, um com anticorpo anti-A, outro com anticorpo anti-B e, por fim, um com
anticorpo anti-D que permite a identificacdo do grupo RH. Os cartdes destinados a
realizacao de testes de Coombs apresentam no total seis microtubos contendo anti-IgG

e anti-C3d numa matriz de gel, permitindo a testagem de trés amostras em simultaneo.
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Figura 18. CartBes utilizados na realizacéo de testes de

i 5 : 5 _ ®
Figura 17. Cartbes de confirmacdo ABD da BIO-RAD®. Coombs da BIO-RADE.
(Fonte: DiaClon ABD-Confirmation for Patiens, BIO-RAD) (Fonte: LISS/Coombs + Enzyme Test, BIO-RAD)

Disponivel em: https://www.bio-rad.com/en-pt/product/diaclon-abd- A . . . . :
confirmation-for-patients?ID=L 03372970 : Acesso em Junho, 2021 Disponivel em: https://www.bio-rad.com/en-pt/product/liss-coombs-
enzyme-test?|D=LO2QYDIDF ; Acesso em Junho, 2021

Apo6s a centrifugacdo dos cartbes de identificagdo, os mesmos sdo colocados no
equipamento Swing Twinsampler em conjunto com as respetivas amostras, diluente e
dois controlos, para tipagem sanguinea, um negativo para o tipo A e um positivo para o
tipo B. No fim da pipetagem, os cartbes identificativos sdo transferidos para o
equipamento Saxo ID-Reader, sofrendo centrifugacdo e posterior identificacdo do
resultado obtido.

Os resultados da tipagem sanguinea séo lidos no computador ligado ao aparelho de
leitura e interpretados pelo operador, concluindo-se a que tipo de sangue pertence a

amostra analisada.

Um resultado positivo para o teste de Coombs direto indica a presenca de anticorpos
lgG ou do complemento ligado ao eritrocito. Um resultado negativo indica a auséncia de

sensibilidade eritrocitaria, ou seja, ndo existe ligacédo do anti-lgG ou anti-C3d. 2528
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Um resultado positivo para o teste de Coombs indireto sugere que os anticorpos IgG no
plasma do paciente se ligaram as células presentes no reagente. Para além disso, indica
que existem anticorpos capazes de reagir contra os globulos vermelhos e que podem

hemolisar as mesmas em caso de transfusao.

Ambos os testes anteriormente referidos, no contexto deste laboratoério, sdo utilizados

em analises de rotina, mas, principalmente, em gravidas.
Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo € uma tecnologia baseada em laser, que tem a capacidade de
identificar e quantificar populacdes celulares. As células em suspensdo sao
manipuladas numa corrente de fluidos onde células individuais sdo analisadas por um

sistema eletrénico de detecdo. °

A grande vantagem desta técnica analitica é a sua enorme capacidade de andlise rapida

e simultanea de mltiplos parametros num grande namero de células. *

A avaliacdo da presenca ou auséncia de multiplos marcadores de superficie celular
através da utilizacdo de citometria de fluxo policromatica constitui a base da
imunofenotipagem. Isto permite a caracterizacdo de populagbes celulares e de
subpopulag6es, identificagdo do estado de diferenciagdo celular e quantificagdo de

proteinas de superficie associadas a funcdes celulares especificas. 2°

Esta técnica depende da aplicacéo de fluorocromos ligados a anticorpos monoclonais
que sao especificos para um determinado antigénio presente na superficie celular,
citoplasma ou no nucleo. Cada um dos fluorocromos apresenta um pico de excitacao e

um comprimento de onda de emisséo. *°
A sua principal importancia é no diagnéstico de patologias hematoldgicas malignas.

Citdmetro de Fluxo Navios™ Ex

O Citémetro de Fluxo Navios TM Ex da Beckman Coulter ® é um equipamento que
permite a avaliacdo das caracteristicas celulares através da aplicacdo de anticorpos

monoclonais ligados as mesmas e conjugados a fluorocromos.

O equipamento mede a disperséo direta da luz, Forward scatter, que indica o tamanho
da célula, e a disperséo lateral da luz, Side scatter, que revela a complexidade da

superficie celular e das suas estruturas internas como granulos e vacuolos. Tudo isto é
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possivel devido a presenca de trés lasers: violeta, azul e vermelho. Estes lasers excitam
dez fluorocromos nos diversos comprimentos de onda, respetivamente, 405 nm, 488 nm

e 638 nm. 40

Amostras utilizadas em Citometria de Fluxo

A técnica de Citometria de Fluxo pode ser executada em qualquer amostra onde as
células estejam viaveis em suspensao. As amostras de sangue periférico, medula 6ssea
e liquidos biolégicos requerem que ocorra a lise prévia dos eritrécitos. ° Para além
disso, amostras de puncdo medular devem ser passadas através de uma agulha de
modo a desagregar grumos medulares impedindo o entupimento do Citdmetro de fluxo.
Deve ser escolhido um painel de marcadores celulares adequado & informagéo clinica

e pedido médico.

Outras amostras utilizadas sdo o lavado bronquioalveolar (LBA) e o liquido
cefalorraquidiano (LCR). Estas amostras possuem procedimentos proprios, como por
exemplo, o LCR deve ser colhido em tubo de EDTA com Transfix ®, um fixador que

permite conservar a membrana celular até quinze dias.

As amostras que se encontrem coaguladas ou que tenham se colhidas ha mais de 48
horas e que nédo tenham sido conservadas com um estabilizador, devem ser rejeitadas

e pedida nova colheita.

Processamento de amostras

Deve ser realizada a contagem das células presentes nas diversas amostras através da
utilizacdo do contador automatico, tal como UniCel ® DxH 800 series da Beckman
Coulter ®, e executado um esfregaco das mesmas de modo a observar ao microscopio
e caracterizar as células observadas. Esta caracterizagdo morfologica € bastante
importante para definir qual o painel de marcadores celulares mais adequado a amostra

a processar.

Se existir suspeita de presenca de doenca linfoproliferativa, é realizado um estudo inicial
das populacdes celulares, incluindo anticorpos especificos para antigénios expressos
pelos linfocitos B, T e células natural killer (NK), tais como CD3, CD4, CD5, CD8, CD16,
CD19, CD20, CD56 e cadeias leves kappa e lambda. 3! Caso se verifiqgue a existéncia
uma doenca linfoproliferativa B ou T procede-se a realizacdo de um teste complementar

para os respetivos linfécitos.
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Figura 19. Observacédo Microscopica de amostra de Figura 20. Observacédo Microscopica de amostra de
liquido bronquioalveolar. liquido pleural.
(Fonte: Autoria da Prépria) (Fonte: Autoria da Prépria)

Avaliacdo Externa da Qualidade em Hematologia

A Avaliacdo Externa da Qualidade (AEQ) tem como principal objetivo detetar problemas
de exatiddo no laboratorio. S&o fornecidas ao laboratério amostras de conteudo
desconhecido de modo que as mesmas sejam analisadas como se tratasse de amostras
de doentes. Estas amostras sdo analisadas segundo um calendério definido pelo
programa de AEQ e os resultados obtidos sdo comparados com o valor verdadeiro,
assim como comparados com resultados de outros laboratérios participantes. Estes

programas asseguram a comparabilidade dos resultados.

Um exemplo de programa de AEQ é o programa UK NEQAS®. E um programa
internacional de avaliacdo da qualidade externa e tem ao dispor dos laboratorios

inimeros programas para 0s mais diversos parametros analiticos.

No laboratério de hematologia, 0 UK NEQAS® ¢ utilizado na avaliagdo da morfologia do
sangue periférico e na pesquisa de hematozoarios em laminas enviadas pelo programa.
Séo cedidas duas laminas para cada uma das areas e é pedido que seja elaborado um
diagnostico e enviado para o programa até a data estipulada. Os resultados obtidos,
como referido anteriormente, sdo comparados com os resultados de outros laboratorios
para onde foram enviadas as mesmas amostras de modo a avaliar a comparabilidade

dos mesmos.
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Figura 21. Avaliacdo morfolégica de amostra de sangue Figura 22. Avaliagdo morfologica de amostra de sangue
periférico do programa de avaliacdo externa da periférico do programa de avaliagdo externa da
qualidade. Observa-se a presenc¢a de uma leucemia qualidade. Observa-se a presenca do hematozoario
a Hairy Cells. Loa loa.

(Fonte: Autoria da Prépria) (Fonte: Autoria da Prépria)
Imunologia

A Imunologia define-se como o estudo da resposta imunolégica, incluindo a resposta a
agentes patogénicos, danos tecidulares e o seu papel na doenca. O conjunto de células,
tecidos e moléculas que medeiam a resisténcia a infecdes denomina-se Sistema
Imunitario (SI). %2

O Sl tem como principal funcdo a protecdo do seu hospedeiro contra a invasdo de
organismos estranhos fazendo a distingdo entre o “self” e 0 “non-self”, ou seja, entre o
que é endogeno e exdgeno. O seu bom funcionamento ndo protege apenas o
hospedeiro de fatores externos ao organismo como microrganismos ou toxinas, mas

previne também ataques de fatores enddgenos, tal como tumores.

No presente capitulo deste relatério serdo abordadas as areas de Autoimunidade,
Imunoquimica e Serologia Manual, a sua metodologia e respetivo papel no diagndstico
e monitorizagdo de doenca.
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Autoimunidade

A Autoimunidade define-se como a resposta imune contra os antigénios endégenos. O
processo autoimune € uma interacdo complexa onde sdo montadas respostas
adaptativas contra os autoantigénios devido a perda ou evasao aos mecanismos de
tolerdncia imunolégica. Sao originadas doengas autoimunes resultantes da
desregulacéo dos processos e vias imunoldgicas que estdo envolvidas na fungéo imune

normal, provocando danos patolégicos aos proprios tecidos. 34

O diagnéstico das diversas doencas autoimunes é baseado na presenca de
autoanticorpos reativos. Os autoanticorpos ligam-se aos antigénios enddégenos, como
proteinas e acidos nucleicos, danificando as células através da formacao de complexos

imunes. %

Os anticorpos antinucleares (ANA) sao anticorpos direcionados contra varios
componentes do nucleo. A detecdo dos ANA e de anticorpos contra componentes
citoplasméticos apresenta um papel importante no diagnostico de diversas doencgas
autoimunes tais como o Lupus Eritematoso Sistémico (LES), Artrite Reumatoide,

Doenca Mista do Tecido Conjuntivo, entre outras. 337

Estdo atualmente disponiveis diversos ensaios imunoldgicos que permitem a detecao
de autoanticorpos no soro, entre os quais a Imunofluorescéncia Indireta, ensaios

enzimaticos como ELISA e o ImunoBlot.

Imunofluorescéncia Indireta

A Imunofluorescéncia Indireta (IFI) baseia-se no facto dos anticorpos ndo reagirem
apenas com antigénios homélogos, mas poderem também atuar como antigénios e
reagir com anti-anticorpos. Se um anticorpo especifico estiver presente numa amostra
de soro, esse mesmo anticorpo ligar-se-a a um antigénio especifico. E adicionada uma
globulina anti-humana (GAH) conjugada a um composto fluorescente. O marcador
conjugado liga-se a qualquer anticorpo ligado ao antigénio, 0 que permite a sua
visualizacdo ao microscépio de fluorescéncia. O marcador fluorescente apresenta uma

coloracéo verde. 8

O equipamento Sprinter XL da EUROIMMUN ® é um equipamento automatico que
procede a incubacdo da amostra com diversos substratos e os marca com IgG anti-

humana conjugada com fluoresceina isotiocianante e iodeto de propidio, de modo que
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se possa avaliar a presenca de autoanticorpos através de microscopia

imunofluorescente automatica.

O substrato a utilizar no imunoensaio referido depende dos autoanticorpos que se
pretende detetar. Alguns dos substratos utilizados sdo as células epiteliais humanas
(HEp-2), figado de primata, substrato triplo composto por figado, rim e estémago de

rato, granulécitos, entre outros.

Figura 23. Equipamento automatico Sprinter XL ® utilizado na dete¢cdo de anticorpos
antinucleares.

(Fonte: Autoria da Propria)

Detecao de Autoanticorpos Antinucleares

Como referido anteriormente, os ANA sdo uma classe de anticorpos especificos que
atacam diferentes proteinas e DNA dentro do nucleo celular. A sua especificidade varia
de acordo com o tipo de doenca autoimune e resulta nas diferentes localizacbes dos

anticorpos dentro do nucleo, o que explica os diferentes diagndsticos. *

O método standard utilizado na monitorizacdo dos ANA é IFl em células HEp-2 e em
células de figado de primata. A utilizacdo das HEp-2 permite uma elevada sensibilidade
na identificacdo de autoanticorpos pelo seu padrdo caracteristico de fluorescéncia
devido a presenca de multiplos autoantigénios neste substrato. A utilizacdo de dois
substratos celulares permite a comparacdo dos padrdes de fluorescéncia e a pré-

diferenciacéo de anticorpos. 3640

A detecdo de ANA no soro é caracteristica de diversas patologias, nomeadamente de
doencas reuméticas. A sua prevaléncia € significativa no Lupus Eritematoso Sistémico
(LES), Lupus Eritematoso induzido por medicamentos, doenga mista do tecido

conjuntivo, Artrite Reumatoide, entre outras. O significado da sua presenc¢a no soro deve
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ser considerado tendo em conta a idade do utente, género, sintomas e sinais clinicos,

assim como outros parametros analiticos. 3841

Cada autoanticorpo ligado provoca um padrao de fluorescéncia especifico, dependendo
da localizacdo do autoantigénio correspondente. O padrdo obtido no substrato de
células HEp-2 é analisado por microscopia imunofluorescente automatica e avaliado por
um software que identifica as células, classifica a imagem como positiva ou negativa,

identificando o padrdo em caso de positividade. 3

Figura 24. Padr8es nucleares de fluorescéncia detetados em células HEp-2 na determinacéo de anticorpos
antinucleares (ANA) por imunofluorescéncia indireta (IFI). Em (A) observa-se um padréo
homogéneo, em (B) um padréo fino-granular denso e em (C) um padrao caracteristico de anticorpos
anti-centromero. As letras (D) e (E) representam os padrdes mosqueado e nucleolar homogéneo,
respetivamente.

(Adaptado de: “ANA diagnostics using indirect immunofluorescence”, 2019)

Detecédo de Autoanticorpos Anti Citoplasma dos Neutroéfilos

Os Autoanticorpos Anti Citoplasma dos Neutréfilos (ANCA) sdo autoanticorpos
direcionados contra o0s antigénios presentes nos granulos citoplasmaticos dos
neutrofilos e mondcitos. Os ANCA sao tipicamente encontrados na Poliangite
Microscépica (MPA), no Sindrome de Churg-Strauss e na Granulomatose de Wegener,

todas formas de vasculite dos pequenos vasos. 3742

Os ANCA sao classificados de acordo com os padrdes produzidos através de IFI em
neutrofilos normais e com os antigénios alvo. Podem subdividir-se em dois tipos: ANCA
citoplasmaético (c-ANCA) e ANCA perinuclear (p-ANCA). 42

Para determinacdo destes autoanticorpos, o soro é incubado com neutréfilos fixados em

etanol de modo a observar dois tipos de reatividade. Se estiver presente o c-ANCA, é
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observada uma fluorescéncia granular distribuida de forma regular pelo citoplasma dos
granuldcitos, onde ocorre especificidade contra a proteinase-3 (PR3). Se, pelo contrario,
estiver presente o p-ANCA, observa-se uma fluorescéncia lisa que envolve em forma de

fita 0 ndcleo dos granulécitos, cuja especificidade é contra a mieloperoxidase (MPO).

37,43

Sao utilizados diversos substratos para a observacdo de ANCA dos quais granulécitos
humanos, substratos constituidos por antigénios PR3 e MPO altamente purificados,
granulécitos humanos juntamente com ceélulas HEp-2 o que permite a diferenciacdo
entre ANCA e ANA, 43

Figura 25. Padrdes de fluorescéncia obtidos na detegdo de Anticorpos Anti Citoplasma de Neutréfilos (ANCA)
em varios substratos por Imunofluorescéncia Indireta (IFI). (A) representa dois substratos de
granulécitos humanos, em (B) esta presente um substrato misto constituido por células HEp-2 e
granulécitos o que facilita a diferenciagéo entre ANCA e ANA. (C) e (D) representam substratos
altamente purificados dos antigénios PR3 e MPO, respetivamente.

(Adaptado de: “‘EUROPLUS™ “Granulocyte Mosaic 25", 2013)

Detecdo de Doencas Hepéticas Autoimunes

Hepatite Autoimune

A hepatite autoimune (HAI) constitui-se como uma inflamacao crénica hepética de
etiologia desconhecida. O diagnéstico desta patologia assenta na determinacdo de
autoanticorpos especificos e na exclusao da hipétese de hepatite viral. Subdivide-se em
HAI-1 e HAI-2 com base no perfil de autoanticorpos observado e na idade de inicio, em

gue o subtipo 1 surge, maioritariamente, na idade adulta e o subtipo 2 em idade juvenil.

44,45

Os principais anticorpos observados na HAI-1 sdo os autoanticorpos anti-musculatura
lisa (ASMA), os ANA e os SLA/LP. Os ASMA, cujo antigénio-alvo é a F-actina, sdo o

principal marcador serolégico da presenca deste subtipo da doenca. #*
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Na HAI do tipo 2, os principais anticorpos encontrados sdo 0 autoanticorpo anti
microsomas figado-rim (LKM-1), cujo antigénio-alvo é o citocromo P4502D6 (CXP2D6),
€ 0 autoanticorpo anti antigénio citosol hepéatico tipo 1 (LC-1), que tem como alvo o

antigénio formiminotransferaseciclodes-aminase (FTCD). 44

Os substratos utilizados para a detecdo dos referidos autoanticorpos sao rim, figado,
estbmago de rato e também células musculares lisas vasculares (VSM47) na detecéo

de autoanticorpos anti F-actina. 4

Figura 26. Padrdes de fluorescéncia obtidos na detecdo de Anticorpos Anti-Musculatura Lisa (ASMA) e
Anticorpos Anti Microsomas Figado-Rim (LKM-1) em vérios substratos por Imunofluorescéncia
Indireta (IFI). Em (A) verifica-se a presen¢ca de ASMA especificos para a F-actina, sendo possivel
observar fibras contrateis em redor dos tlbulos renais. Em (B) observa-se uma coloragéo
caracteristica dos tubulos renais devido a ligagao do anticorpo LKM-1.

(Adaptado de: “Diagnostic autoantibodies for autoimmune liver diseases”, 2017)

Colangite Biliar Primaria

A colangite biliar primaria (CBP) classifica-se como uma doenca progressiva de comecgo
insidioso que resulta na destruicao das células epiteliais dos pequenos ductos biliares

intra-hepaticos levando a colestase e cirrose.

Os critérios de diagnéstico desta patologia assentam na presenca de marcadores
bioquimicos de colestase hepética, biopsia do figado e a presenca de autoanticorpos
especificos para a doenca, os Autoanticorpos Anti-Mitocondria (AMA) cujo alvo
antigénico € o componente M2. Para além disso, deve realizar-se uma determinagao
complementar de ANA, nomeadamente, 0s autoanticorpos anti pontos nucleares
(Sp100 e PML) e membrana nuclear (gp210). 46

48



Relatorio de Estagio — Mariana Teles

N -
b 1-
k, 5{’4'--

Figura 27. Padréo de fluorescéncia obtido na detecdo de Autoanticorpos Anti-Mitocondria
(AMA) em substrato de rim de rato por Imunofluorescéncia Indireta (IFI). E possivel
observar uma fluorescéncia granular no citoplasma das células tubulares distais e
proximais.

(Adaptado de: “Primary biliary cholangitis”, 2020)

Disponivel em: https://www.euroimmun.com/products/autoimmune-diagnostics/id/hepatology/primary-biliary-cholangitis/
Acesso em Setembro, 2020

Perfis de Anticorpos

Imunoblot

nRNP/Sm

A técnica de Imunoblot ou Western Blot consiste na utilizacdo de tiras

. , . - s . s ~ S
teste constituidas por um conjunto de antigénios purificados que sdo |
SS-A
Ro-52

utilizadas como fase soélida. As amostras de soro dos utentes diluidas sdo
SS-B

incubadas juntamente com as tiras teste. Em primeiro lugar, ocorre um
Scl-70

passo de eletroforese que permite transferir para a tira as proteinas

PM-Scl

separadas segundo o seu peso molecular. Se ocorrer uma reacgao o

positiva, verifica-se a ligacao do anticorpo 1gG, IgA ou IgM ao local do | ...

antigénio correspondente. Para que ocorra diferenciacéo dos anticorpos | ...

ligados, é adicionada uma IgG anti-humana marcada por um conjugado | asona

Nucleosomes

enzimatico capaz de catalisar uma reacdo de cor. Apds uma segunda

Histones

incubacao, verifica-se uma coloragdo na zona da tira correspondente ao | ri.r-

protein
antigénio especifico se a reacéo for positiva. 344’ AMA M2
DFS70

Esta técnica é utilizada como teste confirmatério dos resultados obtidos, | centre!

por exemplo, por Imunofluorescéncia indireta de
» 5 Figura 28. Tira-teste para determinacao qualitativa de
modo a clarificar alguns dos padroes de autoanticorpos humanos da classe IgG para

A . dezasseis antigénios diferentes.
fluorescéncia obtidos.

(Adaptado de: “EUROLINE ANA Profile 3 plus DFS70
(IgG)’, 2019)
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Imunoquimica

Eletroforese de Proteinas

A Eletroforese consiste na migracdo de solutos ou particulas carregadas num campo
elétrico. Este método analitico envolve o movimento de particulas carregadas quando
aplicada uma corrente elétrica externa. E uma técnica utilizada na separacdo e

purificacdo de ides, proteinas e outras moléculas com interesse clinico. 3

A utilizacdo da Eletroforese de Proteinas tem como principal objetivo a detecéo precoce
de bandas monoclonais quando existe a suspeita de gamopatia monoclonal. Uma
patologia desta natureza é detetada quando é identificada uma proteina monoclonal no

soro, urina ou em ambos. ¥’

A amostra de soro ou urina de 24 horas a analisar é aplicada em gel de agarose. De
seguida, 0 mesmo €& exposto a uma corrente elétrica na presenca de uma solugéo
tampdo. As varias proteinas sdo separadas e migram pelo gel com base na sua carga
elétrica. ApGs a migragéo, as proteinas séo fixadas ao gel para evitar a difusédo dos
componentes da amostra e coradas de modo a diferenciar as vérias fragdes proteicas.
Por fim, o gel é colocado num densitometro com o objetivo de quantificar cada uma das

fracoes. 3"

O proteinograma pode ser efetuado através do equipamento Hydrasys 2 da Sebia®,
onde é utilizado o corante negro de amido e sdo separadas cinco fragdes proteicas:

albumina, alfa-1, alfa-2, beta e gama globulinas.

Na eletroforese de proteinas no soro, a albumina é a principal proteina sérica surgindo
em maior quantidade. Esta proteina permanece no ponto de aplicacdo, ou seja, junto ao
anodo. As restantes fracdes vao migrando em direcdo ao catodo, sendo identificadas

pela ordem alfa-1, alfa-2, beta e gama globulinas.

A eletroforese de proteinas na urina € semelhante a que decorre no soro. A albumina é
excretada na urina ao contrario de outras proteinas cujo peso molecular ndo lhes
permite a filtracdo pelo rim e consequente excrecdo. Contudo, a proteina de maior
interesse é a proteina de Bence Jones, encontrada em doentes com Mieloma Mdltiplo.
O perfil eletroforético obtido €, na maioria das vezes, inconclusivo porque apenas é

visivel a fragdo albumina.
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Figura 29. Exemplo de gel de agarose obtido através da realizagdo de Eletroforese de Proteinas em amostra de

soro no equipamento Hydrasys 2 da Sebia®. E possivel observar as diferentes fracdes proteicas resultantes
da migracdo eletroforética com base na carga elétrica de cada proteina. Na banda (16) distinguem-se
facilmente as cinco fra¢des proteicas: albumina, alfa-1, alfa-2, beta e gama globulinas.

(Adaptado de: “Hydragel Protein(e) — High Performance Gel Electrophoresis for Serum Analysis”)

Disponivel em: https://www.sebia.com/en-EN/produits/hydragel-proteine ; Acesso em Setembro, 2020

O maior interesse clinico encontra-se na observacao de picos monoclonais nas fracdes
alfa-2, beta e gama globulinas, podendo-se tratar de gamopatias monoclonais. No
entanto, é na fracdo gama que migram as imunoglobulinas sendo essa a zona de maior
interesse. E requerida a realizac&o de eletroforese de proteinas em casos de suspeita

de Mieloma Mdltiplo e quando é quantificada a presenca de uma paraproteina, indica
gamopatia monoclonal.®3"

Quando é observado um pico monoclonal procede-se a realizacdo da técnica de

Imunofixagdo com o objetivo de identificar quais as imunoglobulinas responséaveis por
€sse mesmo pico.

A) B)

Albumina

Albumina |'I '|

| |
| /
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Figura 30. Perfis Eletroforéticos de Proteinas. (A) Perfil Eletroforético de Proteinas de Referéncia; (B) Perfil Eletroforético
de Proteinas onde se observa um pico monoclonal na regido y, correspondente a uma valor elevado de IgG.

(Adaptado de: “Linné and Ringsrud’s Clinical Laboratory Science- Concepts, Procedures and Clinical Applications”, 72 edigao, 2015;
“Hematologia-Da Pratica Clinica a Teoria”, 2015)
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Imunofixacao

A Imunofixa¢@o é um procedimento que se desenvolve em duas fases: eletroforese em

gel de agarose e imunoprecipitacao.

Numa primeira fase, a amostra de soro ou urina € colocada no gel de agarose, em
semelhanca a técnica anteriormente descrita, e as proteinas presentes sdo separadas
em funcéo da sua mobilidade eletroforética nas cinco principais fracdes: albumina, alfa-
1, alfa-2, beta e gama globulinas. De seguida, a amostra é exposta a um conjunto de
diferentes anticorpos monoclonais: anti-gamma, anti-mu, anti-alpha, anti-kappa e anti-
lambda. As fracdes proteicas vao atuar como antigénios e interagir com os anticorpos
correspondentes. Ao ocorrer a reagdo antigénio-anticorpo, € formado um
imunoprecipitado que se torna visivel através do surgimento de uma banda. Ocorre, por
fim, uma lavagem do gel para remover os anticorpos néo ligados e a coloracdo do gel
permitindo a identificacdo do is6topo especifico da proteina monoclonal. 37:3848

A referida técnica apresenta uma elevada sensibilidade quando comparada com a
Eletroforese de Proteinas. A Imunofixacao tem a capacidade de confirmar a existéncia
de uma paraproteina, no entanto, ndo consegue quantifica-la como acontece na
Eletroforese de Proteinas. 3 E, por isso, vantajoso utilizar ambas as técnicas de modo
a completar o diagnostico de gamopatia monoclonal.

A Imunofixagdo pode ser realizada no equipamento Hydrasys da Sebia® em que o

corante utilizado é o Violeta Acido.
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Figura 31. Imunofixagdo em amostra de soro para classificagdo de proteina monoclonal através do equipamento Hydrasys 2

da Sebia®. Em (A) verifica-se a existéncia de uma proteina monoclonal IgG do tipo kappa, em (B) observa-se uma
proteina monoclonal IgM do tipo kappa. (C) evidencia a presenga de uma proteina monoclonal do tipo IgG kappa e
(D) uma proteina monoclonal IgA kappa. A banda ELP tem como fungdo auxiliar na identificagdo das diversas bandas.

(Adaptado de: “Hydrashift 2/4 Daratumumab — Mitigate Daratumumab Interference on Immunofixation for Darzalex® Treated Patients”)

Disponivel em: https://www.sebia.com/en-EN/produits/hydrashift-24-daratumumab; Acesso em Setembro, 2020
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Imunofixacdo na Urina

7

A proteina de Bence Jones € uma proteina encontrada na urina de doentes com

Mieloma Muiltiplo e define-se como cadeias leves livres lambda ou kappa monoclonais.*®

No Mieloma Mudltiplo, muitas vezes, apenas sdo produzidas cadeias leves livres. A
concentracdo destas cadeias levas no soro é bastante diminuta sendo indetetavel por
Eletroforese de Proteinas e até mesmo por Imunofixacao. A utilizacdo de uma amostra
de urina de 24 horas é bastante Util porque permite a detecéo das cadeias leves livres
gue, devido ao seu peso molecular baixo, sdo excretadas pelo rim quando em

concentracdes elevadas. '

A Imunofixacdo na urina é semelhante a que acontece em amostras de soro, no entanto,
o conjunto de anticorpos monoclonais utilizado € diferente porque pretende detetar
cadeias leves livres. Os anticorpos monoclonais sdo anticorpos anti cadeias pesadas
IgG, IgA e IgM, e anti-cadeias livres kappa e lambda.

ELPGAM K L K

Figura 32. Imunofixagdo em amostra de urina para pesquisa da presenca de Proteina de Bence

Jones através do equipamento Hydrasys 2 da Sebia®. E possivel observar a presenga de uma
banda na regiéo lambda e outra na regido das cadeias livres lambda, o que significa que este
doente apresenta uma Proteina de Bence Jones positiva do tipo A.

(Fonte: Autoria da Propria)
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Serologia Manual

A serologia manual, & semelhanca das restantes técnicas de imunologia, trabalha com
a interacdo anticorpo-antigénio utilizando-a no diagndstico da presenca de diversos

agentes patogénicos.

A interacdo anticorpo-antigénio pode ser detetada, laboratorialmente, por diversos

métodos tais como a precipitacdo, aglutinacdo, hemaglutinacdo, entre outros.
Aglutinacao Direta

As reacdes de aglutinagdo consistem num processo onde antigénios especificos se
agregam formando aglomerados visiveis aquando da presenca do respetivo anticorpo
no soro. Sao bastante utilizadas em Serologia devido a sua facilidade de utilizagéo, a
preparacdo simples dos reagentes a utilizar e rapidez de resultados obtidos. A maioria
dos testes de aglutinacdo sdo qualitativos identificando a presenca ou auséncia do
antigénio ou anticorpo a determinar, no entanto, procedendo a realizagdo de sucessivas

diluicGes da amostra é possivel obter resultados semi-quantitativos. 484°

Na reacdo de Aglutinacdo Direta € utilizado o préprio agente patogénico para detetar
anticorpos especificos contra 0 mesmo. O resultado do contato entre os anticorpos
presentes no soro e a superficie do agente patogénico leva a formacao de aglomerados
visiveis. O melhor exemplo deste tipo de reacéo sdo os testes que utilizam antigénios
bacterianos para determinar a presenca de anticorpos especificos na amostra em

andlise. 4850

Reacdo de Wright

A Brucella abortus é a bactéria responsavel pela brucelose, uma zoonose que afeta,
principalmente, gado bovino. Pode ser transmitida ao ser Humano diretamente de
animais doentes ou indiretamente através de comida. Provoca o0 aparecimento de
granulomas caracteristicos nos 6rgaos do Sistema Reticulo Endotelial sendo a febre

ondulante o sintoma clinico primario.

A reacao de Wright € um teste serolégico de aglutinacao direta utilizado no diagnéstico
de infe¢éo por Brucella abortus. Consiste na coloca¢do da amostra juntamente com uma
suspensdo de bactérias inativas. A amostra € diluida sucessivamente até a diluicdo
1:320. Se existirem anticorpos especificos para os antigénios presentes ocorre
aglutinagdo. Os complexos resultantes da interagdo antigénio-anticorpo séo visiveis a

nivel macroscopico e é registada o titulo de anticorpos existente, ou seja, 0 nimero da
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dltima diluicdo onde € visivel aglutinagéo. Um titulo superior ou igual a 1:80 indica que

a infecdo é recente. 2

Se se verificar uma positividade num titulo superior a 1:320 procede-se a realizacao do
Teste de Rosa Bengala, cujo principio se baseia na prova ao antigénio tamponado. E
uma reacdo de aglutinacdo rapida que utiliza como suspensdo bacteriana Brucella
abortus corada de Rosa Bengala em meio acido tamponado. Apdés a mistura do
antigénio Rosa Bengala com o soro, verifica-se 0 aparecimento de aglutinados corados

em caso de Brucelose. %3

Teste de Widal

A Salmonella é uma bactéria entérica patogénica para o ser humano e animais, sendo
adquirida, sobretudo, por via oral. O ser humano é infetado através do contato com
animais ou pela ingestdo de produtos animais infetados podendo provocar enterite,
infecOes sistémicas e febre entérica ou febre tifoide. >*

A classificacdo das bactérias pertencentes ao género Salmonella é bastante complexa,
tendo sido originalmente feita com base na epidemiologia, hospedeiros, reacdes
bioquimicas e antigénios somaticos (O), flagelares (H) e de superficie (Vi). Os serotipos
com maior interesse clinico sdo a Salmonella Paratyphi A, Salmonella Paratyphi B e

Salmonella Typhi responsaveis pelas febres paratifoide e tifoide, respetivamente. >

A identificacdo seroldgica destas bactérias é realizada através do Teste de Widal. Neste
teste é determinada a presenca dos anticorpos anti-O e anti-H presentes no soro do
doente por aglutinacéo direta das bactérias Salmonella em suspenséo. °* Para a S.
Typhi sé@o determinados os antigénios O e H, e para a S. Paratyphi os antigénios AH e
BH. Cada suspenséo antigénica bacteriana apresenta uma coloracdo caracteristica que
permite evidenciar a aglutinagcéo resultante da presenca de anticorpos homoélogos na

amostra testada.

S&o realizadas diversas diluicbes da amostra de modo a fazer uma semi-quantificacédo
dos anticorpos presentes. Se o titulo obtido for inferior a 1:80, considera-se o resultado

negativo.
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VDRL e RPR

A Sifilis € uma infecdo provocada pela bactéria Treponema pallidum. Pode ser
transmitida por via sexual, sendo denominada de Sifilis adquirida, ou por transmitida

verticalmente, denominada de Sifilis congénita.

Esta infecdo pode ser detetada através de testes ndo-treponémicos, que detetam
anticorpos ndo especificos para T. pallidum, e testes treponémicos cujos anticorpos

detetados sdo especificos para a bactéria causadora de Sifilis.

Os testes nao-treponémicos determinam a presenca de reaginas, anticorpos contra um
conjunto antigénico composto por cardiolipina, colesterol e lecitina. Estes testes
baseiam-se em reacgdes de floculagdo em que os anticorpos presentes na amostra de
soro complexam o antigénio cardiolipina. Os resultados obtidos podem ser qualitativos
ou semi-quantitativos através da realizacdo de diversas diluicdes, onde a quantidade de
reagina presente € dada pela diluicdo mais alta onde se verifica um resultado positivo.

48,54

O VDRL (Venereal Disease Research Laboratories) € um teste ndo-treponémico
utilizado na determinacéo qualitativa e semi-quantitativa de anticorpos reagina em soro.
O complexo antigénico é adicionado a uma solugdo salina tampé&o formando-se uma
emulsdo de particulas muito finas. Essas particulas vao flocular na presenca do
anticorpo reagina, produzindo um resultado visivel ao microscopico. A auséncia de

floculacdo indica um resultado negativo. %

O teste de RPR (Rapid Plasma Reagin) € uma modificacdo do teste de VDRL devido a
adicdo de particulas de carvdo o que melhora a leitura visual do resultado. Quando
ocorre a ligacdo entre o complexo cardiolipina-colesterol-lecitina e as reaginas na
amostra, a aglutinacdo resultante pode ser observada macroscopicamente pela

observacdo de aglomerados pretos. °°

Resultados positivos em testes ndo-treponémicos desenvolvem-se apds duas a trés
semanas de Sifilis ndo tratada e revertem a negativo depois de um tratamento efetivo
de, pelo menos, seis meses. Se for obtida positividade apos tratamento, 0 mesmo pode
nao ter sido efetivo ou pode resultar de uma reinfecdo. Os resultados devem ser sempre

confirmados por testes treponémicos. >*
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Figura 33. Resultado de teste de RPR (Rapid Plasma Reagin) para diagnéstico de anticorpos anti- Treponema
pallidum. A amostra ¢ diluida com uma solucéo salina tamp&o até a diluicdo de 1:64. E adicionado o
reagente composto pelo complexo antigénico cardiolipina-colesterol-lecitina e por particulas de carvédo
gue melhoram a leitura visual do resultado. Este doente apresenta um titulo de 1:16, diluicdo até onde é
visivel aglutinacéo.

(Fonte: Autoria da Prépria)

Hemaglutinacao

Os testes de Hemaglutinacdo baseiam-se na detecdo de anticorpos contra antigénios
eritrocitarios. Se estiver presente na amostra uma concentracdo elevada de anticorpos,

0s eritrgcitos sao aglutinados e o resultado € visivel macroscopicamente.
TPHA

O teste de TPHA (T. pallidum-particle agglutination) é um teste treponémico utilizado na
detecdo de anticorpos anti-Treponema pallidum, agente bacteriano responsavel pela
Sifilis. >* Os testes treponémicos sdo utilizados para confirmar o resultado obtido pelos

testes ndo-treponémicos, como referido anteriormente.

O TPHA é um ensaio de hemaglutinacdo indireta que utiliza eritrécitos de aves
sensibilizados para T. pallidum que irdo aglutinar com os anticorpos IgG e IgM presentes

no soro ou plasma do doente. °

O teste é executado em placas de microtitulagéo onde é colocado o reagente composto
pelos eritrocitos de ave sensibilizados. Apés a adicdo da amostra diluida, se os
anticorpos anti- T. pallidum estiverem presentes, ocorre uma reacao antigénio-anticorpo
gue provoca a aglutinacdo das células formando um padréo caracteristico no fundo do
poco. Na auséncia de anticorpos, forma-se um botdo compacto no fundo do poco da

placa de microtitulacéo.
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Figura 34. Teste de TPHA (T. pallidum-particle agglutination) para dete¢do de anticorpos anti- Treponema

pallidum. O teste realiza-se em placas de microtitulagdo onde sdo adicionados eritrocitos de ave
sensibilizados para a bactéria em questéo. A amostra é diluida até uma diluicao de 1:2560 e colocada em
contacto com os antigénios presentes nos glébulos vermelhos. Se estiverem presentes anticorpos, ocorre
aglutinacao dos eritrécitos e forma-se um padréo caracteristico no fundo do pogo. Em (A) o soro € positivo
com um titulo de 1:1280 porque na diluicdo seguinte se observa um botéo compacto, sinal de negatividade.
Em (B) ndo ocorreu aglutinagdo dos eritrocitos porque se verifica o padrdo de negatividade em todas as

dilui¢Bes.

(Fonte: Autoria da Prépria)

Teste de Waaler Rose

Como referido anteriormente, as doencas autoimunes surgem devido a incapacidade do
sistema imunitario em discriminar os antigénios “self’, proprios do organismo, dos
antigénios “non-self’, antigénios exégenos. Um exemplo é a Artrite Reumatoide, doenca
autoimune cronica, onde é provocada uma inflamacéo cronica na membrana sinovial
que envolve as articulacdes e os tenddes. Sao produzidos autoanticorpos com influéncia
no decurso da doenga, tal como o Fator Reumatoide (FR). O FR uma vez no soro ja nao

desaparece, mesmo em estados de remissdo da doenca. 5°-°8

O método de detecdo do FR mais utilizado em laboratério é o Teste de Waaler Rose.
Este teste é um teste rapido de hemaglutinacdo para determinacdo qualitativa e semi-
guantitativa do FR. S&o utilizados eritrécitos sensibilizados com IgG que, ao contactar

com o FR presente no soro, aglutinam evidenciando a sua presenca. 8

Contudo, o FR pode ser detetado noutras patologias e também em individuos
saudaveis. E recomendada a medicdo de outros anticorpos juntamente com o FR de
modo a melhorar a precisdo do diagndstico. 8
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Imunoensaios Cromatograficos

Teste rapido para o diagnostico de Mononucleose Infeciosa

O virus Epstein-Barr (EBV) € o virus responsavel pela Mononucleose Infeciosa (Ml) e
por diversos cancros, como o Linfoma de Burkitt. As infe¢cdes por este virus resultam,
principalmente, do contacto intimo com secrec¢fes salivares de individuos infetados. A
MI é uma condicéo linfoproliferativa autolimitada, aguda e benigna em que a maioria dos

doentes apresenta anticorpos anti-EBV sem sinais ou sintomas significativos. =8

O diagnostico da MI assenta, sobretudo, em estudos hematolégicos e na detegcéo de
anticorpos anti-EBV. Os anticorpos detetados sao classificados como anticorpos
heterdfilos, definidos como anticorpos que séo estimulados por um antigénio, mas que
reagem com diversos antigénios de superficie presentes em células de diferentes

espécies de mamiferos. 3

O teste rapido de diagndstico da Ml € um imunoensaio cromatografico rapido que deteta,
qualitativamente, a presenca de anticorpos heterdéfilos caracteristicos desta patologia
em sangue total, soro ou plasma como meio auxiliar de diagnostico. O teste utiliza um

extrato de eritrocitos bovinos para detetar os referidos anticorpos. %°

E utilizada uma cassete onde é colocado o antigénio extraido dos eritrocitos bovinos
imobilizado na regido da linha teste. Durante o teste, a amostra ir4 reagir com as
particulas revestidas do antigénio extraido migrando por cromatografia pela tira teste.
Se a amostra contiver anticorpos heterofilos especificos de MI, aparecera uma linha
colorida na regido da linha teste, o que indica um resultado positivo. Caso a amostra
ndo contenha anticorpos heteréfilos ndo surge nenhuma linha colorida nesta regido,
sendo o resultado negativo. Para controlar todo o procedimento, existe uma regido
controlo na cassete que, caso surja uma linha colorida, indica que foi adicionado o
volume correto de amostra e que ocorreu o0 escorrimento da membrana, sendo o

resultado fiavel. 5°
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Figura 35. Teste rapido para diagnoéstico da Mononucleose Infeciosa (MI). S&o utilizados antigénios
extraidos de eritrécitos bovinos que reagem com anticorpos heteroéfilos especificos da MI. Cada
cassete apresenta uma linha controlo (C) que assegura a fiabilidade do teste e uma linha teste (T)
onde se observa o resultado. Em (A) observa-se um resultado positivo devido ao surgimento de
uma linha colorida na regido teste. Em (B) o resultado € negativo, estando presente apenas uma
linha colorida na regido controlo.

(Fonte: Autoria da Propria)

Teste Rapido Anti-HIV-1/2

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é o virus responsavel pelo Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA). Este agente patoldgico ataca o sistema imunitario
do seu hospedeiro expondo-o a diversas infe¢cbes bacterianas, virais e fungicas. O
contagio deve-se ao contato com secrecgles, excrecdes, sangue e tecidos que contém
o virus. Divide-se em dois tipos de virus: HIV-1 e HIV-2. O virus HIV do tipo 1 é
responsavel pela SIDA epidémica enquanto o HIV-2 é um virus endémico em
determinadas zonas do globo. Diferem entre si, sobretudo, devido as proteinas que

compdem o envelope e a estrutura nuclear. 4%

O diagnéstico da infe¢@o por HIV pode ser realizado através da detecao de anticorpos
anti-HIV, de antigénios especificos e de &cidos nucleicos virais. Numa tentativa de
testagem de um maior nimero de individuos, surgiram os testes rapidos que permitem
detetar a presenca de anticorpos anti-HIV rapidamente, sendo simples a sua execuc¢ao

e 0 método bastante sensivel. 3848

O teste rapido Anti-HIV-1/2 é um teste qualitativo para a detecdo de anticorpos IgA, IgM
e lgG especificos para HIV-1 e HIV-2 em soro humano, plasma ou sangue total. O teste
contém uma tira membrana que esta revestida com antigénios recombinantes de HIV-1
(gp4l, p24) na linha de teste nimero um e com um antigénio recombinante de HIV-2
(gp36) na linha teste numero dois. Os antigénios recombinantes, que em conjunto
formam um conjugado coloide de ouro, juntamente com a amostra migram ao longo da

tira teste por cromatografia até a regido teste (T). Se ocorrer interacdo anticorpo-

particula de ouro antigénica, o complexo formado liga-se a um conjugado enzimatico
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que produz uma linha visivel por colorimetria. O dispositivo teste ainda uma terceira

linha teste que corresponde a linha controlo. 4861

HIV-1/2 c 1

Figura 36. Teste rapido de diagndstico de infecdo por Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) do tipo 1 e 2.
O complexo antigénio-anticorpo liga-se a um conjugado enzimatico que origina uma linha visivel por
colorimetria. A linha (C) corresponde a linha teste controlo, a linha (T) a linha teste onde na linha (1) estédo os
antigénios HIV-1 e na linha (2) os antigénios HIV-2. No exemplo apresentado, observa-se uma linha visivel na
regido (1) o que indica infecdo por HIV-1.

(Fonte: Autoria da Prépria)

Bioquimica

A Bioquimica € uma area cientifica que estuda a concentracdo dos mais diversos

analitos nos fluidos biolégicos.

As andlises bioquimicas séo primordiais no estudo da doenca permitindo o diagnéstico
e monitorizagdo da terapéutica, sendo igualmente relevantes na construgcdo de um

prognostico uma vez estabelecido o diagnéstico. ©?

Em todos os laboratérios de andlises clinicas, a seccdo de bioquimica proporciona um
conjunto de testes analiticos que se estabelecem como pardmetros bioquimicos base,
como é o caso da ureia e creatinina. Para além disso, existem também analitos
adicionais que séo requeridos em situacdes clinicas mais restritas, como na analise de

vitaminas e hormonas. 62

No capitulo referente a esta area analitica, sdo descritos métodos analiticos utilizados
na quantificacao de diversos analitos, a sua importancia no organismo humano e como

podem 0s mesmos enunciar a presenca de patologia.
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Atellica® Solution

Na seccédo de bioquimica, a maioria dos parametros bioquimicos € realizada no conjunto
de analisadores Atellica® Solution. Este analisador integra analisadores de imunologia
e quimica clinica juntamente com uma tecnologia de gestdo de amostras. E, sobretudo,
€ um sistema modular composto por diversos equipamentos como o Atellica® Sample
Handler (SH) , Atellica® Chemistry Analyzer (CH), Atellica® Immunoassay Analyzer (IM)

e Atellica Magline® Transport. 8364

(a)
:“_'1 )
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Figura 37. Representacdo da cadeia formada pelos varios equipamentos que compde o Atellica®
Solution. Em (A) esta representado o Atellica® Sample Handler (SH) cuja funcdo € processar amostras.
Em (B) encontra-se o Atellica Maligne® Transport que conecta todos os componentes do circuito. O
Atellica® Chemistry Analyzer (C) € um analisador de quimica clinica e o Atellica® Immunoassay Analyzer
(D) um analisador de imunoensaio.

(Fonte: Autoria da Propria)
Parametros Biogquimicos

Avaliacao da Funcéo Renal

O Rim é um 6rgao par que se localiza na regido retroperitoneal do corpo. A sua unidade
base funcional e estrutural é o nefrénio. Cada um dos nefrénios que o compde séo

compostos por glomérulos e pelo tabulo renal.

Estes 6rgdos desempenham diversas fun¢cdes no organismo, incluindo a filtragcdo do
sangue, metabolismo e excre¢cdo de compostos enddgenos e exdgenos, e funcdes
enddcrinas. Mantém a homeostasia devido a regulacéo de fluidos, equilibrio acido-base

e balanco eletrolitico. °°
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Funcao Glomerular
Creatinina

A Creatinina é formada através da creatina, composto esse sintetizado no rim, figado e
pancreas. A creatina € transportada pela corrente sanguinea a outros 6rgdos como o
musculo e cérebro, onde é fosforilada a fosfocreatina. Os niveis de creatinina dependem
da massa muscular, permanecendo constantes de dia para dia a ndo ser que existam

alteracdes na massa muscular ou alteracdes renais. %657

Este produto endégeno é um marcador do grau de filtracdo glomerular (GFR). A
creatinina é filtrada livremente pelo glomérulo estando a sua concentragéo inversamente
relacionada com o GFR. No entanto, este marcador da funcéo glomerular é afetado por
diversos fatores biol6gicos como a idade, sexo, exercicio fisico, massa muscular, entre

outros. 58

A clearance da creatinina corresponde a medi¢éo da quantidade de creatinina eliminada
do sangue pelos rins. Esta medicao fornece uma aproximacao fiavel ao GFR o que torna
a creatinina um bom marcador endégeno. E bastante (til na dete¢do de doenca renal
precoce e na determinacado da extensao do dano do nefrénio em casos conhecidos de
doenca renal, sendo um dos parametros mais requeridos num laboratério de Analises

Clinicas.5°7°

UCr VU

Cr

Clearance da Creatinina =

Equacéo 3. Formula de célculo da clearance da creatinina.

O ensaio analitico para determinacdo da creatinina sérica é realizado com base no
método de Jaffe. A creatinina presente na amostra reage com o acido picrico em meio
alcalino de modo a originar um complexo de creatinina picrato vermelho. A velocidade
de formacéo do referido complexo é medida a um comprimento de onda entre os 505 e

571 nm, sendo essa proporcional a concentracédo do analito em solugéo. *

" OH-
Creatinina + Acido Picrico — Creatinina-picrato

Equagcdo 4. Equacdo da reacdo de quantificacio da creatinina através da adi¢do de acido picrico. 7t
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Ureia

A Ureia € o composto nitrogenado nédo proteico (NPN) em maior concentracdo no
sangue. E formada no figado a partir dos grupos amino e da aménia livre gerada durante

o catabolismo proteico. °°

A maioria da ureia é excretada através dos rins 0 que, por consequéncia, esta associado
a doenca renal com a acumulacao de ureia no sangue. Este analito é livremente filtrado
pelo glomérulo sendo, no entanto, reabsorvida ativamente pelos tdbulos renais. A
concentracao de ureia no plasma é indicadora da funcao e perfusao renais, dependendo
do conteudo proteico da dieta e do catabolismo das proteinas. Para além disso, é

também bastante relevante na monitorizagdo dos resultados da hemodidlise. ©7:%°

O método de determinacdo do referido analito é enzimético e inclui a utilizagdo de
urease e glutamato desidrogenase. A ureia sofre um processo de hidrolise na presenca
de 4gua e urease, produzindo amoénia e diéxido de carbono. A amoénia gerada reage
com 2-oxoglutarato na presenca de glutamato desidrogenase e nicotinamida-adenina-
dinucledtido reduzido (NADH). O NADH é oxidado a nicotinamida-adenina-dinucleétido
(NAD) sendo essa oxidacdo medida a 340 ou 410 nm. 7

Urease

Ureia + H,0 —— 2 Amoénia + CO,

Glutamato Desidrogenase

Amonia + NADH + a — Cetoglutarato Glutamato + NAD + H,0

Equacéo 5. Equacgéo da reagdo de quantificacao do nitrogénio ureico através da utilizacdo de urease
e glutamato desidrogenase. 72

Acido Urico

O Acido Urico é um produto do catabolismo das purinas, adenina e guanina. As purinas
provenientes da decomposicdo dos acidos nucleicos ou da destruicdo tecidual sao
convertidas em acido Urico, maioritariamente, no figado. Este produto é transportado

pelo plasma do tecido hepatico até aos rins, onde é filtrado pelo glomérulo. ©°

Um aumento dos niveis séricos deste analito indica um aumento da sintese de
nucleoproteinas ou decréscimo da excrecdo renal, o que evidencia falha desses

mesmos 6rgaos. &

Os métodos de determinacao que utilizam uricase, a enzima que catalisa a oxidacao do
acido urico a alantoina, sdo os métodos mais especificos e mais comumente utilizados

em laboratérios de analises clinicas. No entanto, sdo também utilizados métodos
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enzimaticos onde é medido o peroxido de hidrogénio produzido como &cido Urico e

convertido em alantoina. ©°

Uricase

Acido Urico + 2H,0 + 0, —— Alantoina + C0O, + H,0,

Peroxidase

H* 4+ TO0OS™ + 4 — AAP + 2H,0, ———— Corante Quinonodiimina + 4H,0

Equacédo 6. Equacao da reacdo de quantificagdo do Acido Urico através de reagdo enzimatica com
uricase e peroxidase. 73

Permeabilidade Glomerular

Proteinuria

O glomérulo atua como um filtro seletivo da passagem do sangue através dos capilares,
restringindo a passagem de macromoléculas com base no seu tamanho, carga e forma.
A permeabilidade e capacidade de filtracao do rim controlam a quantidade de proteina

excretada através da urina. "

O termo proteinuria refere-se a excrecdo andmala de proteinas através da urina. As
proteinas observadas na urina tém origem no sangue, no entanto, podem ser
provenientes do rim, trato urinério, vagina e prostata. As proteinas plasmaticas surgem
na urina porque passaram pelo glomérulo renal ndo tendo sido absorvidas pelos tubulos

renais. 392

Concentracdes elevadas de proteinas na urina podem resultar de doenca glomerular,
doenca tubular, de elevadas concentracbes de proteinas plasméticas como

imunoglobulinas em pacientes com mieloma. ®

O método de determinagéo das proteinas totais na urina € um método quimico a ponto
final, sendo utilizada uma amostra de urina de vinte e quatro horas. As proteinas
presentes na urina sdo medidas através da variacdo de absorcao que sucede aquando
da ligacdo do complexo pirogalol vermelho-molibdato aos grupos amino protonados a

um pH acido. O aumento da absorvancia que se verifica entre 0os 596 e 694 nm é

diretamente proporcional a concentracéo de proteina presente na amostra. 7

H+
Pirogalol Vermelho + Molibadato + Proteina — Complexo pirogalol vermelho—molibadato—proteing

Equacéo 7. Equacgao da reacao de quantificacdo das proteinas totais presentes na urina. As proteinas
em solucdo reagem com o pirogalol vermelho-molibdato, formando um complexo. 78
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Albuminuria

A albumina é a maior proteina plasmatica sintetizada e secretada pelo figado, sendo

bastante importante na manutengdo da presséo oncoética do fluido intravascular. 52

Albumindria define-se como o aumento da excrecdo urinaria de albumina em
concentragdes andmalas ndo detetaveis pelos testes utilizados na avaliagdo da urina. A

medicéo deste parametro analitico é Util no diagnéstico precoce de proteindria. 3862

O aparecimento de albumina na urina esta associado, muitas vezes, a Diabetes mellitus.
Esta doenca provoca alteragdes progressivas nos rins levando ao surgimento de

nefropatia diabética, sendo a microalbumindria um parametro indicativo de dano renal.?

O ensaio de determinagdo da albumina presente em amostras de urina utiliza
imunoturbidimetria reforcada com polietileno glicol como principio analitico. A amostra
é diluida pelo equipamento analitico e se estiver presente albumina a mesma reage com
um antissoro especifico formando um precipitado. O composto resultante € medido
turbidimetricamente entre os 340 e 596 nm. Recorrendo as absorvancias dos padrdes
€ construida uma curva padréo a partir da qual é determinada a concentracao da

albumina na amostra. *’
Funcéo Reguladora

Os eletrélitos sdo ides com a capacidade de transportar uma carga elétrica. Sao
componentes essenciais em diversos processos como no volume e regulagédo osmdtica,

no ritmo miocardico e contratilidade, excitabilidade neuromuscular, entre outros. 3

Os principais eletrélitos séo o sédio (Na*), potassio (K*), cloro (CI) e bicarbonato (HCO3
). Estes iBes séo analisados em conjunto porque uma alteragéo na concentracdo de um,
pode vir acompanhada de alteragdes em um ou mais eletrélitos. E por isso importante
que exista um equilibrio entre os as particulas de carga positiva e as de carga negativa.
Os rins e o0s pulmdes sdo os principais Orgaos responsaveis pela manutencdo da
concentracdo eletrolitica pelo que, se 0 organismo ndao mantiver as concentracdes
adequadas de eletrélitos, através da excrecdo ou conservacdo, € originado um

desequilibrio. 38
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Sodio

O Na+ é o principal catido do organismo, encontrando-se em elevadas concentracdes
no fluido extracelular. Apresenta um papel bastante relevante na manutencdo da
pressdo osmdética e no equilibrio eletrolitico. A regulacdo da concentracdo deste

eletrélito depende da ingestdo e excrecéo de dgua, e também da regulacdo renal. 33

A concentracdo sérica de Na+ pode sofrer alteracBes originando situacbes de
Hiponatremia e Hipernatremia. A Hiponatremia decorre de baixas concentracfes de
sbédio no soro e pode dever-se a Politria, Acidose Metabdlica, Diarreia e algumas
doencas renais tubulares. A Hipernatremia consiste em concentracdes elevadas do
referido ido que podem surgir em casos Falha Cardiaca Congestiva, Ascite e Sindrome

Nefrético. 38
Potassio

O K+ é o principal catido intracelular, apresentando uma concentragao vinte vezes maior
dentro das células do que no exterior. A concentracdo de potassio influencia bastante a
contracdo do esqueleto e dos musculos cardiacos, sendo imprescindivel no potencial
de membrana celular. A regulacdo deste eletrolito estd a cargo, principalmente, do

sistema renal. 362

A desregulacdo dos niveis de K+ no organismo € bastante preocupante porque €
alterada a excitabilidade das células que respondem de forma diferente aos estimulos.
No caso das células cardiacas, as consequéncias podem ser fatais e originar, por

exemplo, arritmias. 2

A Hipocaliemia € a condigdo resultante de baixas concentracbes do i&o K+ no
organismo. Pode resultar de Diarreia ou vomitos prolongados, ou de uma ingestao
inadequada de potassio na dieta. O organismo ndo possui um mecanismo efetivo que o

proteja da perda excessiva deste catido, sendo a ingestdo diaria essencial. 38

Niveis elevados deste eletrdlito no soro originam Hipercaliemia. Esta situagdo pode
ocorrer aquando de disfun¢éo renal ou obstrucéo urinéria, devido ao facto do K+ ser
excretado, primariamente, pelo rim. Verifica-se também em casos de

Hipoaldosteronismo. 3862
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Cloro

O CI é o principal anido extracelular, estando envolvido na manutencdo da
osmolaridade, volume sanguineo e neutralidade elétrica. Est4 diretamente relacionado
com o HCO3, onde um decréscimo de um deles conduz ao aumento do outro. Para

além disso, contrabalanca o principal catido extracelular, o Na*.

O cloro ingerido através da dieta é completamente absorvido no trato intestinal sendo,
posteriormente, filtrado pelo glomérulo renal e reabsorvido passivamente, em conjunto
com o Na* pelos tubulos proximais. Por esse motivo, algumas das patologias associadas
a este anido resultam das mesmas causas que provocam altera¢cdes na concentracéo

de sédio. 2

A Hipoclorémia é a condicdo resultante de concentracdes reduzidas de Cl- podendo
dever-se a perdas excessivas do mesmo através vomitos, cetoacidose diabética ou
deficiéncia de aldosterona. Esta associada igualmente a concentracdes elevadas de
HCO3 em casos de alcalose metabdlica ou de acidose respiratéria compensada. 3

A Hiperclorémia resulta de concentracdes elevadas do anido cloro surgindo devido a
perdas excessivas de bicarbonato pelo trato gastrointestinal ou acidose metabdlica. 3

Determinacdo dos I6es Na*, K*e CI-

A determinacdo do Na+, K+ e Cl- é concretizada por via da utilizacdo de elétrodos
seletivos para os ibes em questdo. Um elétrodo seletivo para um ido (ISE) € um
transdutor eletroguimico capaz de responder a um ido especifico. Consiste huma
membrana ou numa barreira que separa uma solucdo e elétrodo de referéncia da

solugédo a ser analisada. @

O método analitico ISE utiliza uma membrana semipermeavel para desenvolver um
potencial produzido por diferentes concentracdes dos ides presentes na membrana. E
utilizado um elétrodo com um potencial constante, denominado de elétrodo de
referéncia. A diferenca de potencial verificada entre o elétrodo de referéncia e o elétrodo

de medicéo é utilizada no célculo da concentracéo do ido em solugdo.?

O equipamento utilizado na secc¢éo de bioquimica € composto por um multisensor. Este
€ constituido por trés sensores seletivos para os iées a determinar, e por um sensor de
referéncia. A amostra é colocada no sensor e os ides estabelecem um equilibrio com a
superficie do elétrodo. O potencial elétrico resultante € comparado ao produzido na

solucéo padréo, sendo obtida a concentracéo iénica. "
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Avaliacdo da Funcao Hepética

O figado é o maior e mais complexo 6rgdo do trato gastrointestinal. Localiza-se no
quadrante superior direito do abdémen tendo como unidade bésica funcional o
hepatdcito. Estas células sédo responsaveis pelas reagbes metabdlicas, sintese
macromolecular, e degradacéo e sintese de xenobidticos. Para além disso, o figado é
composto pelo sistema biliar, envolvido no metabolismo da bilirrubina e dos &acidos
biliares, e pelo sistema reticuloendotelial, responsavel pela produ¢éo do grupo heme e
dos metabolitos globinicos. "

Os testes de avaliagdo da funcao hepética consistem na medi¢cdo de componentes do
sangue que providenciam informacgéo acerca da existéncia, extensdo e tipo de lesédo
hepatica. Alteracdes em pardmetros bioquimicos como as proteinas totais, bilirrubina e
aminotransferases refletem patologias a nivel hepatocelular, colestase e das funcdes

excretora e de sintese. 3
Sintese Hepatica

Proteinas Totais

Cada funcao celular depende de proteinas, desde a catalisacao de reac¢des bioquimicas
por acao de enzimas até ao transporte de componentes pelos fluidos biologicos. A
maioria das proteinas plasmaticas sao sintetizadas no figado e secretadas pelo

hepatécito na circulagéo.®

AlteracGes na concentracdo das proteinas totais sdo comuns e indicam, muitas das
vezes, a presenca de patologia do figado que afeta a sintese destes compostos.
Concentracdes elevadas de proteinas podem indicar a presenca de uma paraproteina,

enguanto, baixas concentragdes indicam que a albumina se encontra diminuida. ®2

A medicdo da concentracdo das proteinas totais em solucéo é realizada através da
utilizacdo de um método colorimétrico denominado de método do Biureto. Nesta ensaio,
os iGes cupricos (Cu?*) complexam com os grupos envolvidos na ligacdo peptidica. Em
meio alcalino e na presenca de, pelo menos, duas ligagbes peptidicas € formado um

quelato de cor violeta. A solucéo teste é medida por espectrofotometria. 3

OH
Proteina + CuS0O, — Complexo de Cuproproteinas

Equacédo 8. Equacgdo da reacdo que ocorre entre os ides cupricos e as ligagdes peptidicas das
proteinas, para obtencgéo da concentragio de proteinas totais presentes em amostra. 8
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Albumina

7

Como referido anteriormente, a Albumina é a principal proteina plasméatica sendo
sintetizada e secretada pelo figado. Esta proteina € determinante na manutencao da
pressdo oncoética no espaco vascular. Para além disso, tem a capacidade de se ligar a
varias substancias que circulam no sangue como, por exemplo, hormonas da tiroide e

ferro. 374

A Albumina em concentracdes elevadas pode dever-se a problemas de hidratacdo do
doente ou na colheita da amostra. A diminuicdo desta proteina em circulacdo pode ter
origem em diversas situac¢des e, quando em concentracdes bastante baixas, leva ao

surgimento de edema. 5274

O figado é o 6rgdo que tem a capacidade sintética de manter a concentracao de
albumina em niveis normais. No entanto, na presenca de doenca hepética os niveis de
albumina decrescem, nomeadamente, em casos de destruicdo massiva do tecido
hepatico como na cirrose secundaria ao alcoolismo. A diminui¢do desta proteina ocorre,

paralelamente, ao decréscimo das proteinas totais. 478

Os métodos mais utilizados na determinacgéo da albumina séo procedimentos de ligacdo
a corantes, que dependem da alteracdo do espetro de absor¢édo aquando da ligacdo da
albumina ao verde de bromocresol (BCG), por exemplo. O pH da solucédo é ajustado de
modo que a albumina apresente uma carga positiva. A proteina em estudo € atraida e
liga-se ao corante aniénico através de forcas eletrostaticas. Quando o corante se
encontra ligado & albumina, o maximo de absorgéo é diferente de quando se encontra

livre. A concentracdo de albumina em solugdo € medida através da absor¢do do

complexo albumina-corante. 374

H 4,2
BCG + Albumina i Complexo BCG — Albumina

Equacéo 9. Equacéo da reacdo entre uma solugédo de verde de bromocresol (BCG) e a albumina em
amostras de soro ou plasma para obtencédo da concentragéo de albumina. 8
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Funcao Excretora

Bilirrubina Total e Conjugada

Uma das mais importantes funcdes do figado é o processamento e excrecdo de
substancias enddgenas e exdgenas na bilis ou urina tal como o maior produto de
excrecao do heme, a bilirrubina. A bilirrubina é o principal pigmento biliar derivando da
fagocitose dos eritrécitos. A porcdo heme da hemoglobina é convertida em bilirrubina
que se liga a albumina, originando a bilirrubina indireta ou ndo conjugada. Esta forma é
transportada para o figado onde é conjugada pelas células hepaticas, denominando-se
de bilirrubina direta ou conjugada. 38

Um aumento da concentracdo de bilirrubina no sangue indica a presenca de Ictericia. A
Ictericia € a condicdo que ocorre quando a concentracdo sérica de bilirrubina € maior
do que o normal e, por consequéncia, ocorre acumulagdo nos tecidos. Quando existe
acumulacdo deste pigmento biliar, a pele, esclera e membranas mucosas evidenciam

uma pigmentacdo amarelada. %

As Hiperbilirrubinémias podem resultar de diversos sindromes hereditarios que alteram
0 metabolismo da bilirrubina como os Sindromes de Crigler-Najjar, de Gilbert e Dubin-
Johnson. Para além disso, a Ictericia do Recém-Nascido é uma condicdo bastante

comum. ™

O ensaio utilizado para determinagdo das Bilirrubinas Total e Direta baseia-se num

método de oxidacdo quimica que recorre ao acido vanadato como agente oxidante. &

Para determinacdo da concentracdo de Bilirrubina Total, a bilirrubina em solucdo é
oxidada pelo vanadato a um pH de 2,9 de modo a produzir biliverdina. Na presenca de
um detergente e do &cido vanadato, as bilirrubinas direta e indireta sdo oxidadas.
Ocorre, por isso, uma reducdo na densidade Otica da cor amarela, caracteristica do
parametro em analise. A redugéo na densidade Otica € proporcional a concentracéo de

Bilirrubina Total na amostra. 2

Bilirrubina + Surfactante + VO3 - Biliverdina

Equacdo 10. Equacdo da reacdo entre o acido vanadato e a bilirrubina para determinacdo da
concentracdo de bilirrubina total. 82
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A Bilirrubina Direta ou Conjugada é determinada de forma semelhante a Bilirrubina
Total. No entanto, na presenca do detergente e vanadato somente a bilirrubina direta é
oxidada. A reducao na densidade Gtica a 451/545 nm é proporcional a concentracéo de

Bilirrubina Direta na amostra. &

Bilirrubina Conjugada + V03 — Biliverdina

Equacédo 11. Equacdo da reacdo entre o acido vanadato e a bilirrubina para determinacdo da
concentragdo de bilirrubina direta. 83

Enzimas

Os hepatdcitos contém elevados niveis de diversas enzimas. No caso de lesdo hepatica,
estas enzimas podem passar para 0 plasma e serem Uteis no diagnéstico e
monitorizacdo da patologia. Devido ao facto de a funcéo hepética ser normal em
diversos doentes, a medicdo da atividade plasmatica de algumas enzimas é indicadora
de doenca hepatica. O conhecimento da localizagdo celular das enzimas e das
mudangas dos padrdes enzimaticos é deveras importante para a elaboracdo de um

diagnostico. 7478

As enzimas mais utilizadas no diagnéstico de patologias hepaticas sdo a Aspartato
Amino-Transferase (AST), Alanina Amino-Transferase (ALT), Lactato Desidrogenase
(LDH), Fosfatase Alcalina (ALP) e y-Glutamiltransferase (GGT).

Aquando de uma lesdao hepatocelular, as enzimas presentes nos hepatdcitos sdo
libertadas como resultado de danos na membrana celular que provocam, diretamente,
a extrusado do conteudo citosélico. As enzimas que se situam no citoplasma sdo a ALT,
LDH e AST, que se localiza também a nivel mitocondrial. As enzimas ALP e GGT sao,

sobretudo, enzimas canaliculares sendo marcadores de disfuncéo biliar. "
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Tabela 5. Enzimas utilizadas no diagnostico de patologia hepatica.

Funcéo

Distribuicao

Equacéo da reacdo de determinagao

Aspartato Amino-
Transferase
(AST)

Alanina Amino-
Transferase (ALT)

Lactato

Desidrogenase (LDH)

Fosfatase Alcalina
(ALP)

y-Glutamiltransferase

(GGT)

Transferéncia de
um grupo amina
entre o aspartato e
a-cetoacidos.

Catalisa a
transferéncia de um
grupo amina da
alanina para o a-
cetoglutarato com a
formacéo de
glutamato e
piruvato.

Catalisa a
interconversao dos
acidos lactico e
piravico.

Catalisa a hidrélise
de diversos
fosfomonoestéres a
um pH alcalino.

Transporte de
aminoacidos pelas
membranas
celulares. Catalisa
a transferéncia de
um grupo glutamil
do glutatido para
um aminoacido
livre.

Tecido
cardiaco,
figado e
mausculo

esquelético.

E no figado
que se
encontra em
maior
concentragéo.

Coracéo,
figado,
masculo
esquelético,
rim, eritrécitos.

Intestino,
figado, osso,
baco,
placenta, rim.

Rim, cérebro,
prostata,
pancreas,

figado.

+ Glicilglicina

AST
L-Aspartato + a—Cetoglutarato — Oxalacetato + L-Glutamato

Malato Desidrogenase
- 7

Oxalacetato + NADH Malato + NAD

ALT
L-Alanina + a—Cetoglutarato — Piruvato + L-Glutamato

Lactato Desidrogenase
[N

Piruvato + NADH Lactato + NAD

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

ALP
p-NPP + AMP
p.

——— p-NP + AMP + PO,
H 10,25 Mg/Zn

GGT

L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida — 5-amino-2-nitrobenzoato

+L—-y—-glutamil-glicilglicina
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Avaliac&o do Risco Cardiovascular

O coracao €é o principal 6rgédo do corpo humano tendo como fun¢éo bombear o sangue
até aos outros 6rgaos de modo entregar oxigénio e nutrientes e remover 0s residuos
dos tecidos.® E um 6rgédo que esta sujeito a uma imensa pressdo o que significa que

esté sujeito ao surgimento de diversas patologias.

A etiologia da doenca cardiovascular (DCV) é multifatorial, podendo estar relacionada
com os habitos de vida, como tabagismo, falta de atividade fisica e dieta. Para além
disso, pode dever-se a hipertenséo arterial, diabetes mellitus tipo 2 e dislipidemias,
todos fatores modificaveis. 8

Os testes laboratoriais apresentam um papel bastante significativo na prevencao,
diagnostico e monitorizagdo da doenca coronaria. O rastreio de fatores de risco, onde
se inclui o perfil lipidico, é aconselhado em homens com mais de quarenta anos e em
mulheres com mais de cinquenta anos, tendo em atencéo a presenca de outros fatores
de risco. Do mesmo modo, individuos com aterosclerose, diabetes tipo 2 e com historial

familiar de DCV devem ser avaliados. 8
Lipidos e Lipoproteinas

O metabolismo lipidico pode ser perturbado levando a altera¢gfes na funcao e/ou niveis
das lipoproteinas plasmaticas. Estas alteragcdes em conjunto com outros fatores de risco
cardiovasculares podem contribuir para o surgimento de Aterosclerose, uma patologia
onde ocorre acumulacdo de gordura, colesterol e outras substancias nas paredes

arteriais formando placas ateroscleréticas. 7484

As Dislipidemias sao patologias provocadas por concentracdes lipidicas anémalas, que
podem dever-se a anomalias genéticas ou a desequilibrios no estilo de vida. Sao

exemplo a Hiperlipoproteinemia e Hipercolesterolemia.®

A avaliacdo do perfil lipidico é feita com base nos valores de Colesterol total,
Triglicéridos, Colesterol-HDL (High-density Lipoproteins) e Colesterol-LDL (Low-density
Lipoproteins), calculado pela formula de Friedewald caso os Triglicéridos ndo sejam
superiores a 400 mg/dL ou 4,5 mmol/L. Em alternativa, podem ser utilizadas a Apo B e

Apo A-1 gque séo tdo bons marcadores de risco como os parametros classicos. 8
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Colesterol Total

O colesterol é utilizado pelo organismo para facilitar o transporte de triglicéridos pelas
lipoproteinas, para manter a estrutura normal e integridade da membrana celular, sendo

também um precursor da sintese da hormona esteroide. 3

Os niveis de Colesterol sdo determinados pelo metabolismo lipidico, que sofre influéncia
de fatores hereditarios, dieta, figado, rins, tiroide e outros 6rgdos com funcbes

enddcrinas. 8

Niveis elevados de Colesterol podem dever-se a distarbios primarios como a
Hipercolesterolemia poligénica, e a distlrbios secundarios como Diabetes Mellitus e
Hipotiroidismo. Apresenta-se diminuido em situacdes que afetem o figado como na

Cirrose, em casos de Hipertiroidismo e de queimaduras extensivas. &

O Colesterol Total, juntamente com o Colesterol-LDL, € um dos principais parametros

de risco cardiovascular. 8

Os ensaios para determinacdo dos niveis de colesterol presentes numa amostra

baseiam-se, sobretudo, em rea¢fes enzimaticas.

Colesterol—Esterase

Ester de Colesterol + H,0 Colesterol + Acido Gordo

Colesterol—Oxidase
Colesterol + 0, Colestenona + H,0,

. L Peroxidase . L
H,0, + Fenol + 4—Aminoantipirina ———— Corante Quinoneimina + 2H,0

Equacédo 12. Equacdes das reagfes enzimaticas que se realizam para determinar a quantidade de
Colesterol Total na amostra. Os ésteres de colesterol séo hidrolisados pela colesterol-esterase em
colesterol livre e &cidos gordos. O colesterol livre origina colestenona e peroxido de hidrogénio na
presenca da colesterol-oxidase. O perdxido de hidrogénio produz, sob influéncia da peroxidase, um
composto colorido que é proporcional a quantidade do analito em solugdo. 385

Triglicéridos
Os Triglicéridos séo os ésteres de glicerol predominantes no plasma. Podem ter origem

enddgena, onde séo produzidos no figado, e origem exégena, com origem na dieta. 87

Os Triglicéridos com origem na dieta sao digeridos no intestino e, através da agéo das
lipases pancreatica e intestinal na presenca de &cidos biliares, sdo hidrolisados em
glicerol, monoglicéridos e acidos gordos. Apds a absor¢éo, todos os componentes sdo
juntos, novamente, nas células epiteliais intestinais. Em conjunto com colesterol e a Apo

B-48 formam as Quilomicras, lipoproteinas que serado libertadas no figado e células
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periféricas. Os triglicéridos enddgenos sao transportados pelas VLDL (Very Low Density

Lipoproteins). 874

A determinacao destes lipidos € bastante importante no diagnéstico de Hiperlipidemias.
Tanto as Quilomicras como as VLDL sdo particulas leves que flutuam no plasma,
refletindo a luz e aumentando a turbidez de amostras hiperlipidémicas. Apenas as
Quilomicras formam uma camada cremosa no topo do plasma que evidencia a sua

presenca. 3

Os niveis de triglicéridos encontram-se aumentados no Hipotiroidismo, Diabetes
Mellitus, Alcoolismo Crénico e Obesidade. O oposto verifica-se na Doenca de Tangier,

Hipertiroidismo, M4 nutricdo e Ma absorcéo. &

A medicao dos triglicéridos séricos em conjunto com o colesterol € Util na detecdo de
distarbios metabdlicos assim como na caracterizacdo de doentes de risco de doenca

cardiovascular. 3

Li .
Triglicéridos + 3H,0 A Glicerol + Acidos Gordos

Glicerol quinase

ATP + Glicerol ———  Glicerol-3—fosfato + ADP

Glicerol-3—fosfato oxidase

0, + Glicerol-3—fosfato 2H,0, + Dihidroxiacetona fosfato

. Peroxidase . L.
2H,0, + 4-Aminofenazona + 4-Clorofenol ———— Corante quinoneimina + H,0

Equacdo 13. Equacdes das reagbes enzimaticas que decorrem no doseamento dos triglicéridos
presentes numa amostra. Os triglicéridos presentes sdo convertidos em glicerol livre e &cidos gordos
pela lipase. O glicerol gerado é convertido a glicerol-3-fosfato pela glicerol quinase e em perdxido de
hidrogénio, pela acdo da glicerol-3-oxidase. O perdxido de hidrogénio, a 4-aminofenazona e 4-
clorofenol originam um composto colorido que é proporcional a quantidade de triglicéridos presentes.
86

Colesterol HDL

As HDL sédo pequenas particulas constituidas por proteinas, colesterol e fosfolipidos,
apenas com alguns triglicéridos. Sao constituidas, sobretudo, pela apolipoproteina Apo
A-1. A sua sintese decorre no figado e no intestino, estando envolvida no mecanismo
de transporte reverso do colesterol. A sua principal funcao é remover o colesterol em

excesso das células periféricas e transporta-lo para o figado. 78

O colesterol transportado pelas HDL em baixas concentragfes esté relacionado com o
risco de desenvolvimento de DCV sendo por isso considerado um colesterol protetor

quando aumentado. E denominado de “Colesterol Bom”. &’
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O método de quantificacdo do colesterol HDL utilizado é um método de precipitacdo
onde séo aplicados dois reagentes. O primeiro reagente é adicionado para eliminar
todas as lipoproteinas ndo HDL e o segundo, composto por enzimas, para quantificar o

colesterol HDL. 3

. Colesterol-esterase P
Ester de Colesterol Colesterol + Acido gordo

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

H202+4-Aminoantipirina+HDAOS+Peroxidase Quinoneimina+4H20

Equacéo 14. Equacdes da reacdo de quantificagcdo do colesterol HDL presente numa amostra. Numa
primeira reacao, sdo eliminadas as outras lipoproteinas presentes por acédo da colesterol-esterase e
colesterol-oxidase. O peroxido de hidrogénio produzido pela oxidase é eliminado pela catalase. Na
segunda fase do doseamento, é medido o colesterol HDL apés a sua libertacao pelo surfactante do
reagente dois. A catalase do passo um € inibida por azida sédica no reagente dois. A intensidade da
quinoneimina produzida na reacéo € diretamente proporcional a concentragdo de colesterol a um
comprimento de onda de 596/694 nm. 88

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

Colesterol LDL

As LDL sao lipoproteinas ricas em colesterol e compostas pela apolipoproteina Apo B-
100. Sdo formadas a partir da lipélise das VLDL. As LDL séo bastante pequenas tendo
a capacidade de se infiltrarem no espago extracelular das paredes dos vasos. Apos a
infiltracdo, sdo oxidados e absorvidos pelos macréfagos que, ao consumirem muitos
lipidos, se transformam em células esponjosas precursoras das placas ateroscleroticas.
A sua principal funcdo é entéo transportar colesterol até as células periféricas e figado.

Em conjunto com o colesterol total, € um dos principais pardmetros de risco

cardiovascular, estando associado a situacdes de Hipercolesterolemia. 3

O Colesterol LDL pode ser determinado através de metodologia direta e indireta. A
metodologia indireta consiste no célculo do seu valor através da formula de Friedewald
onde estdo os doseamentos do colesterol Total, colesterol HDL e triglicéridos, que
representam as VLDL. Esta equacao s0 é utilizada quando os valores dos triglicéridos
ndo se encontram muito elevados, ou seja, superiores a 400 mg/dL. Para além disso,

ndo deve ser utilizada em amostras com quantidades significativas de quilomicras. 484

Colesterol LDL = [Colesterol Total] — [Colesterol HDL] — [Triglicéridos]/5

Equacdo 15. Equacdo de Friedewald utilizada na determinagdo do colesterol LDL. 7
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Colesterol-esterase

Ester de Colesterol Colesterol + Acido gordo
Colesterol-oxidase
Colesterol + 0, Colestenona + H,0,
Peroxidase

H,0, + 4-Aminoantipirina + TOOS* ———— Quinoneimina + 4H,0

Equacédo 16. Equacdes da reagdo de quantificacéo do Colesterol LDL presente numa amostra. Numa
primeira reacdo, as enzimas colesterol-esterase e colesterol-oxidase eliminam o colesterol associado
a outras lipoproteinas. A agdo da catalase elimina o peréxido de hidrogénio produzido. O doseamento
do colesterol LDL é conseguido através da libertacdo do mesmo por agao do detergente presente no
reagente n°2. A catalase da primeira reacdo € inibida pela azida de s6dio presente no reagente. A
intensidade da quinoneimina produzida na reacdo de Trinder é diretamente proporcional a
concentragdo de colesterol a um comprimento de onda de 596/694 nm. 8°

* TOOS= N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil) -3-metilanilina

Apolipoproteinas

Os lipidos sdo, por natureza, insoliveis no ambiente aquoso da circulagdo. As
apolipoproteinas sdo constituintes proteicos que auxiliam na solubilidade e que
apresentam também outras funcdes. Sdo doseadas por serem consideradas tédo bons

marcadores de risco cardiaco como os parametros lipidicos convencionais. 384

As apolipoproteinas mais utilizadas sdo a Apo A-l e a Apo B, devido a sua capacidade
discriminatoria em relagdo a patologia aterosclerética. A Apo A-1 encontra-se nas HDL,

enquanto a Apo B existe nas LDL, VLDL e quilomicras. 7

Estes componentes proteicos das lipoproteinas sdo considerados marcadores Unicos
na identificacéo e diferenciacdo das mesmas, podendo informar sobre a sua integridade
estrutural e especificidade funcional. A medi¢&o das Apo A-l e Apo B em individuos com
alteracdes ateroscleroticas significativas demonstra niveis de apolipoproteinas bastante
aumentados, comparando com individuos com valores normais. A determinagdo de
ambas é bastante mais eficaz na identificacdo de individuos de risco do que o seu

doseamento individual. %21

O ensaio para determinacao das Apo A-l e Apo B é um ensaio turbidimétrico reforcado
por polietilenoglicol. Se a amostra contiver uma das apolipoproteinas e um antissoro
especifico, é formado um composto insoluvel que é medido por turbidimetria a 340/694
nm. Por fim, constroi-se uma curva de calibracdo a partir das absorvancias de padrbes

gue auxilia na determinacéo da concentracédo da apolipoproteina em andlise. %%
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Marcadores Cardiacos

A Doenca Isquémica Aguda e a falha cardiaca sdo duas patologias cardiovasculares
que requerem um diagnaostico bioquimico. O Enfarte Agudo do Miocéardio € uma doenca
isquémica que ocorre devido ao desequilibrio entre a entrega e o fornecimento de

oxigénio no miocardio, resultando em dano e eventual morte dos miécitos.

O diagndstico destas patologias tem por base o doseamento de marcadores cardiacos.
Estes marcadores devem apresentar caracteristicas especificas que permitam distinguir
entre doencga cardiaca e outros tipos de doencas, tais como elevada especificidade para
o dano miocardico na presenca de dano no musculo esquelético, alta sensibilidade para

detetar danos cardiacos minimos e a capacidade de monitorizar o progndstico e terapia.
3

Sao utilizados diversos biomarcadores cardiacos, na sua maioria proteinas presentes
no miocardio que diferem na sua localizagdo no midcito, na cinética de libertacdo apds
dano celular e a sua presencga na circulacdo sanguinea. Alguns deles sdo enzimas,
como a creatina quinase (CK) e a sua isoenzima CK-MB, a AST e LDH. Nao é
recomendada a determinacao das duas ultimas devido a sua presen¢a em outros 6rgaos
e respetivas patologias, como é o caso da patologia hepatica onde estas duas enzimas
apresentam um papel importante de diagnéstico. Para além destas, sdo utilizadas

proteinas cardiacas como a mioglobina e as troponinas 1 e T. 3

6x

5x

4x

3x

Aumento

2x

1x

Inicio dos Sintomas Dias

Figura 38. Enzimas e proteinas cardiacas no soro apés um enfarte agudo do miocardio.

(Adaptado de: “Clinical Biochemistry- An lllustrated Colour Text”, 52 Edi¢éo, 2013)
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Tabela 6. Marcadores cardiacos utilizados no diagndstico de enfarte do miocardio.

Marcadores
Cardiacos

Descricéo

Variacdo apos
enfarte

Principio Analitico

Mioglobina

Troponinas
(C,1eT)

Creatina
Quinase
(CK)

Proteina heme de ligacédo
ao oxigénio presente nos
musculos  cardiaco e
esquelético. Utilizada no
diagnéstico da doenca
isquémica aguda faltando-

Ihe, no entanto,
especificidade. 3
Complexo de trés

subunidades proteicas, as
troponinas C,l e T. A sua
principal funcéo é a ligacéo
ao calcio e regulacdo da
contragdo muscular.
Apresentam elevada
sensibilidade e
especificidade para o dano
miocérdico.

As troponinas T (cTNT) e |
(CTNI) sdo as isoformas
mais relevantes no
diagnostico e
monitorizagdo de enfarte
do miocardio. Contudo, a
CcTNI é expressa apenas no
musculo cardiaco
permitindo a diferenciagdo
entre dano no miocérdio e

no musculo esquelético.
3,8,74

Enzima  que  catalisa
reversivelmente a reacao
entre a creatiha e o
trifosfato de adenosina
(ATP) para produzir
creatina fosfato e difosfato
de adenosina (ADP).

Amplamente distribuida
nos tecidos, verificando-se
maior atividade nos
muasculos esquelético e
cardiaco, e tecido cerebral.
A isoenzima mais utilizada

é a CK-MB. 38

A sua concentragédo
aumenta nas primeiras
quatro horas apo6s o
inicio dos sintomas.
Retorna a valores
normais apos dezoito
a vinte e quatro horas.
3

A sua concentragédo
aumenta entre quatro
e dez horas apos o
inicio dos sintomas,
atingindo o pico entre
as doze e quarenta e
oito horas,
permanecendo

elevadas até cerca de

dez dias. 3

Durante um enfarte, os
niveis séricos de CK
aumentam
rapidamente
persistindo durante
dois a trés dias apos o
episodio. No entanto,
ndo é inteiramente
especifico de patologia
cardiaca.

Os niveis de CK-MB
aumentam entre
guatro a oito horas,
atingindo o pico entre
as doze e vinte e
quatro horas,
retomando a valores
normais apos trés

dias. 38

E utilizado um imunoensaio
quimiluminescente direto com

recurso a dois anticorpos
(anticorpo antimioglobina
policlonal de cabra marcado

com um éster de acridina e um
anticorpo antimioglobina
monoclonal de rato ligado a
particulas paramagnéticas). %2

E utilizado um imunoensaio em
sanduiche em trés locais onde é
utilizada tecnologia

quimioluminométrica direta. 93

CK Mgt
Creatina Fosfato + ADP —— Creatina + ATP
HK Mg+
D-Glucose + ATP —— ADP + G6P

G6PD
G6P + NADP* — 6-Fosfoglucono-5-Lactona
+ NADPH
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Avaliacdo do Doente Diabético

A Diabetes Mellitus é a doenga mais comum do metabolismo dos carbohidratos, onde
ocorre hiperglicemia devido a defeitos na secrecdo da insulina ou resisténcia & mesma.
Pode subdividir-se em Tipo 1 e Tipo 2, podendo existir também outros tipos como a
diabetes gestacional. A diabetes tipo 1 resulta da destruicao das células B dos ilhéus de
Langerhans do péancreas, verificando-se insulinopenia absoluta e necessidade de
insulinoterapia para sobreviver. A diabetes tipo 2 esta, muitas vezes, associada a

obesidade, hipertenséo arterial e a dislipidemia, existindo uma insulinopenia relativa.

3,62,94

O diagnostico desta patologia tem por base critérios como a glicémia em jejum, glicémia
as duas horas de prova de tolerancia a glucose oral (PTGO) e hemoglobina glicada. O
diagnostico laboratorial avalia a concentracdo de glucose em circulagao, os niveis de
insulina e outros parametros como a frutosamina, glicosuria e presenca de corpos

cetonicos. 529
Glucose

A glucose pode ser medida a partir de soro, plasma ou do sangue total. Os métodos
mais comumente utilizados sao métodos enzimaticos onde se recorre a glucose oxidase
ou glucose hexoquinase. O método da hexoquinase é considerado mais preciso do que
o anteriormente referido, devido a elevada especificidade da glucose-6-fosfato

desidrogenase. 3

A hexoquinase na presenca de ATP converte a glucose em glucose-6-fosfato. Este
composto conjuntamente com o NADP+ é convertido em 6-fosfogluconato e NADPH
pela acdo da glucose-6-fosfato desidrogenase. O NADPH apresenta absorvancia

maxima a 340 nm, sendo diretamente proporcional a glucose presenta na amostra. 3

Hexoquinase

Glucose + ATP —— > G6P + ADP

G6PD
G6P + NAD* — 6-Fosfogluconato + NADH + H*

Equacdo 17. EquacBes das reagdes de determinagdo da atividade enzimatica da glucose
hexoquinase. A glucose é fosforilada pelo ATP na presenca de hexoquinase, originando glucose-6-
fosfato. A G6P é oxidada pela enzima glucose-6-fosfato desidrogenase provocando a reducéo do
NAD oxidado em NADH. A absorvancia de NADH é medida a 340/410 nm, sendo proporcional a
concentracdo de glucose. %
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Insulina

A insulina é uma hormona peptidica secretada pelas células beta que compbéem os
ilhéus de Langerhans do pancreas. E responsavel pela regulacdo da concentragéo de
glucose no sangue. Surge doenca quando as concentracBes de insulina sdo
inapropriadas para determinados niveis de glucose no sangue. A deficiéncia em
insulina, seja absoluta ou relativa, origina Diabetes Mellitus. 78

A medicao da insulina é utilizada, sobretudo, na avaliacdo de doentes com hipoglicémia.
No entanto, a sua determinacdo pode também ser (til na avaliacdo da resisténcia a
insulina e da sua secrecao, sendo também vantajosa na definicdo da terapia inicial em

doentes com Diabetes do tipo 2. ™

Na determinagéo dos niveis de insulina é utilizado um imunoensaio sanduiche em dois
locais que recorre a tecnologia quimiluminescente direta, onde sao utilizados dois
anticorpos. O primeiro anticorpo € um anticorpo anti-insulina monoclonal de rato
marcado com éster de acridina. O segundo anticorpo € um anticorpo anti-insulina

monoclonal de rato ligado covalentemente a particulas paramagnéticas. %

Frutosamina

s

A frutosamina € resultado da glicagdo da albumina, referindo-se as proteinas
plasméticas cetoaminas. Em alguns doentes diabéticos, sdo necessarios métodos mais
sensiveis do que a HbAlc para evidenciar altera¢cdes na concentracdo de glucose no
sangue. Devido ao facto de as proteinas séricas terem um tempo de semivida mais curto
do que os eritrécitos, a concentracdo sérica de albumina glicada reflete os niveis de

glucose durante um periodo de duas a trés semanas. "

s

A determinacdo da frutosamina € vantajosa pela utilizacdo de amostras de soro e
equipamentos automaticos, o que permite uma execucédo simples e barata. No entanto,
estes métodos podem ser afetados por alteragdes nas proteinas séricas como as que

se verificam nas doengas agudas ou hepaticas. @
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; . Proteinase K 3 .
Proteina glicada ——— Fragementos da proteina glicada

3 . Frutosaminase L.
Fragmentos da proteina glicada —— — Aminoacidos + H,0,

212 , . Peroxidase
H*0* + Cromogénios —— Cor + H,0

Equacédo 18. Equacbes das reacdes de determinacdo da frutosamina. As proteinas glicadas séo
digeridas em fragmentos por acdo da proteinase K. A frutosaminase oxida a ligagéo cetoamina dos
fragmentos de proteinas glicadas, libertando perdxido de hidrogénio. A reagdo que ocorre € uma
reacao colorimétrica que origina cor. A quantidade de cor € medida a 596/694 nm sendo proporcional
a concentragdo de proteina glicada. °7

Avaliacao do Metabolismo do Ferro

O ferro é um elemento essencial ao ser humano encontrando-se distribuido pelo
organismo nas mais diversas formas. A ferritina e hemossiderina constituem as formas
de armazenamento do referido ido, situando-se as suas reservas no figado, baco,
medula 6ssea e musculo. Os hepatdcitos sdo o principal local de reserva, tendo como
funcéo retirad-lo da circulacdo protegendo o organismo de radicais de oxigénio toxicos.
A absorcao deste ido, proveniente da dieta, a partir do intestino é a principal forma da

regulacdo da homeostase do ferro no organismo humano. %8

A maioria do ferro funcional circula nos eritrécitos ligado ao grupo heme da hemoglobina.
Apenas uma pequena fracdo do ferro total do organismo circula no plasma e fluidos
extracelulares encontrando-se ligado a proteina transportadora de ferro, a transferrina.
Esta glicoproteina, para além de transportar o ferro, tem como principal fungcédo a

prevencdo da sua perda através do rim. 39

A deficiéncia em ferro ou sobrecarga séo os maiores distlrbios do metabolismo férrico.

7

A Hemossiderose é a condicdo originada pela sobrecarga de ferro no organismo,
conduzindo a sua deposi¢éo nos tecidos. Se o excesso do referido ido levar ao dano
dos tecidos onde se acumula, evolui para a condicdo de Hemocromatose. Esta condicdo
pode ser hereditaria ou adquirida, através do aumento da ingestéo ou libertagéo do ferro

presente nos eritrocitos. 478

A anemia ferropénica é uma condicdo bastante comum de deficiéncia em ferro. A
anemia desenvolve-se quando a ingestdo de ferro € inadequada, quando existe um
aumento da sua necessidade sem compensacdo da ingestdo ou quando ocorrem

perdas significativas de hemoglobina. #
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Os distarbios referentes ao metabolismo férrico podem ser diagnosticados através da
medi¢do do ferro sérico, da capacidade total de fixac@o do ferro, ferritina e transferrina

séricas.
Ferro Sérico

A concentracdo sérica de ferro é determinada pela absor¢cdo que ocorre no intestino,
pelo armazenamento em diversos 6rgdos e pela taxa de sintese ou perda de

hemoglobina. &

O ferro sérico pode ser determinado por métodos colorimétricos onde o ferro € libertado
da transferrina pelo decréscimo do pH sérico. E reduzido de ferro férrico (Fe®*) a ferro
ferroso (Fe?*) sendo complexado com um cromogénio, tal como a batofenantroina ou
ferrozina. O complexo ferro-cromogénio originado, apresenta uma absorvancia
extremamente elevada a um comprimento de onda aplicavel, sendo diretamente

proporcional a concentracéo de ferro em solugéo.

H+
Transferina (Fe3t) — Apotransferrina + Fe3*
Fe3* + Acido Ascérbico —» Fe?*

Fe?* + Ferrozina - Fe**/ Complexo de Ferrozina

Equacéo 19. Equacdes da reacéo de determinagdo da concentracdo de ferro sérico. O ferro férrico
(Fe3") é separado da transferrina, sendo reduzido a ferro ferroso (Fe?*). A formada reduzida do ido
obtida é complexada com ferrozina, produzindo um croméforo cuja absorvancia se situa entre os 571
e 0s 678 nm. A absorvancia medida é diretamente proporcional a concentrag&o de ferro em solugdo.

Ferritina

A ferritina € uma proteina que se encontra presente em todas as células do corpo,
armazenando o ferro presente nos fluidos biolégicos prevenindo a ocorréncia de danos
oxidativos. Esta proteina nos hepatoécitos e macréfagos fornece uma reserva de ferro

disponivel para a sintese da hemoglobina e outras proteinas heme. 7

Para além da sua funcdo de armazenamento, € também uma proteina de fase aguda
produzida no figado durante a fase aguda da inflamacéo. Isto significa que os niveis
séricos de ferritina podem encontrar-se aumentados devido & presenca de uma infecdo
e ndo de uma deficiéncia em ferro. O valor preditivo deste parametro analitico é fraco
nestas situagdes, sendo elevado para a deficiéncia férrica apenas quando se verifica

um decréscimo do ferro armazenado o que diminui os niveis de ferritina. *
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Os niveis séricos de ferritina podem ser medidos através de métodos imunoquimicos

como a técnica de ELISA.

Transferrina e Capacidade Total de Fixacdo do Ferro

A transferrina é a maior proteina plasmatica de transporte do ferro. E sintetizada no
figado, sendo a sua sintese regulada pelas reservas do ido disponiveis no organismo.
Quando os niveis de ferro no hepatdcito estdo baixos ou ausentes, ocorre um aumento
dos niveis de transferrina em proporc&o a deficiéncia. E, por isso, um indicador precoce

de deficiéncia férrica. 38

O parametro referido pode ser medido diretamente através de metodologia

imunoquimica ou indiretamente pela capacidade total de fixacéo do ferro (TIBC). ©2

A TIBC é uma estimativa dos niveis séricos de transferrina. A quantidade de ferro no
plasma ou soro € limitada pela quantidade de transferrina disponivel para o transportar.
Para medir os niveis desta proteina transportadora, a mesma € saturada pela adicao de
ferro férrico em excesso a amostra. Qualquer ido de ferro que ndo esteja ligado a
proteina é removido. E aplicado um método de determinacéo do ferro sérico total no
soro absorvido, come¢ando com a libertacdo do ferro da transferrina. A quantidade de
ferro detetado representa todos os locais de ligagéo disponiveis na proteina, traduzindo-
se na capacidade total de ligacéo do ferro. 34

100 X ferro sérico
TIBC

Saturacio de Transferrina (%) =

Equacdo 20. Equacéo de obtencéo da Capacidade Total de Fixagdo do Ferro (TIBC). 7

Avaliacdo da Funcao Pancreética

O péancreas é um 6rgéo envolvido no processo digestivo, estando localizado fora do
sistema gastrointestinal. E composto por dois tipos de tecidos morfologica e

funcionalmente diferentes: o tecido enddcrino e o tecido exdécrino. 2

As fungBes enddcrinas do pancreas incluem a producéo de insulina e glucagon, ambas
envolvidas no metabolismo dos carbohidratos. A fungéo exdcrina envolve a producdo
de diversas enzimas que participam no processo digestivo. As referidas enzimas tém a

capacidade de digerir proteinas, carbohidratos e gorduras. 3
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Devido a sua localizacdo no abdomen, as manifestacdes clinicas de patologias
pancreaticas sao inespecificas, levando, muitas vezes, a um diagndstico tardio. Existem
alguns parametros analiticos que permitem detetar alteracBes funcionais no 6rgao,

contribuindo para a elaboracdo de um diagnéstico. 1°°

A pancreatite aguda € uma das doencgas pancreaticas mais comuns. Consiste numa
inflamacao do pancreas provocada pelo dano das células acinares, devido a ativacéo
de enzimas digestivas dentro do parénquima pancreatico. O diagnéstico clinico é
realizado através da observacao dos niveis séricos de duas enzimas produzidas pelo

mesmo: a amilase e lipase. ®
Amilase

A amilase é uma enzima de baixo peso molecular produzida pelo pancreas exdcrino e
pelas glandulas salivares, sendo a Unica enzima plasmatica encontrada na urina. As

isoenzimas predominantes no soro e urina sdo a pancreatica e a salivar. "

A medicao dos niveis séricos desta enzima € util no diagndstico da pancreatite aguda,
em que a sua concentracdo aumenta em 75% dos doentes. No inicio da doenca, a
atividade da amilase aumenta atingindo um pico apos vinte e quatro horas, retornando

ao normal entre trés a cindo dias devido a clearance dos rins. 3

Contudo, patologias que ocorram noutros tecidos podem provocar elevagbes na
concentracdo da amilase. Por essa razdo, um aumento ndo € totalmente especifico do
pancreas. A medicdo da isoenzima pancreatica permite estabelecer um diagnostico

diferencial em doentes com dor abdominal aguda. 37

O ensaio analitico utilizado na medicédo da atividade da amilase pancreatica tem por
base a inibicdo da isoforma salivar por anticorpos monoclonais. S&o incubados dois
anticorpos monoclonais com a amostra de modo a inibir a amilase salivar presente, ndo
afetando a atividade da isoenzima pancreéatica. E utilizado etilideno-p-nitrofenil-

maltoheptdsido como substrato. 10
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Amilase

Etilideno—G,—pNP —— Etilideno—Gx + Gx—pNP

Glucosidase

Gx—-pNP ——— > Glicose + pNP—Glucbésido

Glucosidase

pNP—Glucésido — Glicose + pNP

Equacédo 21. Equag¢des da determinacdo da atividade enziméatica da Amilase Pancreética. O
substrato da reacdo enzimatica € o etilideno-p-nitrofenil-maltoheptésido. A amilase pancreética divide
0 substrato originando oligossacarideos e p-nitrofenol 2, 3 e 4. A glucosidase, enzima indicadora,
liberta 0 p-Np que é detetado a 410/694 nm. Por fim, a glicose terminal é bloqueada impedindo a
clivagem da glucosidase. 101

Lipase

A lipase é uma enzima que hidrolisa as ligacdes éster das gorduras para produzir alcool
e acidos gordos. E encontrada, principalmente, no pancreas, podendo estar também

presente no estdbmago e intestino. 3

Os ensaios clinicos para medi¢é@o da atividade enzimética da lipase séo utilizados para
diagnosticar a pancreatite aguda. A sua concentracdo sérica aumenta na mesma altura
gque a amilase permanecendo elevados, no entanto, por cinco dias enquanto os niveis
de amilase permanecem cerca de trés dias. Por essa razédo, a lipase é considerada mais

especifica na detecédo de patologia pancreatica. 38

Lipase

Amilase

T T T T T T

] 1 2 3 4 5 [ T

Dias apds o inicio do dano

Figura 39. Alteracdes dependentes do tempo na amilase e lipase séricas apés pancreatite
aguda.

(Adaptado de: “Tietz Fundamentals of Clinical Chemistry and Molecular Diagnostics”, 2015)

O ensaio analitico de determinacdo da atividade enzimatica da lipase baseia-se na

producdo de metilresorufina, determinada espetrofotometricamente.
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Ester de 1,2-0-Dilauril-rac- i 1, 2-o-Dilauril-rac-Glicerol +
Glicere-3-Acide Glutirico- Lpase »  FEster de Acide Glutdrico-
(6 metilresorufina) (6 metilresorufina)

Decomposicdo

B Metilresorufina+ Acido Glutdrico
Espontinea

Ester de Acido Glutirico-
(6'metilresorufina)

¥

Equacédo 22. Equages de determinagdo da atividade enzimatica da Lipase. O substrato cromogénico
da lipase é clivado pela agdo da lipase originando 1,2-o-dilauril-rac-glicerol e um éster de &cido
glutarico (6”-metilresorufina), que se decompde espontaneamente para formar acido glutarico e
metilresorufina. A atividade da lipase é diretamente proporcional a produgdo de metilresorufina,
determinada a 571/694 nm. 102

Avaliacao da Funcéo Tiroideia
A Tiroide é uma glandula que se divide em l6bulos compostos por diversos foliculos. Os
foliculos sé&o estruturas em forma de anel que rodeiam uma cavidade fechada contendo
o coloide, as hormonas da tiroide e a tiroglobulina (Tg). Esta glandula contém também

células parafoliculares responsaveis pela sintese e secre¢cdo da calcitonina, uma

hormona essencial ao metabolismo do céalcio. "®

As hormonas produzidas pela tiroide séo a tiroxina (T4) e a triiodotironina (T3), assim
COMO 0S seus precursores, a monoiodotirosina (MIT) e a diiodotirosina (DIT). Tém como
funcdes o controlo do metabolismo basal, a estimulacdo do desenvolvimento neuronal

e crescimento normal, promocéo da maturacdo sexual, entre outras. ™

A disfuncéo da tiroide € uma das doencas enddcrinas mais comuns na pratica clinica.
As patologias mais comuns sao o hipertiroidismo, o hipotiroidismo, a gota e os n6dulos
da tiroide. 3

Existem diversos testes laboratoriais que permitem avaliar a evolucdo dos doentes com
suspeita de disfunc¢éo tiroideia. Entre eles, o doseamento das hormonas da tiroide T4 e
T3, e das suas formas livres, FT3 e FT4, da TSH, aTPO e aTg. *

Tiroxina Total (T4) e Tiroxina Livre (FT4)

A T4 € uma hormona tiroideia produzida no coloide, através do acoplamento de duas
moléculas de DIT, por acdo da tiroide peroxidase (TPO). A secrecdo desta hormona
para a circulagédo € influenciada pela hormona estimulante da tiroide (TSH) e por um

mecanismo de feedback negativo que envolve a tiroide, a hipdfise e o hipotalamo. 7478103

A T4 circula ligada a proteinas transportadoras como a globulina ligante da tiroxina

(TBG), albumina e pré-albumina ligante da tiroxina. A por¢do desta hormona que nao
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se liga a proteinas de transporte é denominada de tiroxina livre (FT4), sendo

metabolicamente ativa. 8103

A medicao da T4 total consiste no doseamento da secrecdo da T4 secretada pela tiroide,
tanto ligada como livre, sofrendo influéncia direta dos niveis de hormonas
transportadoras. Os resultados obtidos devem ser analisados em conjunto com os niveis
de TBG, TSHe FT4.8

Triiodotironina Total (T3) e Triiodotironina Livre (FT3)

A T3 é uma hormona produzida pela tiroide resultando da unido de uma molécula de
MIT e uma molécula de DIT, por acdo da TPO. E também produzida através da

conversao periférica da T4 em T3, 78104

Em semelhanca a T4, a T3 circula ligada a proteinas transportadoras. No entanto,

encontra-se, maioritariamente, no estado livre. 78

A medicdo da T3 total presente no soro é util na confirmacdo do diagndstico de
hipertiroidismo, especialmente em doentes com valores normais ou minimamente
elevados de T4. Contudo, o seu tempo médio de vida em circulacdo € curto o que

dificulta o seu doseamento. 3378

Hormona Estimulante da Tiroide (TSH)

A secrec¢do das hormonas da tiroide € estimulada pela hormona estimulante da tiroide
(TSH), produzida na hipdfise. Esta é, por sua vez, estimulada pela hormona libertadora
da tirotroponina (TRH), secretada pelo hipotalamo. A sua sintese esta dependente de

um processo de feedback negativo que envolve as concentracées de FT3 e FT4, 3378105

A determinagdo da TSH presente numa amostra € utilizada para monitorizar a
funcionalidade da tiroide, auxiliando no diagnéstico do hipertiroidismo e hipotiroidismo e

na monitorizacéo da terapia de reposicéo desta glandula. 8

E o parametro laboratorial que melhor reflete o estado em que se encontra a tiroide.
Devera ser o primeiro parametro medido, seguindo-se da FT4 se o valor de TSH estiver

baixo e do anticorpo anti-peroxidase da tiroide (aTPO) se o valor for elevado.®

89



Relatorio de Estagio — Mariana Teles

Anticorpos Anti-Tiroglobulina (Anti-Tqg)

Os autoanticorpos contra a tiroide sdo produzidos em resposta a doencgas autoimunes
desta glandula. Nestas patologias, ocorrem danos celulares por ligagdo dos anticorpos
as membranas das células, originando lise celular e reacbes inflamatérias. Por

consequéncia, advém uma alteracdo da funcédo normal da tiroide. "

A tiroglobulina é sintetizada e secretada pelos foliculos que compdem a tiroide. E uma
hormona que reflete a presenca de massas e danos nesta glandula, encontrando-se
aumentada na doenca de Graves, tiroidite e na gota nodular. Para além disso, é utilizada
na monitorizacdo da recorréncia de diversos tipos de cancro da tiroide. No entanto, o
seu valor clinico é limitado devido a presenca de autoanticorpos anti-tiroglobulina,

originando niveis séricos muito elevados ou muito diminuidos. @

O doseamento de autoanticorpos anti-Tg é bastante util na identificacdo de doentes com
doencas autoimunes da tiroide. Estes anticorpos podem ser detetados em doentes com
doenca de Graves e conjuntamente com anticorpos anti-peroxidase tiroideia em doentes
com tiroidite de Hashimoto. No entanto, devido a heterogeneidade da Tg, estes
anticorpos podem ser detetados noutras patologias autoimunes, como a artrite

reumatoide, anemia perniciosa e diabetes mellitus do tipo 1. ¢

Anticorpos Anti-Peroxidase Tiroideia (aTPO)

A tiroide peroxidase (TPO) é uma glicoproteina ligada a membrana que medeia a
oxidagao do iodeto e a incorporagdo da iodina nos residuos de tirosina da tiroglobulina.
Esta enzima catalisa as duas reacdes oxidativas responsaveis pela transformacéo da

Tg em hormonas da tiroide. &8

Os anticorpos anti-TPO estdo envolvidos no processo de destruicdo dos tecidos
associado com o hipotiroidismo na doenga de Hashimoto e tiroidite atropica. A detecao

destes autoanticorpos é Util na identificacdo de doentes com doenga autoimune da

tiroide, sendo a sua testagem indicativa por si s6 da presenca destas patologias. 78107
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Avaliacdo do Metabolismo Fosfocélcico

O esqueleto € um 6rgdo metabolicamente ativo cuja remodelagéo é continua ao longo
da vida. A sua remodelacdo é necessaria para manter a integridade estrutural do
esqueleto assim como para assegurar as funcdes metabdlicas de armazenamento de

célcio e fosforo. 78

Os ossos dividem-se em 0sso cortical e 0sso trabecular. A fun¢édo do osso cortical é,
essencialmente, mecanica e protetora, enquanto 0 0sso trabecular é metabolicamente
ativo. Ambos sdo compostos por minerais inorganicos, como o calcio e fésforo, e por

uma matriz organica. 48

O processo de remodelagdo Ossea ocorre devido a acdo dos osteoclastos e
osteoblastos, as principais células do tecido 6sseo. Os osteoclastos reabsorvem o 0sso
através da hidrdlise da matriz organica. Os osteoblastos sintetizam a matriz organica e

controlam a mineralizagdo da mesma. 778

A concentragéo plasmética do célcio, fosfato e magnésio € dependente do balango entre
a deposicdo mineral e reabsorcdo 0ssea, absorcao intestinal e excregéo renal. Estes
processos séo regulados pelas hormona paratiroideia (PTH), calcitonina e 1,25-

dihidroxivitamina D. 78
Calcio

O calcio (Ca2+) é um dos catides mais prevalentes no corpo humano. No soro, existe
em trés formas distintas: livre ou ionizado, a forma fisiologicamente ativa, complexado
a diversos anides e ligado a proteinas. Para além disso, também se subdivide em calcio
intracelular, importante na contragdo muscular e divisao celular, e em calcio extracelular,

necessario a mineralizacédo éssea e coagulacdo sanguinea. 7

A homeostase do Ca2+ € mantida devido a agdo da PTH, 1,25-dihidroxivitamina D e
calcitonina. Os principais 6rgdos envolvidos na sua manutencdo sdo o esqueleto, 0s rins
e o intestino. Estas hormonas regulam o calcio sérico através da alteracdo da taxa de

secrecdo em resposta as alteracdes na concentracdo de célcio ionizado. 3

Quando o conjunto de processos que regula o metabolismo calcico se encontra

desregulado, podem advir patologias como a Hipercalcemia e a Hipocalcemia.

A Hipercalcemia corresponde ao aumento dos niveis de Ca2+ em circulacao,

comparativamente ao valor normal expectavel. Pode ser provocada por alteragdes nos
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orgdos-alvo do metabolismo do célcio ou por causas enddcrinas. A nivel enddcrino,
podem ocorrer alteracdes nos recetores do calcio na paratiroide e libertacdo da PTH, ou

alteracGes funcionais da vitamina D. 3

A Hipocalcemia verifica-se quando existe uma diminuicdo dos niveis de célcio sérico.

Em semelhanca a hipercalcemia, pode ser provocada por alteragcbes na glandula

paratiroide ou no metabolismo do magnésio. 3

A determinacdo do Ca2+ em amostras de soro, plasma ou urina permite diagnosticar

patologias ao nivel da glandula paratiroide, tecido 6sseo, rins, entre outras.

Um dos métodos mais utilizados na determinacdo do célcio ionizado recorre ao orto-

cresolftaleina-complexona (CPC) para formar um complexo com o Ca2+.2

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

Equacdo 23. Equagdo da determinagdo do Ca?* ionizado. No método da orto-cresolftaleina-
complexona (CPC), a amostra € acidificada originando a libertagdo do Ca?* complexado e ligado a
proteinas. De seguida, em solugdo alcalina, a o-cresolftaleina-complexona forma um cromoéforo
vermelho com o célcio que é medido a 570/580 nm. 74108

Fosforo Inorgéanico

Os compostos fosfato sdo encontrados em todas as células vivas e participam em
diversos processos bioquimicos. O foésforo subdivide-se em fosforo orgénico e

inorganico. O fésforo inorganico é a fragcdo medida no soro e plasma. "

O fosfato presente no sangue pode ser absorvido no intestino a partir da dieta, libertado
das células para a circulacao e perdido pelo osso. A perda de regulacao por parte dos
rins altera a sua concentracdo no sangue. No entanto, existem outros fatores como a
vitamina D e a calcitonina que afetam a regulacdo renal do fosfato. O fator mais
importante € a PTH, cuja funcdo € baixar a concentra¢éo no sangue através do aumento

da excrecéo renal. 3

A concentracao sérica de fosforo apresenta um ritmo circadiano, sendo mais elevada
durante a manha e mais baixa durante a noite. Para além disso, esté sujeita a alteracdes

secundarias a fatores ambientais como a dieta, insulina e fungédo renal. 8

A alteracdo na concentragdo sérica de fosfato pode originar Hipofosfatemia e

Hiperfosfatemia.
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A Hipofosfatemia ocorre quando a concentracdo de fosfato inorganico se encontra
abaixo dos valores de referéncia. Pode ser provocada pela mudanca do fosfato do
espaco extracelular para o intracelular, desperdicio renal, decréscimo da absorcao
intestinal e perda do fosfato intracelular. A secrecédo excessiva de PTH pode originar

perda de fosfato na urina.

A Hiperfosfatemia, aumento da concentracdo sérica de fosfato inorgéanico, é secundaria
a incapacidade renal de excrecao do fosfato, como na falha renal. Ocorrem ligeiros
aumentos do fosfato sérico em individuos com niveis baixos de PTH, resisténcia a PTH

ou acromegalia. Um rapido aumento pode estar associado com a hipocalcemia. "

Os diversos métodos utilizados baseiam-se na reagéo dos ides fosfato com molibdato

de aménio para formar um complexo fosfomolibdato, medido espetrofotometricamente.
74

H+
Fosfato + Molibdato — Composto Fosfomolibdato

Equacédo 24. Equacédo da reacdo para determinacgdo do fosfato inorganico. O fésforo inorganico
reage com o molibdato de aménio na presenca de acido sulflrico para formar um composto
fosfomolibdato ndo reduzido, medido numa reagdo de ponto final a 340/658 nm. 10°

Magnésio

Os iBes magnésio (Mg2+) sdo os segundos catibes mais abundantes depois do
potassio. O Mg2+ é cofator em diversos sistemas enzimaticos e importante em
processos bioquimicos dependentes deste catido como a glicélise, metabolismo

oxidativo e transporte transmembranar de potassio e célcio. ®2

A regulacdo da concentracdo de magnésio é controlada, sobretudo, pelo rim que
consegue reabsorver Mg2+ em caso de deficiéncia ou excretar rapidamente o excesso
em casos de sobrecarga. Para além disso, esta regulagéo esta relacionada com os

niveis de célcio e sodio. 2

A homeostase do Mg2+ é também afetada pela PTH, cuja funcdo é aumentar a
reabsorcao renal de magnésio e a sua absorcao no intestino. No entanto, mudancas

nos niveis Ca2+ tém um grande efeito na secre¢do da hormona referida. 3

As patologias que surgem devido a alteragBes na concentracdo sérica de magnésio sdo

a Hipomagnesemia e a Hipermagnesemia.
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A Hipomagnesemia corresponde ao decréscimo dos niveis de magnésio em circulagao.
Pode ter diversas origens, entre as quais patologias severas que afetem o sistema
endocrino como o hipertiroidismo e a hipercalcemia, aumentando a excrecéo renal de

Mg2+ por excesso de ides Ca2+. 2

A Hipermagnesemia, o0 aumento da concentracdo de magnésio no soro, esta também
associada a doencas enddécrinas. Patologias na tiroide que provoquem a deficiéncia em
tiroxina, por exemplo, provocam um decréscimo da reabsorcdo tubular de Mg2+

elevando a sua concentragéo. 3

O magnésio total € medido através de métodos espetrofotométricos que utilizam

reagentes como o azul de xilidil.

O~
Azul de xilidil + Mg?*t — Complexo de azul de xilidil (Mg?")

Equacédo 25. Equacgéo da reacdo de determinacdo da concentracdo de Magnésio total. Os ides de
magnésio reagem com o azul de xilidil em solucéo alcalina para formar um composto colorido soltvel
em agua. A concentracdo de magnésio na amostra € diretamente proporcional ao aumento da
absorvancia do azul de xilidil a 505/694 nm. 11°

Hormona da Paratiroide

A PTH é secretada a partir das glandulas paratiroides localizadas na tiroide. Existem

multiplos fatores que controlam a libertacdo de PTH, dos quais o calcio e 0 magnésio.
3,78

A principal funcdo da PTH €& manter constante a concentracdo de calcio ionizado no
fluido extracelular através da estimulacdo da reabsorcdo osteoclastica e libertacdo do
calcio e fosfato a partir do 0sso, estimulagdo da reabsorcdo de calcio e inibicdo da

reabsorcéo de fosfato nos tabulos renais, etc. @

As glandulas paratiroides possuem recetores especializados de célcio que respondem
ao aumento ou diminuicdo do mesmo pelo aumento ou decréscimo da secre¢édo de PTH.
O processo que regula a libertacdo desta hormona, em resposta aos niveis de calcio, €

um processo enddcrino de feedback negativo. 3

As principais doencas associadas a secrecdo de PTH sdo o hiperparatiroidismo e o

hipoparatiroidismo.

O hiperparatiroidismo corresponde a secrecdo descontrolada de PTH,
independentemente da concentracdo plasmatica de célcio. E a principal causa de

hipercalcemia. ©2
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O hipoparatiroidismo consiste no decréscimo dos niveis de PTH em circulagdo. Esta
patologia origina uma baixa excrecdo de fosfato pelos rins, estando na origem da

hiperfosfatemia. 62

O doseamento dos niveis de PTH, para além do diagnéstico da hipercalcemia e
hiperfosfatemia, s&o utilizados para avaliar outras doencas 0sseas, incluindo a

osteoporose. 11!

A determinacdo da PTH é realizada através de um imunoensaio do tipo sanduiche
efetuado em dois locais que utiliza tecnologia quimioluminométrica direta, recorrendo a

dois anticorpos anti-humanos da PTH. 111
Calcitonina

A calcitonina é sintetizada e secretada pelas células parafoliculares da tiroide, e atua
nos 0SsS0S, rins e trato gastrointestinal. A concentrac@o de célcio ionizado é o principal
regulador da secrecéo de calcitonina. @

Esta hormona é secretada em resposta a estimulos hipercalcémicos, reduzindo a
concentracdo de calcio pela inibicdo da PTH e da vitamina D. Para além disso, a
calcitonina inibe a reabsorcdo osteoclastica bloqueando a libertagéo de calcio e fosfato
a partir do osso. 33

Podem ser encontrados niveis elevados de calcitonina em diversas patologias,
nomeadamente, no carcinoma medular da tiroide. Para além disso, pode estar
aumentada em doencas leucémicas e mieloproliferativas. Elevagfes desta hormona

acompanham o hiperparatiroidismo, insuficiéncia renal e doenca inflamatoria crénica.
112

O doseamento da calcitonina pode ser realizado através de imunoensaio sanduiche
automatizado que utiliza quimioluminescéncia direta. E utilizado um anticorpo

recombinante marcado com um éster de acridina.
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Anexos

Linfécitos B

Leucemia a Hairy

Linfoma do Manto

Anexo 1. Perfil Imunofenotipico de Patologias Linfoproliferativas dos

Linfoma de Burkitt

Crénica B Cells
e CD19+ e CD19+ e CD19+ e CD19+
e CD20+(forte) | o CD20+ e CD20+
: gg;g N g:gig; e CD22+(forte) s CD22+ . CD22+
«  CD79 + (fraco ou e CD79 + e FMC7+ e CD79a
ausente) e FMC7+ e CD5+ e CD10+
e CD5+ e CD1lilc+ e CD43 + e (CD38+
e CD23+ o CD25+ ¢ CD23-(podeser e CD43+
e CDI10- e (CD103 + positivo fraco) e CD77+
e CD38(expressio | °® CD123+ ¢ CD10- s CD5
variavel sendona | *  CD> » Expressao de e CD23-
maioria das vezes | ® CD10- IgM ou Igb e CD34-
negativo) Restri¢éo de (forte) . e CD18 (expressao fraca ou
o Expressdo cadeias leves | Restricdo de cadeias ausente)
reduzida ou (kappa ou lambda) | leves lambda (mais | ¢  CD54 (expresséo fraca ou
ausente de frequente do que ausente)
cadeias pesadas kappa) e CD44-
de IgM ou IgG e Expresséo de
e  Expressédo imunoglobulinas de
reduzida ou membrana (geralmente
ausente de lgM)

cadeias leves
kappa ou lambda

Restricdo de cadeias

(kappa ou lambda)

leves

(Adaptado de: “Perfis Imunofenotipicos caracteristicos das doengas linfoproliferativas de células B”, 2014)
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Anexo 2. Valores de Referéncia em Hematologia

Parametros Valores de Referéncia Unidades
Homem Mulher
Eritrécitos 43-5.9 35-55 X 10%2/L
Hemoglobina 13.5-175 12.0-16.0 g/dL
Hematdcrito 41.0-53.0 36.0-46.0 %
Hemoglobina Globular Média (HGM) 25.0-35.0 pg
Volume Globular Médio (VGM) 80.0 — 100.0 fL
Concentracdo de Hemoglobina Globular Média 31.0-36.0 %
(CHGM)
RDW 11.5-145 %
Reticulécitos 05-15 %
Leucdcitos 45-11.0 x 10%/L
Neutréfilos Segmentados 54.0 - 62.0 %
Neutro6filos em Banda 3.0-5.0 %
Eosinéfilos 1.0-3.0 %
Basofilos 0-0.75 %
Linfécitos 25.0-33.0 %
Monécitos 3.0-7.0 %
Plaquetas 150.0 — 400.0 x 10%/L
Volume Plaquetar Médio (VPM) 7.0-12.0 fL
Velocidade de Sedimentagao 0-15.0 0-20.0 mm/1h
Tempo de Protrombina (PT) <12 s
INR 2.0-3.0
Tempo Parcial de Tromboplastina Ativado (APTT) <28 S
Tempo de Trombina <21 s
Fibrinogénio 220 — 498 mg/dL
Fatores da Coagulagéo V, VI 50 — 150 %
Fator da Coagulacao VIl 50 — 186 %
Antitrombina (AT) 78 — 126 %
Atividade da Proteina C 70 — 140 %
Atividade da Proteina S 65 — 140 %
D- dimeros 110 - 240 ng/mL
Anticoagulante Lupico Diminuido em > 8 S
Hemoglobina Glicada <6 %

(Adaptado de: “Valores Laboratoriais de Referéncia”, 2018; “Rodak’s Hematology- Clinical Principles and
Applications”, 52 edicdo, 2015)
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Anexo 3. Padrbes Nucleares de Fluorescéncia na determinacéo de

Padrao Nuclear

Anticorpos Antinucleares (ANA) 41113

Descricao

Antigénios Alvo

Patologias Associadas

Homogéneo (AC-1)

Finogranular Denso

(AC-2)

Centromero
(AC-3)

Mosqueado (AC-5)

Nucleolar homogéneo

(AC-8)

Fluorescéncia homogénea do
nucleo celular. Nucleos
corados  dependendo  do
substrato. Células em mitose
com cromatina corada.

Padrdao  Finogranular  nos
nicleos das células em
interfase. Os nucleos
apresentam granulacéo
irregular. A placa metafasica
apresenta padrao granular com
granulos grosseiros
caracteristicos.

Granulos nas células em
interfase e alinhados na placa
equatorial em células em
mitose.

Nucleoplasma granular
pontilhado. Células em mitose
apresentam cromatina sem
fluorescéncia. Nucléolos com
ou sem coloracéo.
Fluorescéncia difusa de todo o
nucléolo com auséncia de
fluorescéncia na placa
metafasica cromossomica.

dsDNA
ssDNA
Nucleossomas
Histonas

DFS70

CENP-AeB

hnRNP
U1-nRNP
Sm
RNA polimerase I

PM-Scl

LUpus Eritematoso Sistémico
LUpus Eritematoso Sistémico
induzido por medicamentos
Artrite Idiopatica Juvenil

N&o esta associado a doenga
autoimune sistémica.
Pode ser observado, raramente,
no Sindrome de Sjogren,
Esclerose Sistémica e LUpus
Eritematoso Sistémico.

Esclerose Sistémica Progressiva

Lupus Eritematoso Sistémico
Doenca Mista do Tecido
Conjuntivo

Esclerose Sistémica Progressiva
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Proteinas
Constituintes

Fracdes

Aumentadas

Fracdes

Diminuidas
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Anexo 4. Valores de Referéncia da Eletroforese de Proteinas

Valores de
Referéncia

Unidades

Albumina

Alfa-1

Alfa-2

Beta

Gama

Albumina

al-antitripsina  a1-
lipoproteina  a1-
glicoproteina acida
a-fetoproteina

a2-macroglobulina
haptoglobina
ceruloplasmina

Transferrina
Hemopexina
Complemento C3
B-lipoproteinas
B2-microglobulina

Imunoglobulinas G, A,
D,EeM

Desidratacao aguda

Estados Inflamatérios
Gravidez

Sindrome nefrético
Estados Inflamatérios
Contracetivos orais
Terapia com
corticosteroides
Hipertiroidismo

Hiperlipidemia
Hemoglobinemia
Anemia ferropénica

Gamopatias
monoclonais

- Analbuminémia
- Gravidez
- Doenga hepatica

- Deficiéncia em a;-

antiprotease

- Hemdlise in vivo
Doenca Hepética

- Hipo- 8 -
lipoproteinemias

Imunodeficiéncia

52 -65

3.2-56

25-5.0

0.1-04

7.0-13.0

04-1.2

8.0-14.0

05-11

12.0-22.0

05-1.6

% de proteinas
totais

g/dL

% de proteinas
totais
g/dL

% de proteinas
totais

g/dL

% de proteinas
totais

g/dL
% de proteinas
totais

g/dL

(Adaptado de: “Pocket Guide To Diagnostic Tests”, 2012 ; “Henry’s Clinical Diagnosis and Management by Laboratory
Methods”, 232 edigao, 2016)
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Anexo 5. Principios Analiticos utilizados na valéncia de Bioquimica

Principio Analitico

Descricao

Analisador

Espectrofotometria

Turbidimetria

Integrated
Multisensor
Technology

Quimioluminescéncia

Consiste na medi¢do da intensidade da luz em determinados comprimentos de onda. O
feixe de luz proveniente da fonte luminosa atravessa a fenda de entrada e atinge o
monocromador que seleciona uma gama especifica do espectro. Segue para a cuvete
onde é absorvida parte da energia radiante. A luz ndo absorvida passa para o detetor
sendo convertida em energia elétrica que é quantificada pelo medidor. 4114

0

Fonte Luminosa Fenda de Monocromador Fenqa de Cuvete Detetor Medidor
Entrada Saida

E uma técnica de medic&o da luz dispersa, sendo utilizado um espectrofotémetro para
determinar a concentragdo do analito na amostra. A quantidade de luz bloqueada pela
suspenséo de particulas depende néo sé da concentracédo, mas também do seu
tamanho. A turbidez da solugédo diminui a intensidade do feixe incidente enquanto este
atravessa as particulas em solucéo. A medicéo deste decréscimo de intensidade é
denominada de turbidimetria. 1

O A-LYTE® Integrated Multisensor € utilizado na determinagdo quantitativa dos ides
sadio, potassio e cloro em soro, plasma e urina. O multisensor € composto por um
conjunto de quatro sensores, em que trés desses sdo seletivos para o sédio, potassio
e cloro, e o dltimo de referéncia. A amostra diluida pelo analisador é colocada no
sensor e os ides Na*, K* e Cl estabelecem um equilibrio com a superficie do elétrodo.
O potencial elétrico gerado dessa interagdo é comparado ao potencial elétrico
produzido numa solucéo padrédo. A concentragéo dos ides € obtida através da
equacéo de Nernst. ®

Consiste na emissao de luz quando um eletréo regressa de um estado excitado ou de
maior energia para um nivel de energia mais baixo. A reacdo de excitagdo é
provocada por uma reagdo quimica com compostos como luminol ou ésteres de
acridina. A radiacédo emitida é medida pelo tubo fotomultiplicador (PMT) que se
encontra presente no analisador e o sinal obtido é relacionado com a concentragéo do
analito presente na amostra.’*1®

Atellica®
Chemistry
Analyzer

Atellica®
Chemistry
Analyzer

Atellica®
Chemistry
Analyzer

Atellica®
Immunoassay
Analyzer
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Anexo 6. Principios analiticos dos parametros bioquimicos da Tiroide

Parametros Laboratoriais

Principio Analitico

Tiroxina Total (T4)

Tiroxina Livre (FT4)

Triiodotironina Total (T3)

Triiodotironina Livre (FT3)

Hormona Estimulante da
Tiroide (TSH)

Anticorpos Anti-Tiroglobulina
(Anti-Tg)

Anticorpos Anti-Peroxidase
Tiroideia (Anti-TPO)

O doseamento é realizado por um imunoensaio competitivo de
quimiluminescéncia direta. A T4 presente na amostra compete com a T4 ligada
covalentemente a particulas paramagnéticas na fase sélida por um anticorpo
anti-T4 monoclonal de rato marcado com éster de acridina. A quantidade da
hormona presente na amostra é inversamente proporcional a quantidade de
unidades de luz relativa detetadas pelo equipamento analitico. 1%

O principio analitico € semelhante ao da T4. A hormona na sua porgao livre
presente na amostra compete com a T4 marcada com éster de acridina por um
anticorpo anti-T4 policlonal biotinilado de coelho. O anticorpo anti-T4 marcado
com biotina esté ligado a avidina que, por sua vez, esta ligada por covaléncia as
particulas paramagnéticas na fase sélida. A quantidade de FT4 presente na
amostra analisada é diretamente proporcional a quantidade de unidades de luz
relativa detetadas pelo sistema. 16

O doseamento da T3 é efetuado através de um imunoensaio competitivo de
quimiluminescéncia direta. Como descrito para o doseamento da T4, a T3
presente na amostra compete com um analogo da T3, ligado por covaléncia as
particulas paramagnéticas na fase sélida, por anticorpos anti-T3 monoclonais de
rato marcados com éster de acridina. A quantidade de unidades de luz relativa
detetadas é inversamente proporcional a quantidade de T3 presente na
amostra. 104

A FT3 pode ser quantificada recorrendo & mesma tecnologia. A FT3 vai
competir com um analogo da T3, ligado a particulas paramagnéticas na fase
sélida, por anticorpos anti-T3 monoclonais de rato marcados com éster de
acridina. A FT3 presente apresenta uma relagao inversa com as unidades de luz
relativas detetadas. '’

O ensaio de quantificacdo da TSH é um ensaio de terceira geragéo onde ocorre
uma reacdo entre um anticorpo anti-FITC monoclonal ligado a particulas
paramagnéticas, um anticorpo anti-TSH monoclonal de rato marcado com FITC,
um rastreador composto por um éster de acridina e um anticorpo anti-TSH
monoclonal de rato conjugado com albumina de soro bovino para detegéo
quimioluminométrica. A concentragdo da hormona presente na amostra esta
diretamente relacionada com as unidades de luz relativa detetadas pelo sistema
analitico. 1%

O ensaio de detecdo dos anticorpos anti-Tg consiste num imunoensaio de ponte
de analito automatizado que recorre a quimiluminescéncia direta de um éster de
acridina. E utilizada tiroglobulina humana marcado com um éster de acridina na
fase sdlida. A Tg é biotinilada e pré-formada de acordo com particulas
paramagnéticas revestidas por estreptavidina. O anti-Tg presente na amostra
liga-se a tiroglobulina na fase solida, formando uma ponte. Existe uma relagéo
direta entre a concentragao de analito presente e a quantidade de unidades de
luz relativa detetadas. 1%

A detec¢édo dos anti-TPO é efetuada através de um imunoensaio competitivo que
recorre a quimiluminescéncia. O anti-TPO na amostra compete com o anti-TPO
monoclonal de rato, ligado a particulas paramagnéticas na fase sélida, por TPO
humana complexada com um éster de acridina marcada com um anticorpo anti-
TPO. A quantidade de anti-TPO na amostra € inversamente proporcional a
quantidade de unidades de luz relativa detetadas. %
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Parametros Tipo de Amostra Valores de Referéncia Unidades
Homem Mulher
Acido Urico Soro 4-85 27-73 mg/dL
Albumina Soro 38-5 g/dL
Amilase Soro 16 — 120 unidades somogyi/ dL
Aspartato Amino-Transferase Soro 8-33 U/L a 37°C
(AST)
Alanina Amino-Transferase Soro 4 - 36 U/L a 37°C
(ALT)
Apo A Soro 80 - 151 80 - 170 mg/dL
Apo B Soro/ Plasma 50 - 123 25-120 mg/dL
Bilirrubina Total Soro 01-1.2 mg/dL
Bilirrubina Conjugada Soro <0.3 mg/dL
Calcio (lonizado) Soro 4-48 mg/dL
Célcio (Total) Soro 9.2-11.0 mg/dL
Calcitonina Soro 25 20 pg/mL
Cloro Soro 95 - 103 mmol/L
Colesterol Total Soro 150 — 250 mg/dL
Colesterol HDL Plasma 40 - 60 mg/dL
Colesterol LDL Soro/Plasma 60 - 130 mg/dL
Creatina Quinase (CK) Soro 55-170 30- 135 U/L a 37°C
Creatinina Soro/ Plasma 06-1.2 mg/dL
Urina (24h) 1-2 0.8-1.8 g/dia
Clearance da Creatinina Soro/ Plasma e Urina 107 - 139 87 - 107 mL/min
Capacidade Total de Fixagao do Soro 250 - 400 pg/dL
Ferro
Ferro Soro 60 — 150 pg/dL
Ferritina Soro 15 - 200 12 - 150 ng/mL
Fosfatase Alcalina (ALP) Soro 20-130 U/L a 37°C
Foésforo Inorganico Soro 23-47 mg/dL
Frutosamina Soro 15-27 mmol/L
Gama-Glutamiltransferase Soro 5-40 U/L a 37°C
Glucose Soro/ Plasma 70 - 110 mg/dL
Hormona Estimulante da Soro 05-5 pu/mL
Tiroide (TSH)
Hormona da Paratiroide (PTH) Soro 10-50 pg/mL
Insulina Plasma 11 - 240 puU/mL
Lactato-Desidrogenase (LDH) Soro 50 - 200 U/L
Lipase Soro 14 - 280 muU/mL
Magnésio Soro 0.65—1.05 mmol/L
Microalbuminaria Urina (24h) 15 -150 mg/dia
Mioglobina Soro <90 ug/L
Potassio Plasma 3.8-5 mmol/L
Proteinas Totais Soro 6-7.8 g/dL
Proteinuria Urina (24h) 40 - 150 mg/dia
Saédio Plasma 136 — 142 mmol/L
Triiodotironina Total (T3) Soro 80 — 200 mg/dL

(Adaptado de: “Henry’s Clinical Diagnosis and Management by Laboratory Methods”, 232 edigdo, 2016; “Laboratory

Medicine- The Diagnosis of Disease in the Clinical Laboratory”, 22 edigao, 2014)
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Anexo 7. Valores de Referéncia em Bioquimica (continuagéo)

Parametros Tipo de Amostra Valores de Referéncia Unidades
Homem Mulher

Tiroxina Total (T4) Soro 55-125 pg/dL
Tiroxina Livre (FT4) Soro 0.9-23 ng/dL
Transferrina Soro 200 - 380 mg/dL
Triglicéridos Soro 10-190 mg/dL
Troponinal Soro <2 mg/mL
Ureia Soro 8-23 mg/dL

(Adaptado de: “Henry’s Clinical Diagnosis and Management by Laboratory Methods”, 232 edi¢do, 2016; “Laboratory
Medicine- The Diagnosis of Disease in the Clinical Laboratory”, 22 edigao, 2014)
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Resumo

Atualmente, o diagndstico clinico e vigilancia de um individuo depende, sobretudo, da recolha
de sangue através de puncdo venosa. Muitas das vezes, esse tipo de procedimento ndo é
bem aceite pelo utente devido ao desconforto que Ihe é provocado. Para além disso, a colheita
de sangue venoso deve reger-se por protocolos de qualidade que garantam a mitigacdo de
fontes de variabilidade que podem comprometer o resultado obtido. Surgem novos métodos
laboratoriais que tém como objetivo simplificar o processo de diagnostico e monitorizacao,

dos quais os dried blood spots.

Os dried blood spots sdo um método de analise em que é realizada uma punc¢éo do dedo,
calcanhar ou orelha do utente, sendo obtida uma amostra de sangue capilar. A amostra obtida
€ colocada num cartdo de papel de filtro, armazenada sob condi¢des especificas e depois
analisada. A sua utilizacé@o principal é no rastreio neonatal, onde séo investigados possiveis
distlrbios metabdlicos. Contudo, este método pode ser utilizado a nivel laboratorial para
diagnostico e monitorizagéo de infegdes virais tal como o virus da Imunodeficiéncia Humana,
Hepatites B e C, Citomegalovirus, entre outros. Neste tipo de analise, € medido o titulo de
anticorpos, antigénios ou acidos nucleicos presentes na gota de sangue obtida, podendo ser

diagnosticada uma infecéo viral recente ou remeter para uma infegédo antiga.

Este método apresenta-se vantajoso em relacdo aos métodos tradicionais de diagnéstico,
sendo bastante promissor em areas em que a monitorizacdo e rastreio de populacdes € de

dificil acesso e onde os recursos de saude sao limitados.

No presente trabalho, é feita uma revisao acerca das vantagens e desvantagens dos dried
blood spots, das fontes de variabilidade que se podem verificar na utilizagdo do referido
método, da sua contribuicdo no diagnéstico e monitorizagéo de infegfes virais assim como a

sua importancia em condi¢des de saude remotas.

Palavras-Chave: Dried Blood Spots, Infecéo Viral, Diagnostico, Anticorpos, Acidos Nucleicos,

Puncéo Capilar



Abstract

Currently, the clinical diagnosis and surveillance of an individual depends mainly on blood
collection through venous puncture. Often, this type of procedure is not well accepted by the
user due to the discomfort caused to him. In addition, venous blood collection should be
governed by quality protocols that ensure the mitigation of sources of variability that may
compromisse the result. New laboratory methods emerge that aim to simplify the process of

diagnosis and monitoring, of which dried blood spots.

Dried blood spots are a method of analysis in which a puncture of the user’s finger, heel or ear
is performed, and a capillary blood sample is obtained. Its main use is in neonatal screening,
where possible metabolic disorders are investigated. However, this method can be used at
laboratory level for the diagnosis and monitoring of viral infections such as human
immunodeficiency virus, hepatitis B and C, cytomegalovirus, among others. In this type of
analysis, the titer of antibodies, antigens or nucleic acids present in the blood drop obtained is

measured, a recente viral infection or an old infection may be diagnosed.

This method is advantageous in relation to tradicional diagnostic methods, being very
promising in areas where monitoring and screening of populations is difficult to acess and

where health resources are limited.

In the present work, a review is made about the advantages and disadvantages of dried blood
spots, sources of variability that can be seen in the use of this method, its contribution to the
diagnosis and monitoring of viral infections, as well as its importance in remote health

conditions.

Key-words: Dried Blood Spots, Viral Infection, Diagnosis, Antibodies, Nucleic Acids, Capillary

Puncture
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Introducao

Os Dried blood spots (DBS) sdo um método que tem por base a deposicao de algumas gotas
de sangue, obtidas por punc¢éo do dedo, num cartdo de papel de filtro. As amostras obtidas
secam ao ar sem qualquer outro processamento, sendo armazenadas sob condicbes

especificas. 1

Apresenta-se como um método bastante promissor devido a sua enorme utilidade tanto na
presenca de condi¢bes 6timas de diagndstico como na auséncia das mesmas. Em condi¢des
precarias de saude e onde existem poucos recursos, muitas das vezes, existe a dificuldade
no processamento de sangue assim como no seu armazenamento sendo os DBS um meio

potencialmente Util e barato para superar essas mesmas dificuldades. 2

O teste de DBS é essencialmente utilizado no diagnéstico pré-natal de distirbios metabdlicos
em recém-nascidos. Contudo, é cada vez mais utilizado em testes de diagndstico de varias
infecdes virais como o Sarampo, Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), Hepatite C (HCV)

e Poliomielite. 3

A utilizag&o dos Dried blood spots aplica-se, principalmente, a duas areas: area clinica e area
de investigacdo e de estudos de vigilancia epidemiolégica. No contexto clinico, o principal
objetivo é analisar dados de diagndstico relacionados com a salde de modo a estratificar
individuos em risco para testes confirmatérios adicionais ou para tratamentos individuais ou
populacionais. No contexto de investigagdo, o objetivo é estender a vigilancia epidemioldgica
gue monitoriza o nivel populacional de transmisséo da infecdo assim como rastrear doencas

emergentes. 4



Origem e Utilizag&o no Passado

O conceito de depdsito de sangue proveniente de puncdo do dedo em papel de filtro
laboratorial, o precursor dos DBS, foi descrito pela primeira vez em 1860 para a medicdo dos
niveis de glucose e em 1960 para a monitorizacdo de distdrbios metabdlicos em recém-

nascidos cujo sangue foi obtido por puncéo do calcanhar. 4

A utilizacdo de amostras de sangue em papel é referida em varios momentos da historia,
nomeadamente, em varias ilustracbes como no mural Mayan de Bonampak, no México,
datado de 780 D.C.. Porém, Christian Bang foi o primeiro a receber crédito pela utilizacdo
deste método analitico em 1913, estabelecendo um protocolo de absor¢cdo de sangue num

papel de filtro, secagem e posterior determinacdo da concentracédo de glucose. °

Em 1924, Chapman conduziu uma investigacdo em que observou se 0 sangue de doentes
poderia ser colhido em papel de filtro, seco e depois utilizado num teste de fixacdo do
complemento para a sifilis. Este investigador procedeu a utilizagdo dos DBS por ser
necessaria uma reduzida quantidade de sangue, pelo riscos de contaminacéo e de hemolise
poderem ser eliminados e pelo facto de se poder preservar a amostra por longos periodos

com baixa deterioracéo. °

O conceito de Dried Blood Spot é conhecido, atualmente, devido a contribuicdo de Robert
Guthrie que, no ano de 1961, relatou um ensaio de inibicAdo bacteriana para medir a
fenilalanina de modo a detetar a presenca de fenilcetondria. Varios sdo os autores que
atribuem a Guthrie a primeira utilizacdo dos DBS, sendo os cartdes utilizados denominados

de “Cartdes de Guthrie”. ®



Amostras Utilizadas pela Técnica de DBS

Ao longo do tempo, o nimero de analitos analisados utilizando a técnica de DBS tem vindo a
aumentar. A amostra mais comumente utilizada é sangue total, no entanto, com o0 aumento
da procura da referida técnica surge a adaptacdo da mesma a outros tipos de fluidos
biologicos. Séo eles a urina, originando os Dried Urine Spots (DUS), o liquido cérebroespinal,
o liquido amniético e a saliva. As amostras biolégicas depositadas e secas num papel de filtro

atribui-se o nome genérico de Dried Matrix Spots (DMS). ©

A principal vantagem dos DBS € o volume reduzido de amostra necessario a analise, o que
facilita de forma consideravel o diagndstico e monitorizacdo de determinadas patologias em
locais onde as condi¢des de saude séo bastante precarias. Esta vantagem é bastante util no

caso particular do sangue total.

A colheita de sangue por pungéo venosa é o método, geralmente, mais utilizado para o estudo
dos mais diversos parametros. Porém, é uma técnica de alguma complexidade exigindo
pessoal altamente qualificado para a execucdo da mesma. Provoca, muitas das vezes, algum
desconforto no utente e pode adulterar os resultados se ndo for executada segundo as normas

estabelecidas. Os Dried Blood Spots sdo assim uma alternativa a pungéo venosa.

O sangue total é a amostra onde esta presente a maioria dos analitos sendo a mais utilizada
nos DBS para todos os tipos de testes, particularmente, em testes seroldgicos e de
monitorizagdo da carga viral. Contudo, existem muitas outras como a urina e saliva, que
permitem a aplicagdo de métodos totalmente ndo invasivos. Sao utilizadas na medi¢do de um
conjunto biomarcadores que se encontra nestes liquidos biolégicos como o cortisol e as

catecolaminas. 7

A saliva é considerada um “ultrafiltrado” do sangue e uma potencial fonte de informacgéo clinica
visto que os biomarcadores salivares podem refletir o estado patoldgico do utente. A analise

desta amostra é, atualmente, considerada como uma possivel substituta do sangue,

especialmente para a monitorizagcdo a longo prazo de terapéuticas medicamentosas. 8

A urina é outro espécime que pode ser colhida de forma néo invasiva, podendo ser utilizada
em estudos populacionais a nivel toxicolégico. Contudo, embora a urina e saliva sejam
amostras de facil recolha, podendo a mesma ser efetuada pelo proprio utente, nem todos os

analitos podem ser medidos nestes liquidos biolégicos. °



Os liquidos cérebroespinal e amniético sdo também utilizados, mas as vantagens da sua
utilizacdo ndo sao tao evidentes face as amostras anteriormente referidas. Sdo amostras de

dificil obtencéo e requerem a intervencdo de pessoal médico especializado. ®

Detec&o de Acidos Nucleicos e Anticorpos

Como referido anteriormente na presente monografia, os Dried Blood Spots sdo utilizados,
principalmente, na monitorizacdo de recém-nascidos. Porém, devido a facilidade de colheita,
armazenamento e transporte das amostras colhidas através deste método, muitos foram os
cientistas que se interessaram pelo mesmo. Sendo assim, os DBS foram aplicados noutras

areas, como na monitorizacéo de infecdes virais e infecdes parasitoldgicas. °

No diagndstico e monitorizacdo de infe¢des virais, 0s principais analitos a detetar sédo acidos
nucleicos e anticorpos. Podem ser realizados dois tipos de testes: testes onde é testada a
presenca de DNA ou RNA viral e testes serolégicos onde sé@o avaliados os anticorpos IgM e

IgG de modo a averiguar se se trata de uma primoinfe¢éo ou infegédo antiga.

As técnicas mais utilizadas para avaliar os analitos acima referidos sdo a Polymerase Chain
Reaction (PCR) que faz a amplificagdo das cadeias de DNA presentes na amostra,
Quantitative Reverse Transcription PCR (RT-gPCR) utilizada quando o material de iniciagdo
€ RNA, e a técnica de Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) que quantifica

anticorpos especificos para proteinas de virus. 1011

A utilizacdo das técnicas acima referidas €, muitas das vezes, feita em conjunto. Por exemplo,
no diagndstico da infe¢do pré-natal por Citomegalovirus (CMV) onde € importante testar a
presenga de anticorpos IgM e IgG, assim como a concretizagéo do teste de PCR. Isto deve-
se ao facto de o doseamento dos anticorpos necessitar de uma atencdo especial devido a
permanéncia da IgM em circulagdo durante um longo periodo e da IgG poder ser de origem
materna. Assim, a realizacdo do teste de PCR é extremamente importante para dete¢édo do

genoma do virus em estudo. 12



Vantagens e Desvantagens da sua Utilizacao

Os Dried Blood Spots sdo cada vez mais utilizados no diagndstico e monitorizacdo de
determinadas patologias assim como no controlo das respetivas terapéuticas. Como em todas

as técnicas, muitas sdo as vantagens e as desvantagens associadas a sua aplicacao.

A referida técnica € empregue, na maioria das vezes, em substituicdo da puncéo venosa. Em
relacdo a esta, a amostragem pela técnica de DBS é bastante menos invasiva, dolorosa e o
volume de sangue necessario é menor. Para além disso, permite a recolha da amostra pelo
proprio paciente, o que é benéfico na monitorizacdo da terapia medicamentosa. E também
vantajoso no caso particular de criancas e idosos, em que a pungdo venosa pode ser

particularmente problematica. "3

Ao contrario do que acontece com o plasma e soro, as amostras de DBS nao necessitam de
ser centrifugadas, separadas ou imediatamente refrigeradas apds a colheita. A maioria dos
analitos permanece estavel a temperatura ambiente por mais de uma semana, conferindo

uma flexibilidade consideravel nos procedimentos de colheita e transporte. ’

Outra das vantagens deste procedimento, € a diminuicdo do risco de infe¢cdo. Contudo, é
importante saber que alguns agentes patogénicos sobrevivem durante longos periodos no
papel de filtro, devendo a manipulagéo e transporte da amostra serem efetuados segundo as

boas normas laboratoriais. °

Porém, os DBS apresentam também desvantagens analiticas. A maioria dos protocolos
laboratoriais requerem soro ou plasma, o que significa que devem ser desenvolvidos
protocolos adaptados aos DBS de modo a validar a exatiddo, preciséo, confiabilidade e os

limites de detecéo. ’

E importante referir que o sangue obtido se trata de sangue capilar, ou seja, uma mistura de
sangue arterial, sangue venoso e de fluidos intersticiais. Isto indica que os resultados obtidos

poderédo ndo ser comparaveis com agueles obtidos para amostras de soro ou plasma. "3

Por fim, existem parametros que podem interferir com os resultados obtidos por DBS, como o
volume, humidade, hematdcrito, local de puncdo e as caracteristicas do papel de filtro
utilizado. Os fatores referidos podem interferir, quantitativamente, no analito em estudo o que
podera alterar os resultados obtidos. Contudo, os mesmos podem também adulterar os

resultados em sangue total obtido por pun¢do venosa. °



Colheita, Armazenamento, Transporte e Processamento de
Amostras

A preparacdo de Dried Blood Spots numa matriz de papel de filtro apresenta critérios
especificos para a colheita, armazenamento e transporte. O cartdo utilizado para a colheita
de sangue total deve estar aprovado pela entidade reguladora. Contudo, a utilizacao de papel
de filtro esta associada a um certo nivel de imprecisdo, o que significa que todo o processo

de colheita deve estar estandardizado de modo a minimizar possiveis variacdes. °

Colheita da Amostra

Antes de se proceder a colheita da amostra de sangue deve verificar-se que todo o material
necessario a mesma se encontre disponivel. De seguida, o operador que realizara a colheita
devera colocar o equipamento de protecdo individual de modo a assegurar a sua seguranca
assim como a do utente. As medidas de protecdo sédo deveras importantes na prevencao da
infec@o por possiveis agentes patogénicos presentes na amostra a recolher, visto que todo o
sangue humano é considerado potencialmente infecioso para o HIV, virus das hepatites B e

C, entre outros. °

E realizada a identificacdo do utente. Apés a identificagdo, o utente deve aquecer as suas
maos. O dedo a ser puncionado devera ser massajado de forma anterograda de modo a
aumentar o fluxo sanguineo. Seguidamente, procede-se a limpeza da pele no lado palmar da
falange distal do terceiro ou quarto dedo da mdo que ndo escreve com recurso a um

desinfetante adequado como, por exemplo, alcool isopropilico a 70%. 4

Processamento e Secagem da Amostra

Em primeiro lugar, o dedo deve estar numa posicdo em que a gravidade facilite a colheita do
sangue. O mesmo deve ser puncionado com uma lanceta de uso Unico. A primeira gota deve
ser descartada com recurso a uma gaze estéril devido a presenca dos liquidos intersticial e
intercelular que podem contaminar a amostra. A segunda gota é transferida para um dos
circulos impressos no papel de filtro evitando o contacto do dedo com o cartdo. O

procedimento deve ser repetido até o nimero de circulos necessario estar preenchido. "141°

A secagem da amostra decorre da colocagéo do cartdo de filtro numa toalha de papel limpa
num gabinete de seguranca de risco biolégico a temperatura ambiente na auséncia de

qualquer fonte externa de calor. As amostras devem secar durante um periodo de quatro



horas ou durante a noite. Quando o processo de secagem esta completo, os DBS apresentam

uma cor castanho-escura sem quaisquer areas vermelhas visiveis. "4

Figura 1. Preparacgao e processamento de Dried Blood Spots. Obtengéo de sangue capilar por pungdo da
pele através de uma lanceta (A). Transferéncia da amostra para os varios circulos impressos no cartao utilizado
(B, C). As amostras devem secar a temperatura ambiente em condi¢bes de seguranca de forma a adquirirem o

aspeto apresentado em (D).

(Adaptado de: Gruner et al., 2015)

Ma Colheita Boa Colheita

Figura 2. Exemplo de Boas e Mas Colheitas de Dried Blood Spots. Observa-se a esquerda os resultados
de uma ma colheita. Em (A), a gota de sangue é demasiado pequena ndo preenchendo o circulo impresso na
sua totalidade. Em (B), a amostra encontra-se fora da area designada. Em (C) e (D) verifica-se a sobreposicao
de duas gotas. A direita, em (E) encontra-se o resultado de uma boa colheita.

(Adaptado de: “Dried Blood Spot Collection of Health Biomarkers to Maximize Participation in Population Studies”, 2014)



Armazenamento e Transporte da Amostra

Os Dried Blood Spots devem ser empacotados em recipientes com baixa permeabilidade a
gases garantindo o intercambio de ar. O saco onde sdo colocadas as amostras deve conter
uma a duas saquetas dessecantes com o objetivo de as proteger da humidade.
Opcionalmente, pode ser adicionado um indicador de humidade. O contacto entre amostras
deve ser evitado, minimizando o risco de contaminacdo cruzada e permitindo o

armazenamento dos DBS para estudos posteriores. "4

O recipiente deve ser transferido para um congelador a uma temperatura de -20°C ou mais
baixa o mais rapido possivel. Sob recursos limitados, as amostras devem ser armazenadas a
-4°C ou a temperatura ambiente apresentando uma fiabilidade de catorze dias. E importante
referir a relevancia destas medidas porque a temperaturas e em condicbes de humidade
elevadas a degradacdo dos analitos é acelerada. "4

O transporte das amostras congeladas deve ser realizado em gelo seco. Por outro lado, para
cartbes de filtro mantidos a temperatura ambiente € utilizado um sistema triplo de
armazenamento. Este sistema consiste hum saco com fecho de correr como recipiente
interior, assim como um envelope interior e exterior. O envelope pode ser enviado pelo correio
normal sendo que no contentor primario deve ser colocado o simbolo de risco biolégico
internacional. O sistema de contencgdo utilizado impede a exposi¢cdo a possiveis agentes

patogénicos e mantém a integridade da amostra. >4

Tratamento e Anélise da Amostra

A gualidade das amostras recebidas no laboratério deve ser avaliada previamente, devendo
ser registado o grau de integridade da embalagem, as condi¢cdes dos dessecantes assim

como o indicador de humidade. 6

Segundo Griner et al. , cada um dos circulos deve ser puncionado por um dispositivo de
utilizacdo Gnica de 6 mm. Todos os DBS puncionados de um uUnico paciente devem ser
transferidos para uma placa de doze pocos. Seguidamente, € colocada um solugéo salina de
tampao fosfato contendo 0,05% de Tween 20 e 0,08% de azida de sédio. O volume de tampé&o

deve ser adaptado a analise que se pretende realizar.

A placa de cultura celular é colocada num agitador e os DBS séo eluidos durante cerca de
quatro horas. No dia seguinte, os DBS estéo praticamente livres de sangue e formaram-se
sobrenadantes hemoliticos que sédo colocados em tubos de microcentrifuga. Os microtubos

sao centrifugados de modo a libertar os sobrenadantes obtidos de detritos formados durante



a eluicdo. Por fim, os eluidos obtidos estdo prontos para analise sendo procurados

marcadores para os mais diversos virus, como o virus das hepatites B e C, e HIV.

No entanto, o protocolo de eluicdo dos DBS depende do analito que se pretende extrair e

analisar. Sendo assim, o processo de analise devera ser adaptado ao analito em questao.

0000

Figura 3. Tratamento e Andlise de Dried Blood Spots. Punc¢éo dos varios circulos impressos no papel de filtro
(A). Transferéncia dos circulos para uma placa de doze pogos (B). Adicdo de solucdo salina de tampéao fosfato
(C). A placa é colocada num agitador e os DBS sao eluidos durante quatro horas. Apds a centrifugacao dos eluidos
com o objetivo de remover os detritos presentes, € obtida uma solugdo onde é possivel encontrar os virus livres

D).

(Adaptado de: Wu et al., 2015)

Fontes de Variabilidade na Analise

Tipo de cartado de filtro utilizado

Estédo disponiveis no mercado vérios formatos de cartbes utilizados na execucao de DBS.
Estes apresentam uma grande eficiéncia e estabilidade de extracao para grupos especificos
de analitos. Para uma analise em particular, a escolha do cartdo deve recair nas propriedades
do analito a estudar assim como nos seus requisitos de estabilizagéo, eficiéncia de extragédo

e método de analise. *

Segundo alguns estudos efetuados, homeadamente por Guthrie, o tipo de cartdo de filtro
influencia bastante os resultados obtidos. Verificou-se que a absor¢cao da amostra diferia entre
os varios tipos de cartbes disponiveis. E entdo de extrema importancia assegurar a qualidade

do papel utilizado, de modo a garantir a fiabilidade dos resultados. °

E importante referir que muitas s&o as fontes de variabilidade que dependem da qualidade do
cartdo de filtro utilizado como, por exemplo, o impacto do hematdcrito e a concentracdo de

determinados analitos. *



Abundancia do Analito em Sangue Capilar VS Sangue Venoso

Entre o sangue capilar, utilizado na obtencdo de DBS, e 0 sangue venoso existem diferencas
no que toca a abundancia de determinados analitos. De um modo geral, as amostras obtidas
a partir de sangue capilar parecem apresentar uma concentragdo menor quando comparadas
com sangue venoso. Este facto pode dar origem a resultados falsos-negativos também devido
ao volume diminuto que é obtido através de puncéo da pele. +18

Elevadas concentracdes de alguns dos analitos em sangue capilar podem ser atribuidas a
efeitos de hemoconcentracdo ou, por outro lado, as baixas concentraces podem dever-se a

presenca de fluido extracelular.*

Devido a estas diferencas que por vezes podem ser significativas nos resultados obtidos, é
extremamente importante estabelecer valores de referéncia para essas mesmas amostras.
Contudo, na pratica clinica os resultados obtidos para sangue capilar sdo comparados com

valores de referéncia estabelecidos para sangue venoso. °

Hematocrito

A principal fonte de variabilidade associada a técnica de DBS referida pela literatura é o
Hematdcrito (HCT). Este parametro representa a percentagem de eritrécitos presentes num
determinado volume de sangue. O HCT apresenta uma vasta gama de valores normais e

pode variar com o género, idade, meio ambiente, e estado geral de satde. 4*°

A capacidade de disseminacdo de uma gota de sangue pelo papel de filtro e, por conseguinte,
o didmetro do ponto obtido séo influenciados pela viscosidade do sangue que, por sua vez, é
influenciada pelo HCT. Assim sendo, uma amostra de sangue com um HCT baixo resulta num
DBS de maiores dimensfes quando comparado com um HCT elevado. Este facto pode afetar,
de modo significativo, a quantidade de analito que é possivel extrair recorrendo a puncgéo do

cartdo de DBS o que afeta diretamente os resultados obtidos. 2°

O Hematdcrito influencia igualmente o tempo de absor¢cdo da amostra no papel de filtro
utilizado, assim como o aspeto obtido. Uma menor concentragdo de eritrocitos origina um
bordo mais uniforme e liso, enquanto um sangue mais viSCOSO provoca um contorno mais

irregular. %

A consideragdo deste parametro como uma fonte de variabilidade é bastante importante,

porgue pode afetar o diagnéstico que é dado. No caso de um individuo que apresente valores
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de HCT desviantes, os valores de determinado analito podem aumentar ou diminuir

significativamente o que pode originar resultados falsos-positivos ou falsos-negativos.
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Figura 4. Influéncia do Hematécrito na forma dos Dried Blood Spots. De (A) a (C) verifica-se um
aumento crescente dos valores de hematdcrito. E possivel concluir que quanto maior o valor de HCT maior
a viscosidade sanguinea e, por consequéncia, maior a irregularidade da forma obtida.

(Adaptado de: “The effect of hematocrit on assay bias when using DBS samples for the quantitative bioanalysis of
drugs”, 2010)

Condicdes de Armazenamento

O impacto das condi¢des de armazenamento na qualidade dos dados obtidos tem vindo a ser
avaliado com foco no tipo de cartdo, tempo, temperatura, humidade e métodos de
armazenamento. O efeito destes parametros é dependente das propriedades do analito em
estudo e do DBS. *

As principais fontes de variabilidade observadas nas condigbes de armazenamento séo a
humidade e a temperatura, sobre as quais tém sido efetuados os mais diversos estudos de
modo a entender qual a relacdo entre as mesmas e a estabilidade dos biomarcadores

presentes na amostra de DBS. #

A humidade é um fator bastante relevante na forma como o sangue se dissemina pelo papel
de filtro, como a amostra seca e no modo em que se analisa a estabilidade do analito presente
no DBS. Segundo alguns estudos em que se observa a degradacdo de diversas amostras,
verifica-se que a maioria dos analitos se degrada devido a humidade alta, enquanto as
restantes se deterioram devido ao armazenamento a 37°C. Posto isto, os biomarcadores
variam em grau e rapidez de degradacgéo durante o armazenamento devido a baixos e altos

niveis de humidade, assim como devido a temperaturas elevadas. °
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Contudo, as baixas temperaturas podem também afetar a estabilidade do analito, como é
caso dos biobancos. Por exemplo, na medicdo da carga viral de HIV, os DBS devem ser
armazenados a -20°C ou a temperatura ambiente durante catorze dias. Mesmo se
conservados a -20°C, a amostra s6 é viavel se as medicdes forem efetuadas num periodo de

dois anos. 4

Diferencgas Interindividuais

s

Para além de todas as fontes de variabilidade apresentadas anteriormente, é importante
referir o papel que apresentam as diferencas interindividuais na andlise dos DBS. Essas
diferencas assentam, principalmente, na idade, sexo e ocupacao profissional do individuo

submetido a analise.

Num estudo realizado na China, onde foram recolhidas amostras de individuos com idade
compreendida entre 0s zero e 0s quarenta e nove anos, o objetivo era comparar o nimero de
DBS colhidos em diferentes grupos demograficos. No referido artigo cientifico, foi
contabilizado o nimero de DBS adequados a detecdo de anticorpos 1gG para o virus do

Sarampo. Foram tidos em conta as variaveis idade, sexo, urbanidade, entre outras. 3

Em relagdo a idade, é possivel concluir que quanto mais novo o individuo maior é a
percentagem de DBS ndo adequados, o que significa que a colheita do produto biolégico

apresenta maior dificuldade em criancas do que em adultos. 3

No que toca ao sexo do individuo, as diferengas verificadas entre ambos os sexos devem-se,
principalmente, a espessura epidérmica que é menor na mulher o que influencia a qualidade
da colheita. O mesmo principio se aplica a ocupacédo profissional, onde se observa nos

trabalhadores manuais uma maior incidéncia de calos do que em outros trabalhadores. 3

E relevante referir que, ao longo do estudo, a qualidade dos DBS obtidos variou também com
a estacdo do ano em que foi realizada a colheita, verificando-se uma diminuicdo nos meses

frios devida a constri¢cdo vascular. 3
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Validacéo dos Dried Blood Spots

A validacdo analitica do método quantitativo de DBS deve ser conduzida de acordo com as
diretrizes da FDA e da EMA (European Medicines Agency) como base para as boas normas
laboratoriais e devido ao consenso comum destas orientacdes para a harmonizacgéo global da

validacdo de métodos. 3

Segundo as diretrizes da FDA 24, o desenvolvimento de um método analitico envolve a
otimizacdo de procedimentos e de condicbes de extracdo e detecdo de um determinado
analito. Para além disso, envolve também a otimizacdo de alguns parametros bioanaliticos
como a seletividade, exatidao, precisao, calibracdo, curva padréo, recuperacao e estabilidade

do analito. 13

A seletividade é o parametro que determina a capacidade de quantificacdo do analito de
interesse na presenca de substancias potencialmente interferentes como metabolitos e

produtos de degradacéo. 1324

A exatiddo de um método analitico descreve a proximidade do valor obtido a concentracéo
nominal do analito em cada calibracdo ou na amostra de controlo de qualidade. % A precisédo
consiste na dispersdo dos resultados das varias medi¢des, sendo definida como o desvio-

padrdo da média de resultados. **

A curva padréo de calibracao é a base para a quantificacdo de amostras desconhecidas e
deve ser preparada na mesma matriz biolégica das amostras de estudo, neste caso em
particular, em papel de filtro. Para elaboracéo da curva, deve ser utilizado um minimo de seis
concentracdes diferentes juntamente com um branco de amostra, com auséncia de padrédo

interno, e uma amostra zero processada com padréo interno. 1325

A evolucdo da estabilidade deve ser acompanhada assegurando que cada passo durante a
preparagdo da amostra e a sua consequente andlise, assim como as condicbes de

armazenamento ndo afetam a concentrag¢éo do analito. 2°

Contudo, a validacdo dos DBS é influenciada por diversos parametros que ndo sao
abrangidos pelas diretrizes da FDA ou EMA. Por exemplo, a estabilidade e recuperacéo do
analito nesta técnica tém de ser ajustadas devido a influéncia de outros parametros, como o
hematocrito. Para além disso, o facto de as condi¢Bes de expedicdo ndo necessitarem de
qualquer tipo de refrigeracdo leva a que sejam necessarios estudos de estabilidade

complementares de modo a estudar a influéncia da temperatura e da iluminagéo, por exemplo.
13
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Como referido anteriormente, o hematécrito € um pardmetro analitico que influencia os
resultados obtidos pela técnica de DBS. Afeta, de certo modo, a exatiddo e a precisédo do
calculo da concentracdo de um determinado analito. Para validar o método na presenca desta
fonte de variabilidade, o analista deve ter acesso a valores previstos de hematocrito e, no
momento da analise, aos valores reais desse parametro ou limites de valores das amostras

em estudo. 6

A homogeneidade da amostra de sangue é também influenciada pelo hematécrito assim como
pelo tipo de cartdo utilizado, o que significa que a exatidao e a precisdo do método sao

afetadas de modo que néo se enquadrem nos critérios de aceitacdo regulamentados. 2

Em suma, na validacédo e utilizacédo dos Dried Blood Spots € essencial fazer um balanco das
diversas vantagens do método, como o conforto do paciente e a facilidade de colheita, de
modo a compensar estes requisitos analiticos. ?® E também importante recorrer a
procedimentos de mitigacao das varias fontes de variabilidade contribuindo para fiabilidade

do método e, por consequéncia, dos resultados obtidos.

Diagnostico e Monitorizacdo de Infecdes Virais

O método de DBS tem vindo a ser considerado bastante vantajoso em relagdo a outras
técnicas classicamente utilizadas, como a puncédo venosa. Para além de todas as vantagens
referidas, esta técnica é também bastante vantajosa no diagndstico e monitorizacdo de

infecdes virais.

Os DBS apresentam um baixo risco de contagio de alguns virus como o HIV-1 e -2, e HCV
que sao conhecidos por estarem presentes no soro ou plasma perdendo infecciosidade devido
a rutura do seu invélucro na secagem. Contudo, elevados titulos de virus permanecem viaveis
em superficies por varios dias, como é exemplo o virus da Hepatite B (HBV) que pode
permanecer viavel durante sete dias. E por isso que a referida técnica é cada vez mais
utilizada, pela minimizag&o dos riscos associados a manipulagdo de amostras possivelmente

infeciosas. %’
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Citomegalovirus

O CMV pertence a familia Herpesviridae que engloba virus com genoma a dsDNA. Foram
isolados mais de cem virus pertencentes a este grupo em varios hospedeiros, dos quais

mamiferos, passaros, peixes, répteis e anfibios. Oito destes virus sdo virus humanos. 28

Uma das principais caracteristicas desta familia € que, uma vez infetado o hospedeiro, 0s
virus permanecem como infecfes persistentes para o resto da vida do mesmo. Este tipo de
infecBes classifica-se como latente, podendo ser reativadas de tempo a tempo, especialmente

se 0 hospedeiro estiver imunocomprometido. 28

Este virus pode ser transmitido da mée ao feto a qualquer momento durante a gestacao e &
a causa mais comum de infecdo viral congénita, contribuindo para a mortalidade infantil e
deficiéncias permanentes como a perda auditiva, deficiéncia visual e retardamento mental. 2
Uma identificacdo precoce das criancas infetadas, através do rastreio neonatal, permite um
rapido tratamento com o objetivo de limitar a progressdo da perda auditiva prevenindo o
surgimento de danos ao nivel do Sistema Nervoso Central (SNC), tanto em bebés

sintomaticos como assintomaticos. 3°

O diagnostico da infecdo congénita por CMV pode ser alcancado através da andlise de
amostras de saliva e urina recolhidas nas primeiras duas a trés semanas de vida. Apés esse
periodo, € possivel distinguir entre uma infecdo congénita e uma infecdo adquirida

posteriormente. °

A extracdo e amplificagdo de DNA viral a partir de DBS recolhidos de criangas nos seus
primeiros dias de vida, com o objetivo de monitorizacdo de distirbios genéticos e metabdlicos,

foi proposta como uma alternativa Util para o isolamento de HIV em criancas seropositivas. !

A detecdo de CMV em DBS é realizada através de testes seroldgicos onde é detetada a
presenca dos anticorpos IgM e IgG, e de testes de detecdo do DNA viral. A detecdo dos
anticorpos permite distinguir uma infecdo congénita de uma infecao adquirida posteriormente,
por exemplo, durante o parto. A detecdo do genoma viral permite confirmar a presenca do

virus.

Segundo um estudo realizado por Kharrazi et al. 2, onde foi analisada a prevaléncia de
infecbes congénitas por CMV através da medi¢do da carga viral em DBS arquivados, é
possivel observar todo o processo de detecéo da presenca deste virus. Foram analisadas um
total de 3927 amostras, onde foram tidas em conta varias caracteristicas da mae, como a

idade, raca, pais de nascimento e nivel de educacéo.
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Realizaram-se testes de PCR em todas amostras, onde a extracdo de DNA viral foi efetuada
através do método de extracdo por choque térmico. As amostras cujo resultado foi positivo
para CMV, foram submetidas a testes seroldgicos para a detecdo de IgM. A detecao de IgG

foi feita em todas as amostras. 2°

Da totalidade das amostras, apenas vinte e oito confirmaram tratar-se de casos de infecéo
congénita, em que se observou a presenca de IgG em todas elas, mas, somente em sete
amostras se verificou a presenca de IgM. ?° Contudo, em todos os estudos, é necessario ter
alguma precaucdo na analise dos resultados obtidos, isto porque podem existir falsos-
positivos. Se for detetada uma IgM positiva, deve recorrer-se ao teste da Avidez das IgG, por
exemplo, o que permite discriminar entre uma infecéo antiga e infe¢do recente, ou seja, que

ocorreu ha menos de trés meses. 12

A sensibilidade dos testes de DBS ¢é altamente variavel devido a influéncia dos componentes
do sangue e da metodologia de extracdo de &cidos nucleicos utilizada. Contudo, conclui-se
que a infecdo congénita por CMV ¢é identificada em 6,1% das criancas suspeitas. ¥ E
necessario ter em consideragdo a amostra que é utilizada porque a carga viral pode variar
consoante o liquido biolégico, como é exemplo o sangue onde esta é menor

comparativamente a carga viral encontrada na urina ou saliva. 2°

Verifica-se, porém, uma sensibilidade superior a 95% em testes retrospetivos de diagndstico

de infecdes congénitas por CMV. 32

Em concluséo, a utilidade dos DBS é bastante significativa no diagnéstico e monitoriza¢éo de
infecdes por CMV. Para além disso, este tipo de amostras representa um biobanco universal
de recém-nascidos o que permite realizar diagnoésticos retrospetivos de infe¢cdes congénitas

pelo virus em questéo. *
Virus Herpes Simplex

Em semelhanca ao CMV, o virus Herpes Simplex (HSV) pertence a familia Herpesviridae,
sendo um dos oitos virus desta familia que afeta o ser humano. Este virus infeta inicialmente
as células epiteliais da mucosa oral ou genital, pele ou cérnea. O HSV pode entrar nos
neuronios e ser transportado até ao seu nicleo, onde estabelece infecdes latentes. Subdivide-
se em HSV do tipo 1 (HSV-1), que infeta pelos labios ou nariz entre os seis a dezoito meses
de idade, e em HSV do tipo 2 (HSV-2) , agente causador do herpes genital transmitido por via

sexual. 28
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O HSV-2 é o principal agente causador de infecdes neonatais por HSV, estando relacionada
com o surgimento de graves sequelas. O herpes genital na gravidez € bastante comum, mas,
a taxa de transmissédo a crianca é relativamente baixa. Sendo assim, o diagndéstico precoce e

tratamento destas infecBes é extremamente importante porque reduz a mortalidade e a

gravidade das sequelas associadas. *

As infecBes por herpes genital podem ser provocadas tanto por HSV-2 como por HSV-1.
Quando um individuo com auséncia de anticorpos para HSV-1 ou HSV-2 adquire um dos tipos
de virus no trato genital, ocorre um primeiro episodio de infecao priméria. A reativacao viral a
partir da laténcia e subsequente translocagdo anterégrada do virus de volta para a pele e

superficies mucosas produz um infegdo recorrente. **

Uma mulher gravida que é alvo de uma infe¢éo priméria por HSV apresenta um elevado risco
de transmissdo ao seu bebé. O virus pode ser adquirido durante trés intervalos de tempo
distintos: intrauterino, perinatal e pés-natal. O periodo perinatal € onde ocorre uma maior taxa

de transmisséo, cerca de 85%. 34

A detecdo de DNA de HSV pode realizar-se em DBS efetuados com amostras de fluido
cérebroespinal. Esta abordagem pode ser utilizada em todos os casos em que a infe¢do por
este virus possa ser considerada como provocadora de sepsis em recém-nascidos,
particularmente na auséncia de lesGes herpéticas na méde. A monitorizacdo de criangas
assintomaticas ao nascimento cujas maes apresentem um historial de infecéo por HSV, antes

e durante a gravidez, permite a identificacdo das que estdo em risco de desenvolver a doenca.
35

Como referido, anteriormente, a analise da presenca de DNA de HSV em DBS permite prever
a ocorréncia de uma reinfecdo. Para esse efeito, a crianca deve encontrar-se num periodo
virémico aquando da recolha dos mesmos, entre o terceiro e quinto dias apds o0 nascimento.
O intervalo entre a amostragem e o inicio da doenca é o fator mais importante para um

resultado positivo.

A nova geracédo de testes seroldgicos de HSV baseia-se na detecdo dos anticorpos para a
glicoproteina G1 (gG1) e glicoproteina G2 (gG2), que sdo marcadores para o HSV-1 e HSV-
2, respetivamente. 3¢ A glicoproteina G (gG) é um biomarcador bastante importante em
estudos de prevencdo por HIV e por outras infecdes sexualmente transmissiveis. 3 A
possibilidade de utilizagdo de DBS para os testes serolégicos baseados na detecédo de gG
permite a expansdo dos estudos de seroprevaléncia assim como o diagnéstico do herpes

genital. 3°
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Num estudo realizado por Hogrefe et al. *, cujo objetivo era avaliar a reconstituicdo da
imunoglobulina G em DBS e sua utilidade na serologia do HSV, foi comparada a consisténcia
entre os resultados obtidos pela eluicdo da IgG presente em DBS e a IgG presente em
amostras de soro correspondentes. Verificou-se que existia uma ligeira variancia entre os
resultados obtidos. No entanto, a maioria dos pares de amostras apresentaram resultados

consistentes, situando-se o desvio de resultados entre os 10 a 15%.

E de salientar que, no estudo acima referido, era expectavel que os anticorpos para HSV-1 e
HSV-2 partilhassem das mesmas condi¢Oes de estabilidade e recuperagéo do analito a partir
de uma matriz sélida. A reatividade das glicoproteinas recombinadas também deveria ser
semelhante. Contudo, observa-se que a reatividade da gG2 decresce apds um ano de

armazenamento, ao contrario do que ocorre com a gG1. 3¢

E possivel concluir, segundo os dados obtidos por Hogrefe et al. 3¢, que as amostras mais
vantajosas de utilizar na determinacdo de uma infecdo por HSV sdo aquelas que séo
armazenadas por um curto espaco de tempo o que significa que, possivelmente, a
detecdo destas glicoproteinas ndo seja um método a adotar na realizacdo de estudos

retrospetivos.

No entanto, num estudo realizado por llona et al. *, conclui-se que a determinagéo de DNA
de HSV através de DBS é uma ferramenta adicional de diagndstico quando se efetuam
estudos retrospetivos do inicio precoce do herpes, podendo também ser til no
acompanhamento de criancas expostas a doenca. Devem ter-se em conta os niveis de
sensibilidade obtidos para o estudo, o que significa que este método talvez ndo seja o mais

indicado na monitorizacdo em larga escala das infe¢bes neonatais por HSV.

Virus da Imunodeficiéncia Humana

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) pertence a familia Retroviridae, sendo o seu
genoma a ssRNA (+). Esta familia € composta por diversos virus que provocam doenca em
mamiferos, tal como o virus da leucemia felina e o virus do sarcoma de Rous. O sindroma da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) é a designacdo do estadio final da doenca provocada por

este virus. 2838

O virus HIV do tipo 1 e 2 pertencem ao género Lentivirus, devido ao curso lento da doenga
que provocam. O seu genoma € complexo, contendo os genes gag, pol, e env, mas também
genes reguladores ndo estruturais. A SIDA é provocada por estes dois retrovirus, sendo o

HIV-1 é um virus mais prevalente responsavel pela pandemia de SIDA em todo o mundo,
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enquanto o HIV-2 se encontra restrito a paises da Africa Ocidental e outros que partilhem

relagGes socioculturais com os mesmos. 239

Este virus pode ser transmitido através do contato sexual, transmissao vertical, transfuséo de
sangue ou por troca de agulhas ou outros objetos corto-perfurantes. A eficiéncia da
transmissao € influenciada pela concentracao das particulas virais no fluido bioldgico a que é

exposto o individuo. 38

Em 2020, a Organizacao Mundial de Saude (OMS) reportou a existéncia de 37.7 milhdes de
pessoas infetadas com HIV, tendo surgido 1.5 milhdes de novas infecdes nesse mesmo ano.
Apenas 84% dos infetados sabem que tém a doenca. Sendo a SIDA o maior problema de
saude publica a nivel global, & bastante importante que haja uma detecdo precoce e

monitorizac&o correta do curso da doenca e do seu tratamento. 4°

Incidéncia das Infe¢bes por HIV e Tratamento
em 2020
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Grafico 1. Incidéncia das infe¢des por HIV e tratamento em 2020. A Organiza¢do Mundial de Saude, em 2020,
relatou que existem cerca de 37.7 milhdes de infetados por HIV em todo mundo. Dos infetados a nivel global,
apenas 84% sabe da sua condicdo de saude. O tratamento antirretroviral € aplicado a 27.5 milhdes de pessoas.
Em 2020, 680 000 individuos morreram de causas relacionadas com HIV. Os dados apresentados referem-se ao
nimero de infetados em cada continente, onde se verifica uma maior incidéncia no continente africano. O
tratamento antirretroviral é aplicado a maioria dos individuos infetados. A nivel mundial, no fim de 2020, 1.5 milhdes
de individuos tornaram-se seropositivos para HIV.

(Adaptado de: “Key Facts HIV Global Data”, WHO, 2020)

A maioria dos casos de infecéo por HIV ocorre em locais remotos onde as condi¢cfes de salde
e diagnostico sd@o precéarias. Por esse motivo, o diagnostico e monitorizagdo dos individuos
infetados carecem de metodologias que sejam baratas e faceis de executar. Os DBS

apresentam um papel significante na mitigacéo destes fatores logisticos.

O plasma obtido a partir de sangue total, colhido por venipunctura, é o principal tipo de
amostra utilizado no diagndstico e monitorizacéo da terapia em seropositivos para HIV. Este
produto biolégico deve ser separado por centrifugacéo e congelado para armazenamento e

transporte para o laboratorio. Em paises com recursos limitados, a estabilidade da amostra
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desde 0 momento da colheita até a separacéo do plasma e analise pode alterar-se, afetando
a medicao da carga viral. Estima-se que a estabilidade do RNA do HIV-1 em DBS seja de um

ano ou mais a temperatura ambiente. 4142

Diversos estudos demonstraram que acidos nucleicos, como o DNA e RNA, e anticorpos
podem ser estaveis em amostras de DBS por algum tempo, podendo ser utilizados em
procedimentos serologicos e de PCR na detecao viral do HIV. Para analisar a capacidade de
detecéo e sensibilidade dos DBS, os resultados obtidos para estas amostras sdo comparados

aos obtidos em amostras de plasma de referéncia. 43

Num estudo realizado em 2021, onde é avaliada a capacidade de detecdo simultanea de RNA
e DNA de HIV-1 e HCV em kits de deteg&o chineses, foram utilizadas 571 amostras de sangue
pertencentes a utilizadores de drogas injetaveis e a homens com rela¢cdes homossexuais. Os
pares de amostras foram submetidos, inicialmente, a um teste serolégico de monitorizagéo da
presenca de anticorpos anti-HIV por ELISA, tendo sido confirmados todos os resultados

positivos. Nas amostras positivas, foi medida a carga viral do HIV-1 por RT-PCR.

Das 571 amostras, 38 revelaram a presenca de anticorpos anti-HIV, tendo sido confirmada a
positividade em apenas 32. A quantidade reduzida de anticorpos pode levar a resultados
falsos negativos quando utilizados os DBS como amostra se se tratar de uma infecdo aguda
ou recente, onde a resposta de anticorpos esta a surgir, ou quando o tratamento é eficiente,
havendo um decréscimo da estimulag&o antigénica e consequente diminui¢do dos anticorpos
anti-HIV, 4344

Na detec¢éo de acidos nucleicos, cinco amostras nao detetaram RNA de HIV quando a carga
viral é baixa. A baixa sensibilidade de detecdo de RNA nos DBS pode estar associada com

os niveis baixos verificados no plasma ou com a sua degradacéo neste tipo de amostra. *3

O DNA de HIV-1 pode ser utilizado como marcador virologico no diagnostico da infegéo por
este virus por ser um biomarcador dos seus reservatdérios, denotando a sua persisténcia nas
células e tecidos infetados que participam na patogénese. Os resultados obtidos para a

detecdo de DNA foram consistentes com os resultados de RNA, anteriormente referidos. 43

E possivel concluir através deste estudo que os DBS podem ser utilizados para detetar RNA
e DNA de HIV-1, assim como material genético de outros virus a partir de apenas uma
amostra. Contudo, é necessario estabelecer um protocolo de referéncia que permita

padronizar diversos aspetos dos DBS como a colheita, eluicéo e extracédo de acidos nucleicos.
43
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Virus das Hepatites Be C

As hepatites virais crénicas B (HCB) e C (HCC) representam um problema de saude bastante
importante a nivel mundial com milhdes de individuos infetados. Uma infecéo persistente por

estes virus conduz ao surgimento de doenca hepatica e carcinoma hepatocelular. 4°

O virus da hepatite B (HBV) pertence a familia Hepadnaviridae cujos genomas sao a dsDNA.
O HBV encontra-se presente no sangue e sémen dos individuos infetados e os modos de
transmissdo sao, geralmente, paralelos aqueles encontrados na transmissdo do HIV. Os

hepatdcitos sédo as células hospedeiras utilizadas por este virus. 2

O virus da hepatite C (HCV), membro da familia Flaviviridae, apresenta genoma a ssRNA+.
O HCV é transmitido, regularmente, por exposi¢cdo a sangue contaminado, nomeadamente
através da partilha de seringas por utilizadores de drogas intravenosas. A transmissdo sexual
€ possivel assim como a transmissdo nosocomial. Os niveis de particulas virais podem ser
bastante elevados no sangue visto que circulam grandes volumes de sangue pelo figado, o

local de maior infegdo. *

Virus da Hepatite B

De acordo com a OMS, é estimado que existam 240 milhdes de pessoas infetadas
cronicamente com HBV, morrendo devido a complica¢des da doenca cerca 780 000 por ano.
E recomendada, por esse motivo, a monitorizacdo da infecdo por HBV em zonas onde este

virus é endémico. *¢

Os testes serologicos da Hepatite B envolvem a andlise de diversos antigénios e anticorpos
especificos do HBV. Estes diferentes marcadores serolégicos ou combinac¢des de marcadores
séo utilizados para identificar os diferentes estadios da infe¢do por HBV e determinar se o
doente apresenta uma infe¢cdo aguda ou cronica, se € imune ao virus como resultado de uma

infecéo anterior ou vacinacgéo, ou se é suscetivel. 4’

Para detecdo de infecdo por HBV podem ser utilizados os antigénios HBs e HBe e respetivos
anticorpos, Anti-HBs e Anti-HBe, assim como o anticorpo Anti-HBc. Para confirmar a presenca
do virus, analisa-se a presenca de DNA de HBV no soro ou plasma do individuo de modo a

confirmar a infecéo. %8
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Figura 5. Padréo serolégico observado, usualmente, na infegdo aguda por hepatite B. Ag HBs= Antigénio
de superficie da hepatite B; Anti-HBs= Anticorpo de superficie da hepatite B; Anti-HBc= Anticorpo core da hepatite
B; Ag HBe= Antigénio e da hepatite B; Anti-HBe= Anticorpo contra o antigénio e da hepatite B.

(Adaptado de: “Pocket Guide to Diagnostic Tests”,62 edi¢cdo, 2012)

A detecdo da infe¢é@o por este virus requer condi¢cdes que ndo estdo disponiveis na maioria
dos paises onde € endémica. Por esse motivo, os DBS tém sido cada vez mais utilizados na
identificacdo de casos positivos e na monitorizacdo do tratamento aplicado. No entanto, &
importante perceber se os marcadores serologicos da infecao por HBV sao detetados em

amostras de DBS, sendo esta uma possivel alternativa as amostras de soro.

Num estudo realizado no Brasil, onde foi estudada a possibilidade dos DBS substituirem as
amostras de soro na detecdo de Ag HBs, Anti-HBc e Anti-HBs, foram analisadas amostras de
individuos divididos em trés grupos de acordo com a colheita da amostras e vulnerabilidade

na aquisicdo de HBV. 4°

O grupo 1 era composto por individuos com casos de infecdo aguda e crénica por HBV ou
com suspeita de infecdo, apresentando ou ndo outras infegbes como HCV. O segundo grupo
continha individuos da populacdo em geral que viviam em zonas endémicas, mas que néo
tinham a infe¢@o ou sintomas sugestivos da mesma. Por fim, o ultimo grupo era formado por
individuos vulneraveis pela sua exposicdo a materiais contaminados a sangue e por

consumidores de cocaina. *°

Neste estudo, a performance dos DBS variou de acordo com o marcador serolégico analisado
e grupo de estudo. Para além disso, existem também outros fatores que influenciam a

presenca de marcadores como o Ag HBs no soro e DBS. De entre eles a idade, viver com
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uma pessoa com HIV ou hepatite, transfusdo de sangue anterior, acupunctura, uso de

preservativo na relacdo sexual, vacinacéo contra o HBV, entre outros. 4°

A detecdo de Ag HBs foi obtida com sucesso no contexto clinico e entre individuos reativos
para Anti-HBc, sendo a concordancia entre DBS e amostra de soro de 76,9% com
sensibilidade e especificidade superiores a 80%. No entanto, no segundo grupo
correspondente a populacédo em geral, a sensibilidade do teste foi de 37,5% o que pode estar

relacionado com a baixa prevaléncia deste marcador. 4°

Os resultados para o Anti-HBc foram bons em contexto clinico devido ao elevado nimero de
individuos com infecdo por HBV ativa. Contudo, a dete¢cdo de Anti-HBs obteve valores de

sensibilidade e especificidade baixos em todos os grupos. #°

Através dos dados referidos, € possivel concluir que os DBS demonstraram baixa
sensibilidade em todos os marcadores seroldgicos da infecao por HBV na populagdo em geral.

Isto pode dever-se ao manuseio das amostras de soro e processamento tardio das mesmas.

49

Mais uma vez, as condicbes de processamento e armazenamento das amostras de DBS
podem afetar os resultados obtidos através da diminuicdo da estabilidade do analito. O
armazenamento a temperatura ambiente durante um longo periodo reduz a reatividade da
amostra entre os 10-20%, existindo pequenas variacdes na estabilidade se as amostras e

respetivos eluidos forem conservados a -20°C ou -70°C. *°

Virus da Hepatite C

Globalmente, estima-se que 58 milhdes de pessoas tenham infecdo crénica por hepatite C,
surgindo 1.5 milhdes de novas infe¢cdes por ano. No ano de 2019, cerca de 290000 pessoas

morreram de hepatite C, a maioria de cirrose e de carcinoma hepatocelular. *!

A testagem para determinacéo do estado da infecdo por HCV envolve o teste de anticorpos
para o virus, Anti-HCV, e a dete¢cdo do RNA em amostras de soro ou plasma para um
diagnostico correto. A presenca de anticorpos ndo distingue por si s6 uma infecdo aguda,

crénica ou resolvida, sendo por isso a testagem de RNA de HCV tdo importante. 52

23



Anti-HCV

/\ ALT

RNAHCV (FCR)

Mesas Anos

Tempo apds exposicio

Figura 6. Decurso de uma infecdo crénica por hepatite C. ALT= alanina aminotransferase; Anti-HCV= anticorpo
contra a hepatite C. RNA HCV (PCR)= detecédo de RNA de HCV por Polymerase Chain Reaction.

(Adaptado de: “Pocket Guide to Diagnostic Tests”,62 edigao, 2012)

As populagBes de maior risco séo os toxicodependentes, imigrantes e trabalhadores do sexo.
Nestes individuos, a colheita de sangue por flebotomia ndo é um processo facil, estando
indisponivel em locais com recursos limitados.>> Os DBS, aplicados com sucesso no
diagnéstico de HIV, sao também utilizados no diagnéstico de HCV, o que permite a

monitoriza¢ao das populagdes de maior risco e identificagdo do estado da infecéo.

Embora os DBS sejam bastante utilizados na monitorizacdo da infe¢cdo por HCV, os valores
de sensibilidade e especificidade permanecem incertos, ndo existindo ainda uma metodologia

laboratorial estabelecida. %3

De modo a averiguar a especificidade e sensibilidade dos DBS na dete¢éo do Anti-HCV e do
RNA do virus, Dokubo et al. ®? realizaram um estudo retrospetivo da presenca de HCV em
jovens adultos e utilizadores de drogas injetaveis em Sao Francisco. Para isso, foram

utilizadas amostras de plasma e de DBS comparando os resultados obtidos em ambas.

Na detegédo de Anti-HCV, as amostras de DBS identificaram 70% dos testes positivos como
verdadeiros positivos e 30% como falsos negativos. Todas as amostras negativas foram

classificadas corretamente, refletindo uma especificidade de 100%. °2

Na detecdo de RNA, os DBS identificaram corretamente 90% dos casos positivos como
verdadeiros positivos e 10% como falsos negativos. Em semelhanga a detecao de Anti-HCV,

0s casos negativos foram todos confirmados através desta metodologia. 2
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Os resultados obtidos no artigo referido sdo comuns a outros cujo objetivo era comum.
Vazquez-Mordn et al. 3, elaboraram um artigo de reviséo dos diversos estudos realizados até
Marco de 2018, tendo obtido para a andlise de Anti-HCV valores de sensibilidade e
especificidade de 96,1% e 99,2%, respetivamente. Quanto a detecdo de RNA de HCV, os
resultados foram de 97,8% e 99,2%.

Estes valores demonstram que os DBS sdo um método indicado na detecdo e diagndstico da
infecdo por HCV, sendo os resultados obtidos semelhantes aos das amostras de soro e
plasma. Para além disso, este método demonstrou ndo sofrer qualquer alteracéo na detecéo
da carga viral de HCV na presenca de outras infe¢des virais como o HIV, ao contrario do que
pode ocorrer no plasma. > Todavia, é necessario ter em atencdo as condicdes de
armazenamento e transporte das amostras para que néo exista degradagédo do analito em

andlise.
Virus do Sarampo e da Rubéola

Inimeras doencas virais apresentam manifestacfes clinicas cutdneas. O exantema cutaneo
€ 0 marcador principal em muitos dos casos, sendo uma manifestagéo clinica ocasional em
outras doencas. Quando surge, pode ser auxiliar de diagnostico do agente infecioso que esta

na sua origem. *°

O virus do sarampo e da rubéola sédo parte do conjunto dos exantemas mais comuns da
infancia, onde se encontram a roséola, a varicela e a quinta doenga, provocada pelo

parvovirus. %

As criangas sdo, por esse motivo, a maior fonte da infegdo pelos virus referidos devido a
exposicdo nas escolas. Consequentemente, sdo elas o maior alvo de vacinacdo, o que

contribui para a diminuicéo da morbilidade e mortalidade associadas a estas faixas etérias. *°

As infecdbes em questdo sdo, muitas vezes, dificeis de distinguir entre si devido as
manifestacdes clinicas que tém em comum. O diagndstico laboratorial através da detecéo de
anticorpos especificos ou material genético €&, por isso, bastante importante, nomeadamente,

em paises onde a cobertura vacinal é ineficaz.
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Virus do Sarampo

O sarampo é uma doenca altamente contagiosa provoca por um virus da familia
Paramyxoviridae, com genoma a ssRNA". A sua contagiosidade deve-se a via primaria de
transmissdo, a via respiratoria. Este virus é transmitido através de contacto direto e de
aerossois. Apos a infecdo das células do trato respiratério, o virus do sarampo tem a
capacidade de se disseminar pelo organismo, podendo originar estadios virulentos graves.

39,56,57

Esta doenca é prevalente em criangas, sendo contraida nos primeiros anos de escola. Os
primeiros sintomas a surgir sdo febres altas, tosse, conjuntivite e coriza. Neste periodo o
doente é extremamente infecioso. Algumas infecdes podem levar a complica¢cdes mais

severas como pneumonia, difteria e encefalite. *°

A vacinagdo contra o virus do sarampo é utilizada ha cerca de sessenta anos, estando
integrada na estratégia mundial de redugé@o da mortalidade e morbilidade por este virus. No
entanto, nos paises em vias de desenvolvimento as campanhas de vacinagdo tém menos
sucesso do que o verificado nos paises desenvolvidos. Isto pode dever-se a falta de vacinas,
guerras civis, problemas logisticos relacionados com a manutencdo da cadeia fria, entre

outros. 5658

O diagnéstico da infecdo por sarampo em paises em desenvolvimento tem por base a
avaliacdo dos sintomas clinicos. Todavia, nem sempre 0s sintomas clinicos apresentados se
relacionam diretamente com a infecdo em questéo, levando a diagnésticos incorretos. Por
estes motivo, o diagnéstico e confirmagéo laboratorial apresenta um papel importante no

controlo e eliminac&o do virus. %8
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Grafico 2. Nimero de casos de sarampo reportados pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) de janeiro a agosto de 2021, em Africa, América e Europa. Devido & pandemia por
SARS-CoV-2, a propagacéo e diagndstico de outras infe¢des respiratdrias, como o sarampo, foi
afetada devido as medidas preventivas adotadas.

(Adaptado de: “Global Measles and Rubella Update- September 2021”, WHO, 2021) 26



O diagnéstico laboratorial deste virus assenta, sobretudo, na detecédo de IgM especifica em
amostras de soro e também na detecdo do genoma por RT-PCR. Todavia, a detecéo da IgG
especifica e avidez podem auxiliar na confirmacao de uma infe¢cao aguda e na distincao entre
infecdo recente ou imunizacdo anterior com recurso a vacina. O titulo de IgM especifica
permanece detetavel durante quatro semanas apos o inicio das erup¢des cutaneas, podendo
nao ser detetada até trés dias apds o comeco dos sintomas o que pode originar resultados
falsos negativos. O RNA viral pode ser detetado no soro sete dias antes da erupcao cutanea,

permanecendo detetavel durante duas semanas ou mais. 58-5°

O soro é a amostra mais utilizada na serologia do sarampo enquanto os esfregacos de

garganta, urina e sangue total sdo amostras utilizadas na caracterizacédo genética. °8%°

Os DBS tém sido utilizados como alternativa na deteg¢éo de IgM e na realizacdo de RT-PCR
em situagBes em que o soro pode nao ser facilmente obtido e armazenado, como em alguns

paises em desenvolvimento. °?

A preciséo dos DBS na medicao dos marcadores serolégicos do sarampo é bastante variavel,
demonstrando uma sensibilidade entre 99 e 100%, e uma especificidade de 75 a 100%. A
variabilidade pode resultar da qualidade da amostra colhida, em que o volume pode ser
insuficiente impedindo a detecdo de anticorpos especificos. Para além disso, como é um tipo
de amostra ainda pouco utilizado, os imunoensaios enzimaticos de detegdo destes analitos

n&o estdo validados. 5862

Num estudo de Prosperi et al.®?, a concordancia entre as amostras de soro e DBS foi de 98%
para o sarampo. No entanto, verificou-se que a concentracdo de anticorpos é menor do que
no soro. O diagndstico serolégico de sarampo em DBS tem, por essa razéo, algumas
desvantagens. Das quais a colheita precoce numa fase onde os niveis de IgM se encontram
baixos devido ao inicio da infecdo ou falha vacinal; contaminacdo da amostra aquando da
secagem ao ar da gota de sangue no papel de filtro, permitindo o depdsito de fungos e

bactérias. 58

E recomendado que a andlise seroldgica de IgM e IgG especificas do virus do sarampo seja
complementada com a técnica de RT-PCR. Este conjunto de analises permite reduzir o

nimero de resultados falsos negativos. °8
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Virus da Rubéola

O virus da rubéola € membro da familia Matonaviridae pertencendo ao género Rubivirus. Este
virus apresenta genoma ssRNA* e € o agente causador da doenca da rubéola, também

denominada de sarampo alemao. %3

Embora a maioria dos casos de infecéo seja leve e autolimitada como na doenca do sarampo,
podem surgir complicagdes quando o virus da rubéola infeta o feto, particularmente durante

o primeiro trimestre, podendo levar a aborto espontaneo ou ao sindrome da rubéola congénita.
63

O virus da rubéola é transmitido de pessoa para pessoa por via respiratoria, tendo um periodo
de incubacéo de catorze a vinte e um dias. A imunidade apds infe¢éo natural ou vacinagéo é

vitalicia. Na auséncia de vacinacao, a idade média de infe¢&o é entre os cinco e 0s nove anos.
55,63
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Gréafico 3. NUmero de casos de rubéola reportados pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) de janeiro a agosto de 2021, em Africa, América e Europa. A América ndo apresenta
qualquer caso o que se pode dever a atrasos no reporte dos mesmos.

(Adaptado de: “Global Measles and Rubella Update- September 2021”, WHO, 2021)

A detecdo de IgM especifica da rubéola no soro é o método utilizado no diagnéstico
laboratorial desta infe¢cdo. Todavia, também podem ser utilizados esfregagos de garganta,

saliva, secrecdes nasofaringeas e DBS. 9063

Os anticorpos IgM especificos podem néao ser detetaveis até quatro dias antes do comeco das
erupcdes cuténeas e, em casos raros, os doentes podem ndo produzir anticorpos detetaveis.
Estes anticorpos persistem cerca de oito semanas ap0s infe¢do natural, e cerca de seis meses

apoés vacinacdo.
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Os testes de avidez da IgG especifica sdo Uteis na classificacdo de casos suspeitos,
permitindo classificar uma infecdo como recente ou antiga. A baixa avidez da IgG anti-rubéola

sugere uma infecéo recente. 3

Testes de Detecédo de IgM especifica
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Indeterminado
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Presencade IgM

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000 20000

Numero de Testes

Rubéola = Sarampo

Gréafico 4. NUmero de testes laboratoriais de detecdo de IgM especifica de sarampo e rubéola
realizados em 2021, reportados pela Organizagdo Mundial de Salide (OMS). O namero de testes
em cada um dos resultados obtidos (positivo, indeterminado e negativo) advém da soma do nimero de
testes realizado nos membros pertencentes & OMS dos continentes africano, americano e europeu.

(Adaptado de: “Global Measles and Rubella Update- September 2021”, WHO, 2021)

De modo a provar a fiabilidade dos DBS como amostra na dete¢do de rubéola, lvanova et
al.%*, elaboraram um estudo cujo objetivo era determinar a frequéncia dos anticorpos

especificos para este virus neste tipo de espécime.

Foi utilizado um total de 101 amostras de doentes com idade entre os um e oitenta e dois
anos de idade. Todas as amostras foram testadas para a presenca de IgM e IgG anti-rubéola,

através de um ensaio de ELISA. %

Nenhum dos individuos analisados apresentava IgM especifica para rubéola, o que significa
gue ndo existia qualquer infegdo recente por este virus. No soro, setenta e nove amostras
positivaram para a IgG anti-rubéola, enquanto nos DBS apenas setenta e trés amostras

obtiveram esse resultado. %

A concordancia entre os resultados obtidos nos dois tipos de amostra foi de 90%, o que
demonstra a capacidade dos DBS auxiliarem no diagnéstico de infe¢cdes agudas ou passadas
de rubéola. Para além disso, este tipo de amostra pode ser utilizado em estudos de

serovigilancia devido a capacidade de detecdo de IgG especifica. 645

Helfand et al.®®, provaram que os DBS podem ser analisados em kits comerciais de detecéo
da rubéola j4 existentes, o que torna a sua utilizacdo mais aceitdvel pelos laboratérios de
paises subdesenvolvidos. No entanto, enumeraram algumas desvantagens, como a falta de

conhecimento sobre o tipo de amostra e consequente recusa da colheita; necessidade da
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utilizacdo de um papel de filtro de alta qualidade para assegurar o funcionamento de alguns
testes; o cuidado a ter com possiveis contaminacdes se o DBS for usado para analise de DNA
ou RNA.

Virus do Dengue

O dengue (DENV) é uma infecdo viral transmitida por mosquitos, encontrada em climas
tropicais e subtropicais. Este virus pertence a familia Flaviviridae, apresentando um genoma
a ssRNA*. E considerado um arbovirus devido ao seu método de transmissé&o: a picada de

um vetor artrépode. 3

O virus do DENV é transmitido por mosquitos fémea, maioritariamente, da espécie Aedes
aegypti e, com menor extensdo, por Aedes albopictus. Estes mosquitos sdo também vetores

dos virus Chikungunya, da febre amarela e Zika. %

Existem quatro subtipos distintos de dengue, DENV-1 a 4, em circulagdo nas zonas
endémicas, todas elas provocando a forma mais leve da doenca. No entanto, se um individuo
for infetado uma segunda vez por um subtipo diferente do primeiro pode desenvolver a forma

mais severa da doenca. 3°5¢

Atualmente, o DENV é dos arbovirus com maior importancia em Saude Publica a nivel
mundial. Esta presente como virus endémico em cerca de cem paises dos continentes
africano, americano e asiatico. Contudo, para além do crescente nimero de casos, a doenca

comeca a surgir em novos locais, incluindo a Europa. 3¢
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Grafico 5. Casos de Dengue notificados na Europa entre 2010 e 2019. A Europa é um dos novos
locais onde surgem infe¢des pelo virus Dengue. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS),
2019 foi 0 ano onde mais casos foram reportados por todo o globo.

(Adaptado de: “Surveillance Atlas of Infectious Diseases”)

Disponivel em: https://www.ecdc.europa.eu/en/surveillance-atlas-infectious-diseases ; Acesso em Outubro, 2021
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A detecdo da infecdo por DENV inclui testes viroldgicos e seroldgicos. Todavia, a aplicacdo

das diversas metodologias depende do tempo de apresentacéo do doente. %6

A amostra pode ser testada por RT-PCR, de modo a detetar o material genético do virus e
caracterizar a estirpe presente, durante os primeiros dias de infe¢do. Os testes serolégicos
permitem confirmar a presenca de uma infecdo recente ou passada, através da detecdo de
IgM e IgG anti-dengue. Os anticorpos IgM séo detetdveis uma semana apos a infecao,
permanecendo elevados duas a quatro semanas apds o comeco da doenga. Os niveis de IgG

demoram mais tempo a surgir, permanecendo no organismo durante anos. %°

A infecdo por DENV pode ser também diagnosticada pela detecdo do antigénio NS1

especifico, um método mais rapido, mas menos sensivel. ¢

Porém, a aplicabilidade e qualidade dos testes serologicos nas regides endémicas devera ser
avaliada tendo em conta diversos aspetos: potencial reatividade com outros flavivirus;
dificuldade em distinguir infecdes primarias e secundarias; problemas tecnolégicos

relacionados com a falta de recursos existente nestas areas. 8

Durante os surtos de DENV, o transporte de amostras para laboratérios especializados é
relevante de modo a monitorizar a magnitude do surto. O transporte a partir de locais remotos
e austeros requer a manutencgao da cadeia fria de transporte, o que pode néo estar disponivel

ou ser dispendioso. %° Os DBS sdo uma possivel solucdo para todas estas questdes.

Num estudo de Balmaseda et al 7°, foi avaliada a utilidade dos diferentes marcadores
imunoldgicos no diagnéstico de doenca aguda e medi¢do da incidéncia da infecao por DENV.
Foram comparadas, por um lado, amostras de criangcas com suspeita de infecdo aguda nos
primeiros quatro dias apoés o inicio dos sintomas, e por outro, amostras de criangas saudaveis.
Os marcadores medidos foram os anticorpos IgM, IgA e IgG anti-dengue presentes em

amostras de soro, DBS e saliva.

As amostras de DBS e soro obtiveram valores elevados de sensibilidade, especificidade e
valor preditivo positivo (VPP) para a medi¢do de IgM e IgA. Quando é realizada uma medi¢ao
conjunta da IgM com outro marcador imunolégico, os valores de sensibilidade aumentam

bastante, mas a especificidade decresce para valores inaceitaveis.

Foi provada a fiabilidade da IgA no diagnéstico do virus DENV, sendo mais eficaz em infecdes
secundarias onde apresenta uma sensibilidade de 98%, contrastando com os 90% das
infecdes primérias. Para além disso, este anticorpo em conjunto com a medicao de 1gG

possibilita resultados satisfatérios na detegdo da incidéncia da doenca. °
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Os DBS podem ser utilizados como amostra para a realizacdo de RT-PCR na detecdo de
RNA de DENV. Contudo, varios estudos evidenciam que ocorre uma perda substancial de
sensibilidade, refletindo um nivel baixo de amplificacdo de RNA a partir do volume reduzido

de amostra presente. %71

Nos diversos estudos realizados sao utilizadas, frequentemente, amostras de soro ou de
sangue total para obter DBS. No entanto, esta pratica ndo permite evidenciar a capacidade
de detecdo do sangue capilar, estando na origem das perdas de sensibilidade acima referidas.

69,71

Em suma, os dried blood spots sdo um método promissor na detecdo da infecdo viral por
DENV. Para além da capacidade de detecdo de marcadores serologicos especificos e RNA
viral, permite a conservagao dos diversos analitos a temperatura ambiente durante varios dias
sem que ocorra degradacdo dos mesmos. Todas estas vantagens possibilitam a sua
aplicacdo nas zonas endémicas deste virus onde 0s recursos de conservagao e transporte

SA0 escassos.
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Consideracdes Eticas na Utilizac&o dos Dried Blood Spots

A monitorizacdo de recém-nascidos € um dos programas de salde puUblica mais bem-
sucedidos com beneficios clinicos que incluem informacdo para planeamento familiar, o
diagnéstico e tratamento precoce de criancas identificadas prevenindo a morbilidade e

mortalidade infantil. 72

Em Portugal, o Programa Nacional de Rastreio Neonatal (PNRN) foi criado em 1979 para o
rastreio da fenilcetondria, e em 1981, foi alargado ao diagnostico do hipotiroidismo congénito.

Atualmente, é rastreado um conjunto de vinte e seis patologias. "3

Programa Nacional de Rastreio Neonatal 2019
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Grafico 6. Resultados do Programa Nacional de Rastreio Neonatal em 2019. Foram estudados
87 364 recém-nascidos em Portugal. O nimero de criangas rastreadas no segundo semestre do
ano foi superior ao do semestre anterior.
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(Adaptado de: “Programa Nacional de Rastreio Neonatal- Relatério 2019”, INSA, 2020)

ApOs a andlise das doencas abrangidas pelos programas de rastreio neonatal, os DBS
residuais podem ser armazenados e utilizados com outros propositos. A utilizacdo destas
amostras remanescentes pode incluir o desenvolvimento de novos programas de
monitorizacdo e avaliacdo, investigacdo biomédica e estudos epidemiolégicos de saude
publica. Em 1990, estas amostras foram aplicadas na vigilancia da infecdo por HIV em
diversos paises desenvolvidos, sendo uma ferramenta Util na identificacdo de criancas

expostas ao virus. 2

Para além disso, os DBS podem fornecer dados relevantes sobre a prevaléncia de variantes
genéticas que podem afetar a saude publica, relacdo entre estas e a doenga, assim como 0s

fatores de risco associados. ™

Nos anos mais recentes, o armazenamento e aplicacdo das amostras resultantes do rastreio
neonatal tém ganho especial atencdo. Isto deve-se ao surgimento de casos de exploracéo

destas amostras bioldgicas sem consentimento dos dadores ou responsaveis pelos mesmos.
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Nos Paises Baixos, em 2000, os DBS foram sugeridos como meio de identificacédo de vitimas
de uma explosdo de fogo de artificio. A instituicdo responsavel pelo armazenamento das
amostras foi chamada a responder em publico devido a falta de conhecimento desta pratica

pelos pais das criancas a quem pertenciam. "

Todos os processos judiciais sobre este tema originam uma crise de confianga nos programas
de rastreio e, por consequéncia, diminuicdo das amostras de DBS obtidas. Existe, por esse

motivo, uma perda da representatividade da populagéo.’®’’

Os DBS podem ser usados para investigacdo desde que a mesma preserve a
confidencialidade e proteja o dador dos riscos associados. Neste sentido, devem ser aplicados

diversos principios éticos dos quais o respeito pelas pessoas, beneficéncia e justica. "

A beneficéncia requer que as pessoas cujo sangue é utilizado ndo sejam alarmadas, e que
0s possiveis beneficios sejam maximizados e os possiveis danos minimizados. Para aplicar
este principio, toda a informacéo sobre o dador devera ser removida e guardada numa base

de dados restrita. 7®

O principio da justica requer que seja aplicada equidade a quem recebe os beneficios da
investigacdo e arca com as suas responsabilidades. Qualquer investigacdo que possa
depreciar determinadas populagdes ndo devera ser permitida. Qualquer beneficio que
advenha do trabalho de investigagdo devera estender-se as populacdes cujas amostras sdo

colhidas. "®

O respeito pelas pessoas exige que os individuos sejam tratados como agentes autobnomos.
A autonomia refere-se a liberdade de fazer uma escolha informada voluntaria baseada no
valor préprio. Na pratica clinica, o consentimento informado envolve o fornecimento de
informacg&o especifica acerca da natureza do estudo, assim como 0s riscos e beneficios
envolvidos. E dada aos pais ou tutores a oportunidade de expressar a sua aprovacio ou

desaprovacéo acerca do armazenamento dos DBS dos seus filhos. %78

E importante realcar que os DBS contém informacéo genética que pode identificar o dador. O
armazenamento e utilizagcdo secundaria destas amostras pode levar a problemas de
privacidade e confidencialidade quando o fenétipo ou informacéo pessoal ndo é desvinculada.
Por conseguinte, os pais podem proteger a privacidade dos filhos através do consentimento

informado. 72

No entanto, a falta de identificag@o por levar a falta de beneficios por parte do estudo visto
que os resultados ndo podem retornar aos pais ou médicos. Ao nivel populacional, a

anonimidade limita a utilidade dos estudos visto que os DBS ndo podem ser colocados em
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biobancos. A andlise do DNA presente s6 pode ser interpretada tendo em conta o historico

pessoal. 72

Em estudo realizado por Gong et al.”®, cujo objetivo era descrever a perspetiva parental sobre
o armazenamento dos DBS colhidos durante os programas de rastreio neonatal e a sua

utilizacdo em investigacao, obteve conclusdes interessantes.

Quanto ao armazenamento das amostras dos filhos por algum tempo, 68% dos inquiridos
afirmaram permitir o mesmo. A probabilidade de proibicdo do mesmo era maior se 0s pais
fossem menos instruidos e por parte das progenitoras. Dos que discordaram com o

armazenamento, a solucdo seria destruir as amostras apds o programa de rastreio. "

Se a permissdo parental fosse requerida inicialmente, a maioria dos pais referiu concordar
com a utilizacdo das amostras dos filhos para estudos futuros. Todavia, alguns dos inquiridos

referiram concordar com a mesma se a permissao néo fosse obtida. ®

Neste estudo, os inquiridos referiram que os seus filhos deveriam beneficiar dos resultados
da investigacao no futuro e que os proprios pais deveriam ser parte integrante dos estudos a
realizar. Este envolvimento suprime os sentimentos de ansiedade e dlvida associados a
utilizacdo das amostras, melhorando a qualidade cientifica e utilidade do conhecimento

médico. 767°

Em suma, a transparéncia e a informacao devem ser os principios maximos quando se
pretende armazenar e utilizar os DBS residuais em investigacbes. O aumento do
conhecimento por parte dos interessados esta associado ao aumento da confiangca nos
programas de rastreio neonatal assim como em futuros estudos. Deve, por isso, existir um
esforco na promocdo da educagdo sobre o que acontece as amostras remanescentes. A
prioridade é maximizar os beneficios que este tipo de material biol6gico apresenta tanto a
nivel individual como populacional, e ndo apenas obter a assinatura do consentimento

informado. &
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Conclusao

Os Dried Blood Spots apresentam um numero infindavel de vantagens, sendo um recurso
bastante relevante em algumas situacdes onde a recolha de amostras de sangue e posterior

analise ndo é acessivel.

Para além de facilitar a colheita de sangue em individuos cuja puncéo venosa é um processo
complexo, permite a conservagao de diversos analitos a temperatura ambiente. Este tipo de
espécime também pode ser concebido com recurso a amostras de urina e saliva, o que

favorece a colheita pelo proprio individuo.

Ainda assim, é importante realcar que os protocolos laboratoriais estabelecidos para analise
dos diversos marcadores biolégicos ndo estdo ainda adaptados aos DBS. Isto significa que
aquando da sua utilizacdo, podem surgir questdes relacionadas com a fiabilidade, exatidédo e
precisdo dos resultados obtidos. Adicionalmente, o sangue capilar, obtido por pun¢éo do dedo

ou calcanhar, pode ndo apresentar os analitos em proporcao idéntica a do sangue total.

Existem diversas fontes de variabilidade que podem afetar a andlise a partir de DBS dos quais
o tipo de cartdo de filtro, o hematdcrito, as condicbes de armazenamento e as diferencas
interindividuais. Para que a utilizacéo deste tipo de amostra seja correta, deve ser minimizada
a influéncia de todos estes fatores através da validacao analitica do método com base nas

boas normas laboratoriais.

Os DBS séao utilizados no rastreio neonatal de distlrbios metabdlicos. Mas podem também
ser utilizados nos diagnostico de diversas infe¢des virais, onde séo identificados anticorpos
especificos e acidos nucleicos que permitem evidenciar a sua presenca. Este método de

amostragem minimiza os riscos associados a manipulagdo de amostras potencialmente

infeciosas.

E nos locais mais remotos que existe uma maior necessidade de diagndstico e monitorizag&o
de variadas infe¢fes virais endémicas. Todavia, nem sempre estdo disponiveis 0S recursos
necessarios a colheita, transporte e armazenamento das mesmas. Diversos estudos indicam
os DBS como uma solucgéo viavel para todas essas questdes, apresentando valores elevados
de sensibilidade e especificidade. Este tipo de amostra é também apontado como vantajoso

na realizacao de estudos retrospetivos.

No entanto, os artigos analisados recorrem, na sua maioria, a amostras de soro para preparar
os DBS. Este facto impede que sejam conhecidas as verdadeiras condicdes de analise
quando analisado sangue capilar em vez de soro. E necessario, por esse motivo, desenvolver
investigacdes que comprovem a real fiabilidade dos resultados alcangados por este método

analitico.
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Tém surgido alguns debates sobre as possiveis utilizacdes dos DBS ap6és o rastreio nheonatal
de distarbios metabdlicos. Estas amostras sdo aplicadas, em alguns casos, em investigacoes
sem o consentimento dos dadores ou responsaveis pelos mesmos. Para esse propésito,
devem ser tidas em conta algumas consideracdes éticas como o respeito pelo dador,
preservacdo da sua confidencialidade e equidade na atribuicdo dos beneficios resultantes.
Deverd ser mantida a transparéncia e dada toda a informacéo possivel sobre o procedimento

para que continue a existir confian¢a nos rastreios neonatais e em eventuais pesquisas.
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