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Resumo

O presente relatorio descreve o estagio laboratorial integrado no plano curricular do
Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa, decorrido
no Laboratorio de Analises Clinicas SYNLAB Lisboa. Os principais objetivos da sua realizagao
foram a consolidacao e aplicacao dos conhecimentos tedricos adquiridos ao longo da formagao
académica e a aquisicdo de experiéncia profissional. O relatério apresenta um resumo das
atividades desenvolvidas nas valéncias laboratoriais da Fase Pré-Analitica, Quimica Clinica,
Imunologia e Patologia Molecular, abordando as diversas metodologias associadas a cada area
laboratorial, bem como os principais parametros analiticos e respetivo significado clinico. Sao
também abordadas as tematicas de Higiene, Saude e Seguranga e de Controlo de Qualidade.

O presente documento apresenta uma monografia intitulada “O Plano de Vacinagdo e
Tratamento da Infecao por HPV e o Impacto na Sociedade Portuguesa em Periodo de
Pandemia causada por SARS-CoV-2". A infe¢do pelo Virus do Papiloma Humano ¢ uma das
infecdes sexualmente transmitidas mais comuns, sendo considerada um problema de saude
publica. Esta infe¢do estd também associada ao desenvolvimento de cancro de colo do ttero,
sendo que a vacinagdo constitui um modo de prevengdo crucial. O surgimento da pandemia
originou uma sobrecarga do sistema de saude e também foram implementadas medidas de
isolamento social, influenciando os servigos prestados, como, os programas de vacinagdo. Neste
ambito, o estudo corresponde a uma revisdo bibliografica sobre o possivel impacto que a
pandemia causada por SARS-CoV-2 teve na vacinacao do HPV em Portugal.

Palavras-chave: Analises Clinicas, HPV, SARS-Cov-2, Vacinagao, Pandemia.



Abstract

This report details the laboratory internship integrated into the curriculum of the
Master’s program in Clinical Analysis at the Faculty of Pharmacy, University of Lisbon,
conducted at the SYNLAB Lisbon Clinical Analysis Laboratory. The primary objectives of this
internship were to consolidate and apply the theoretical knowledge acquired throughout the
academic training and to develop professional experience. The report summarizes the activities
carried out in the laboratory phases of Pre-Analytical, Clinical Chemistry, Immunology, and
Molecular Pathology, addressing the various methodologies associated with each laboratory
domain, as well as the key analytical parameters and their clinical significance. Additionally,
topics related to Hygiene, Health and Safety, and Quality Control are discussed.

This document also presents a monograph titled “The Vaccination Plan and Treatment
of HPV Infection and Its Impact on Portuguese Society During the SARS-CoV-2 Pandemic.”
Infection with the Human Papillomavirus is one of the most prevalent sexually transmitted
infections and is regarded as a public health concern. This infection is also linked to the
development of cervical cancer, making vaccination a crucial preventive measure. The onset of
the pandemic has placed an overwhelming burden on the healthcare system and has led to the
implementation of social isolation measures, which have influenced the delivery of services,
including vaccination programs. In this context, the study serves as a literature review exploring
the potential impact of the SARS-CoV-2 pandemic on HPV vaccination in Portugal.

Keywords: Clinical Trials, HPV, SARS-CoV-2, Vaccination, Pandemic.
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Parte I: Relatorio de Estagio



1. Introducao

No ambito do Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmécia da Universidade
de Lisboa, foi realizado o estagio profissional integrado no plano de estudos do Curso, de modo
a complementar a aprendizagem nas diferentes areas cientificas das Andlises Clinicas. Os
principais objetivos passam por promover a integracdo no meio profissional e o contacto com
outros profissionais da area; a consolidacdo dos conhecimentos adquiridos em contexto de
trabalho; e o desenvolvimento da capacidade de trabalho multidisciplinar e em equipa.

O estagio decorreu no Laboratério de Andlises Clinicas - SYNLAB HEALTH II, sob a
orientacdo da Dr® Manuela Azevedo, Especialista em Andlises Clinicas pela Ordem dos
Farmacéuticos, abrangendo as valéncias de Microbiologia, Patologia Molecular, Fase Pré-
Analitica, Quimica Clinica e Imunologia. A duracdo do estagio foi de 785 horas, com inicio a
15 de fevereiro de 2021 e fim a 3 de setembro de 2021, estando o plano de estagio descrito na
Tabela 1.

Tabela 1: Plano de Estagio.

Valéncia Data N° de horas
Microbiologia 15/02/2021 — 26/03/2021 225
Patologia 29/03/2021 - 07/05/2021 110
Molecular
Fase Pré-Analitica | 10/05/2021 — 21/05/2021 110
Quimica Clinica | 24/05/2021 — 16/07/2021 265
Imunologia 26/07/2021 — 03/09/2021 185

O presente relatorio comega por apresentar o laboratorio de Analises Clinicas SYNLAB,
desenvolvendo de seguida os principais conceitos associados a cada uma das valéncias
laboratoriais: a Fase Pré-Analitica, salientando a importancia de aspetos do processo de colheita
das amostras bioldgicas e abordando o processo de triagem; as varias areas analiticas,
descrevendo as principais metodologias, procedimentos e parametros analiticos dos setores de
Quimica Clinica, Imunologia e Patologia Molecular; e a Fase Pds-analitica. Por fim, sera
abordado o Controlo de Qualidade.

A elaboracdo deste documento baseou-se nas referéncias bibliogréaficas indicadas, nos
procedimentos desenvolvidos no Laboratorio de Andlises Clinicas SYNLAB Lisboa e nos
folhetos informativos das metodologias e manuais operativos, todos eles referentes ao periodo
em que decorreu o estagio laboratorial.



2. O Laboratorio de Analises Clinicas SYNLAB

A SYNLAB surgiu em 2015 com a juncao das marcas Synlab e Labco e esta presente em
mais de 40 paises. E lider em servigos de diagndstico médico na Europa, oferecendo uma gama
completa de servicos de Medicina Laboratorial a utentes, profissionais de saude, clinicas e
industria farmacéutica, com o intuito de providenciar um diagnoéstico rapido, eficiente, preciso
e de alta qualidade. O principal objetivo da SYNLAB ¢ fornecer uma base solida e fiavel de
resultados laboratoriais para dar apoio ao médico clinico na tomada de decisdes a nivel de
diagnostico e terapéuticas, apresentando processos e metodologias analiticas que cumprem
altos niveis de qualidade. A SYNLAB apresenta uma gama completa de servigos de laboratério
médico nas areas da Quimica Clinica, Hematologia, Coagulacao, Microbiologia, Imunologia,
Genética, Patologia Molecular e Anatomia Patoldgica (1).

A Politica de Qualidade do Laboratdrio de Analises Clinicas SYNLAB Lisboa ¢ sustentada
pelas Normas NP EN ISO 9001:2015, NP EN ISO 15189:2014, Manual de Boas Praticas
Laboratoriais, € por todos os requisitos legais e regulamentagdo aplicavel (2). O Manual de
Boas Praticas Laboratoriais constituiu um instrumento para a implementagao de um sistema de
qualidade dirigido por todos os colaboradores, independentemente da sua qualificacdo, funcao
ou vinculo contratual. A qualidade deve ser uma preocupacao constante de todos os
colaboradores do laboratorio, pelo que, o desenvolvimento de um sistema da qualidade ¢
fundamental para uma atividade adequada e para o correto exercicio profissional nos
laboratorios (3).

Neste contexto, o Sistema de Gestdo da Qualidade implementado no Laboratério de
Andlises Clinicas SYNLAB Lisboa contempla a integragao de todos os processos necessarios
para o cumprimento da politica e objetivos de qualidade, de modo a satisfazer as necessidades
e requisitos dos seus utilizadores (2).



3. Higiene, Satide e Seguranca

De acordo com a Lei n.°102/2009 de 10 de setembro, em vigor durante o periodo de estagio,
o trabalhador tem direito a prestagao de trabalho em condi¢des que garantam a sua seguranga e
saude, asseguradas pela entidade empregadora ou pela pessoa, individual ou coletiva, que
detenha a gestdo das instalagdes em que a atividade € desenvolvida (4).

A Portaria n.° 166/2014 de 21 de agosto refere que os laboratérios de patologia
clinica/andlises clinicas devem ter um Manual de Higiene e Seguranga e garantir a formagao de
todos os seus colaboradores nesta area (5). O Manual de Higiene e Seguranga tem como
objetivos identificar os riscos associados do Laboratorio e definir as medidas preventivas e os
procedimentos a adotar em caso de incidente (6).

Os residuos hospitalares sdo os residuos provenientes da prestacdo de cuidados de saude a
seres humanos ou animais, nas areas médicas de prevencdo, diagnoéstico, tratamento,
reabilitacdo, ou investigacdo e ensino, bem como de outras atividades envolvendo
procedimentos invasivos (7). A gestdo destes residuos ¢ de grande importancia e envolve um
conjunto de procedimentos de triagem, transporte, acondicionamento, tratamento, valoriza¢ao
e eliminacdo de modo a ndo constituirem perigo para a satide humana ou para o ambiente. Para
i1sso, € necessario identificar e separar todos os tipos de residuos; minimizar a produgdo de
residuos; implementar procedimentos de triagem e transporte; e providenciar o manuseamento
e recolha de residuos apenas por uma entidade credenciada. Na SYNLAB, a recolha dos
residuos hospitalares ¢ assegurada pela empresa Ambimed (6). Os residuos em questdo sdo
classificados em quatro grupos, segundo o Despacho n.® 242/96 de 13 de agosto, sendo
explicados na Tabela 2 (8).

Tabela 2a: Classificac@o de residuos hospitalares e respetivas especificagdes. [adaptado de 6]

Grupo I — Residuos Equiparados a Urbanos
Nao apresentam exigéncias especiais de tratamento:
- Residuos provenientes de servicos gerais (como de gabinetes, salas de reunido,
salas de convivio, instalagdes sanitarias, vestiarios, etc.);
- Residuos provenientes de servicos de apoio (como oficinas, jardins, armazéns ¢
outros);
- Embalagens e invélucros comuns (como papel, cartdo, mangas mistas e outros de
natureza idéntica);
- Residuos provenientes da hotelaria resultantes da confecdo e restos de alimentos

Re;lggos servidos a doentes ndo incluidos no Grupo III.
. Grupo IT — Residuos Hospitalares Ndo Perigosos
Perigosos

Nao estdo sujeitos a tratamentos especificos, podendo ser equiparados a urbanos:

- Material ortopédico (talas, gessos e ligaduras gessadas ndo contaminados e sem
vestigios de sangue);

- Fraldas e resguardos descartaveis ndo contaminados e sem vestigios de sangue;

- Material de protecdo individual utilizado nos servicos gerais e de apoio, com
excecdo do utilizado na recolha de residuos;

- Embalagens vazias de medicamentos ou de outros produtos de uso clinico e ou
comum, com exce¢ao dos incluidos nos Grupos III e I'V;

- Frascos de soros ndo contaminados, com excecao dos de Grupo IV.




Tabela 2b: Classificagdo de residuos hospitalares e respetivas especificagdes [adaptado de 6]

Residuos
Perigosos

Grupo IIT — Residuos Hospitalares de Risco Bioldgico

Residuos contaminados ou suspeitos de contaminacao, suscetiveis de incineragao
ou de outro pré-tratamento eficaz, permitindo posterior eliminagdo como residuo
urbano:

- Todos os residuos provenientes de quartos ou enfermarias de doentes infeciosos
ou suspeitos, de unidades de hemodialises, de blocos operatorios, de salas de
tratamento, de salas de autdpsia e de anatomia patoldgica, de patologia clinica e de
laboratdrios de investigacdo, com excecao dos do Grupo 1V;

- Todo o material utilizado em dialise;

- Pecgas anatomicas ndo identificaveis;

- Residuos que resultam da administragdo de sangue e derivados;

- Sistemas utilizados na administra¢do de soros e medicamentos, com excecdo dos
do Grupo 1V;

- Sacos coletores de fluidos orgénico e respetivos sistemas;

- Material ortopédico (talas, gessos e ligaduras gessadas contaminados ou com
vestigios de sangue) e material de protese retirado a doentes;

- Fraldas e resguardos descartaveis contaminados ou com vestigios de sangue;

- Material de prote¢do individual utilizado em cuidados de saude e servicos de apoio
geral em que haja contacto com produtos contaminados (como luvas, méscaras,
aventais e outros).

Grupo IV — Residuos Hospitalares Especificos

Residuos de varios tipos de incinerac¢ao obrigatéria:

- Pecgas anatomicas identificaveis, fetos e placentas;

- Cadaveres de animais de experiéncia laboratorial;

- Materiais cortantes e perfurantes: agulhas, cateteres e todo o material invasivo;
- Produtos quimicos e farmacos rejeitados;

- Citostaticos e todo o material utilizado na sua manipula¢do ¢ administracao.

A triagem e o acondicionamento correto de residuos solidos devem ser executadas junto das
zonas de producdo, identificando de forma clara e inequivoca a origem e grupo. Os residuos
pertencentes aos grupos | e Il sdo embalados em sacos de plastico pretos ou em sacos de
reciclagem, e eliminados no final do dia para o lixo urbano. Os residuos do grupo III devem
ser colocados em sacos de cor branca e, posteriormente, colocados em contentores de cor verde,
com indicativo de risco bioldgico. Por fim, os residuos do grupo IV, nomeadamente corto-
perfurantes, devem ser imediatamente depositados em contentores amarelos para perfurantes e,
posteriormente, em contentores de cor vermelha (6).

Os residuos liquidos perigosos, isto €, todos os liquidos que apresentem, pelo menos, uma
caracteristica de perigosidade para a saude ou para o meio ambiente devem ser acondicionados
em jerricans devidamente identificados quanto ao seu contetido e origem dos residuos(6).




4. Fase Pré-Analitica

O laboratério de Andlises Clinicas apresenta um papel fundamental na prevencgdo,
diagnoéstico diferencial, tratamento e monitorizacdo de doengas, pelo que € crucial obter
resultados precisos. O processo laboratorial ¢ dividido em 3 fases: fases pré-analitica, analitica
e pos-analitica (9).

A fase pré-analitica envolve todas as etapas que decorrem entre a requisi¢ao de exames
laboratoriais e a preparagdo da amostra para andlise, incluindo a preparacdo do utente, a
obteng¢do de informagdes pertinentes, a colheita da amostra, o armazenamento e transporte, € a
rececdo das amostras bioldgicas (9,10). Esta fase inclui uma série de procedimentos que
ocorrem em locais € momentos diferentes, pelo que, os erros pré-analiticos sao responsaveis
por até 70% de todos os erros laboratoriais. Assim, de modo a minimizar a frequéncia destes
erros, € importante que o laboratdrio estabeleca indicadores de qualidade para fazer uma
monitorizagdo e avaliacdo do desempenho dos aspetos criticos dos processos pré-analiticos
(11,12).

4.1. Colheita de Amostras

O Laboratorio Central SYNLAB Lisboa recebe amostras biologicas provenientes dos
varios postos de colheitas do grupo SYNLAB, de diversos hospitais privados e, também, da
Fundagao Champalimaud.

\

A Portaria n.° 166/2014 estabelece os requisitos minimos relativos a organizagao,
funcionamento e instalagdes técnicas dos laboratérios de analises clinicas. No que diz respeito
a fase pré-analitica, os laboratorios devem ter um regulamento interno, que deve integrar os
procedimentos de colheitas, recegao e aceitacdo de amostras bem como as respetivas condigdes
de transporte, acondicionamento e armazenamento (5). Na SYNLAB, todas essas informacgdes
podem ser encontradas no Manual de Colheitas, que estd disponivel para todos os
colaboradores, de modo a assegurar corretamente os pedidos de ensaios constantes numa
requisi¢ao (10).

Antes do processo de colheita das amostras biologicas, o profissional de satide deve
confirmar a identificagdo positiva do utente, através de duas questdes, como o nome completo,
a data de nascimento ou outro dado que permita identificar inequivocamente o utente. Além
disso, deve ser inquirido ao utente informagdes relevantes para o processo, tais como, 0 motivo
da realizagdo da colheita, tempo de jejum, pratica de atividade fisica, dieta, uso de
medicamentos ou produtos naturais, tabagismo, ingestdo de alcool, entre outros. Todas estas
informacdes sdo importantes para aquando da interpretagao e validacao biopatoldgica dos
resultados (10).

Posteriormente, o técnico deve escolher o material adequado para a colheita e rotular
todos os tubos e/ou recipientes antes da colheita e na presenca do utente. No Laboratério
SYNLAB, utilizam-se cddigos de barras para esta identificagdo e, assim, as amostras sdo
rastredveis de modo inequivoco. Relativamente aos produtos bioldgicos colhidos pela proprio
utente, aquando da entrega destes, estes devem ser verificados (10).



4.2. Triagem de Amostras

A secc¢do de triagem apresenta como principais fungdes a rececdo e entrada das amostras
bioldgicas e o respetivo registo no sistema informativo, por forma a desencadear o processo
analitico; a subdivisdo das amostras em aliquotas, sempre que necessario; o encaminhamento
das amostras e aliquotas para as secgdes respetivas; € o arquivo € armazenamento de amostras

(13).

No laboratorio SYNLAB Lisboa, o processo de triagem inicia-se com a abertura das
malas térmicas de transporte, seguida da medi¢do e registo da temperatura através de um
termometro a laser. Apds a recegdo, as amostras sdo verificadas aplicando os critérios de
aceitacdo ou rejeicdo de amostras definidos pelo laboratdrio. As amostras podem ser rejeitadas
caso apresentem uma ou mais das seguintes caracteristicas: amostras nao identificadas ou
identificadas erradamente; colheita efetuada com o tipo de anticoagulante incorreto; amostras
colhidas desrespeitando a propor¢do adequada entre sangue e anticoagulante; amostras
hemolisadas, lipémicas ou insuficientes; amostras transportadas em condi¢des inapropriadas;
amostras colhidas em recipientes inadequados (10).

As amostras de sangue destinadas a obtengdo de soro sdo centrifugadas a 3000 rpm
durante 10 minutos e as destinadas a obten¢ao de plasma a 2800 rpm durante 15 minutos.

Os tubos primarios destinados as sec¢des da Quimica Clinica e Imunologia, apos
centrifugacdo, sdo encaminhados para o equipamento de triagem automatica AutoMate™ 2550,
da Beckman Coulter (Figura 1), permitindo agilizar e simplificar os processos das fases pré e
pos-analitica. O AutoMate™ 2550 executa a descapsulagdo dos tubos; a distribuicio de
amostras por areas analiticas que usam o tubo primario; a aliquotagem e respetiva rotulagem
com codigos de barras, separando as aliquotas por destinos pré-definidos; a separagdo de
amostras urgentes; e, ainda, o arquivo das amostras. Este equipamento possibilita a
minimizagdo do processamento manual de amostras e permite maior rastreabilidade das
mesmas (14).

Figura 1. Equipamento de triagem automatica AutoMate™ 2550, da Beckman Coulter. [Carla Narciso,2021]

Em relagdo as amostras destinadas as sec¢des da Hematologia, Microbiologia e Patologia
Molecular, estas sdo triadas manualmente e encaminhadas para a respetiva secg¢ao.



5. Fase Analitica

A Fase Analitica corresponde a fase onde se executam os ensaios laboratoriais, utilizando
sistemas automatizados ou técnicas manuais (15), com vista a obten¢do dos resultados. Estes
resultados contribuem fortemente para a prevencdo, rastreio, progndstico, diagnoéstico,
terapéutica e monitoriza¢ao de patologias humanas (3).

Estima-se que a taxa de erro associada a Fase Analitica ¢ de 7-13%, estando os principais
erros relacionados com problemas no funcionamento dos equipamentos, presenga de
interferentes nas amostras que influenciam o desempenho analitico, falhas no controlo de
qualidade e na execucao dos procedimentos (16). Os erros decorridos nesta fase do processo
laboratorial tém um impacto significativo nos resultados laboratoriais, na medida em que
podem levar a diagndsticos incorretos ou terapéuticas inadequadas, sendo, por isso, tao
fundamental a garantia da precisdo e exatidao na validagao dos resultados (15).

A implementagdo de sistemas e equipamentos automatizados permitiu nao sé reduzir os
erros humanos associados a execucao manual dos testes, como também melhorou a eficiéncia
e a capacidade de processamento de amostras. Por outro lado, os programas de Controlo de
Qualidade Interno e a participagdo em programas de Avaliacdo Externa da Qualidade
constituem ferramentas essenciais para avaliar ¢ monitorizar o desempenho analitico. A
manutengao ¢ calibragao de equipamentos também sao fundamentais (15,16).

O Laboratorio SYNLAB Lisboa esta dividido em varias areas analiticas: Quimica Clinica,
Hematologia, Imunologia, Microbiologia e Patologia Molecular. O presente capitulo tem como
objetivo descrever os principais procedimentos, metodologias e alguns dos parametros
analiticos referentes as valéncias laboratoriais abrangidos na realiza¢ao do estagio laboratorial,
nomeadamente, nas areas de Quimica Clinica, Imunologia e Patologia Molecular.



5.1. Quimica Clinica

A Quimica Clinica ¢ uma ciéncia fundamental para o Laboratério de Anélises Clinicas
(17). Esta ciéncia combina o conhecimento da quimica geral, quimica organica e bioquimica
com a compreensio da fisiologia humana. E também um servi¢o, uma vez que, produz
evidéncias objetivas que auxiliam no diagnostico e monitorizagdo de muitas doengas. O
laboratorio de quimica clinica vai, entdo, determinar alteracdes de marcadores bioquimicos
especificos, que funcionam como indicador do estado de satde ou de patologia (18).

De todas as seccOes laboratoriais, a Quimica Clinica é a area mais automatizada. Esta
automatizacao permite obter resultados mais exatos e precisos, comparativamente com oS
métodos manuais (18).

Neste capitulo sera abordado o fundamento dos métodos dos varios ensaios realizados
para avaliag@o laboratorial dos metabolismos proteico, glucidico, lipidico e a avaliacdo das
principais fun¢des dos sistemas do organismo. Por fim, serd também abordada a Analise
Sumaria da Urina.

5.1.1. Quimica Clinica e Imunoensaios

No Laboratorio Central SYNLAB, grande parte dos ensaios de quimica clinica e de
imunologia sdo executados no equipamento Atellica™ Solution (Figura 2), da Siemens
Healthineers. Este equipamento integra um sistema de transporte, o Atellica Magline™; um
sistema de visualizacdo multi-cAmara, de modo a reduzir os erros na leitura de codigos de
barras; um sofiware de programagao inteligente, para gerir adequadamente as amostras urgentes
e de rotina; e um sistema de programacao automatizado de controlos e calibradores, a partir de
um compartimento refrigerado a bordo (19).

O equipamento Atellica™ Solution, da Siemens Healthineers, pode ser composto por
dois tipos de modulos diferentes: 0 modulo Atellica™ CH Analyzer, analisador de quimica
clinica, e 0o modulo Atellica™ IM Analyser, analisador de imunoensaios.

Figura 2: Equipamento Atellica™ Solution, da Siemens Healthineers. [Carla Narciso, 2021]

O mddulo Atellica™ CH Analyzer utiliza duas metodologias: um sistema de Tecnologia
Multisensores Integrados (IMT), para a determinagdo quantitativa de ides sddio, potéssio e



cloro, por potenciometria; e espectrofotometria, para determinacdo quantitativa de outros
parametros bioquimicos.

A potenciometria € um método eletronalitico baseado na medi¢cdo da diferenca de
potencial elétrico entre um elétrodo indicador e um elétrodo de referéncia, na qual a corrente
elétrica € mantida constante. O elétrodo de referéncia tem um potencial conhecido e insensivel
a composicao da solugdo em estudo, enquanto o elétrodo indicador, seletivo para o ido que se
pretende analisar, ¢ utilizado para medir a atividade do i3o em questao (18). O moddulo
Atellica™ CH Analyzer apresenta um sistema de Tecnologia de Multisensores Integrados,
construido por um elétrodo de referéncia e trés elétrodos seletivos de ides para sodio, potassio
e cloro.

O método da espectrofotometria baseia-se em dois principios: primeiro, as substancias
absorvem luz a comprimentos de onda especificos e, segundo, a quantidade de luz absorvida ¢
proporcional a concentragdo da substancia presente. Estes principios sdo resumidos na lei de
Lambert-Beer, que diz que a absorvéncia ¢ igual a multiplicagdo do percurso Otico pela
concentragdo de substancia (18).

O moédulo Atellica™ IM Analyser utiliza a metodologia de quimioluminescéncia,
recorrendo a tecnologia avancada de ésteres de acridina. A luminescéncia ¢ definida como a
radiagdo emitida por uma molécula ou d&tomo quando regressam do estado excitado ao estado
fundamental, e ¢ classificada de acordo com a fonte de excitagdo. Quando a fonte de excitagao
provém de reacdes quimicas ¢ classificada como quimioluminescéncia (20). Neste método, o
processo de excitacdo ¢ causado por um oxidante e envolve a oxida¢do de um composto
organico, que no caso do Atellica™ IM Analyser corresponde a éster de acridina. Esta reacdo
ocorre na presenca de um catalisador e origina um produto num estado excitado que emite luz
ao voltar ao estado fundamental (20,21). Na quimioluminescéncia, os imunoensaios podem ser
competitivos ou ndo competitivos.

Os imunoensaios competitivos traduzem-se em reac¢des cujo numero de locais de ligacao
ao antigénio ¢ limitado. O antigénio de interesse e o antigénio marcado, analogo do antigénio
de interesse, sdo incubados com uma quantidade conhecida de anticorpo e o sinal resultante
provém da competicdo entre ambos para os locais de ligagdo do anticorpo. Assim, a quantidade
de antigénio marcado que se liga ao anticorpo ¢ inversamente proporcional a quantidade do
antigénio de interesse presente na amostra. As abordagens mais comuns dos imunoensaios
competitivos sdo as técnicas de adi¢do simultdnea ou a sequencial. Na técnica de adigdo
simultanea, tanto o antigénio marcado como a amostra sdo adicionados simultaneamente a
mistura de reagdo. Por outro lado, a técnica de adi¢do sequencial envolve a incubagdo da
amostra com o anticorpo até alcangar o equilibrio, seguida da adi¢do do antigénio marcado (22).

Por fim, os imunoensaios nao competitivos baseiam-se em reacdes onde ha excesso de
reagente. Nestes imunoensaios, o sinal resultante da reagdo ¢ diretamente proporcional a
quantidade de analito presente na amostra. A técnica mais comum que se utiliza ¢ o imunoensaio
do tipo sandwich, que recorre a dois anticorpos para detetar o analito. O primeiro anticorpo
utilizado na reagdo ¢ denominado de anticorpo de captura e esta adsorvido ou ligado
covalentemente a um suporte solido, sendo usado para extrair o analito presente na amostra. O
segundo anticorpo ¢ marcado e vai reagir com o antigénio capturado, sendo utilizado para
detetar o analito ap6s a remocao dos outros componentes aquando da lavagem (22).
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De seguida s3o descritos alguns dos principais pardmetros, associados aos diferentes
metabolismos e sistemas do organismo, determinados no equipamento Atellica™ Solution.

A. Equilibrio Hidroeletrolitico

Os eletrolitos sao 1des presentes nos fluidos biologicos, essenciais para a regulacao da
distribuicao de agua, manutencao da pressdo osmotica, transmissdo nervosa muscular,
permeabilidade celular, reagdes de oxidagdo-reducao e manutencao do pH sanguineo (21). O
sédio (Na"), o potassio (K") e o cloro (Cl) sdo os principais eletrolitos envolvidos na
manutengdo do equilibrio de fluidos no corpo, sendo que a sua concentragao sérica pode ser
determinada através do sistema de Tecnologia de Multisensores Integrados, mencionado
anteriormente.

O saodio ¢ o principal catido do liquido extracelular e, por isso, desempenha um papel
fundamental na manutengdo da pressdo osmética do fluido extracelular. As suas fungdes
incluem, também, o auxilio na transmissdo de impulsos nervosos, a facilitagdo da contragao
muscular, a manuten¢do do equilibrio 4cido-base ¢ a manutengdo da viscosidade do sangue
(21). O potéssio ¢ o principal catido do liquido intracelular, apresentando como fungdes a
manuteng¢do do ritmo cardiaco e contribui¢do para a condugao neuromuscular (18). Por tltimo,
o cloro € 0 anido que se encontra em maior concentragdo no liquido extracelular, permitindo a
manutengao da eletroneutralidade. Além disso, contribui também para a manutencao da pressao
osmotica e do equilibrio acido-base (18).

De acordo com a Norma da Dire¢do Geral da Saude 070/2011, o ionograma deve ser
prescrito tendo em conta o contexto clinico em que ocorre, isto é, se a patologia de base do
individuo ou a terapéutica instituida justifique a existéncia de qualquer alteracdo de um ou mais
dos 10es supramencionados. Nesse sentido, as principais situacdes para prescricao do
ionograma sao as seguintes: doentes graves com perda de consciéncia; patologias cardiacas,
renais ou hepaticas; doentes sob terapéutica com fluidos endovenosos, alimentag¢do parentérica
ou com farmacos; doentes com politria, oligaria, polidipsia, vomitos, diarreia, ostomias
digestivas ou urinarias; e doentes com tonturas, fadiga muscular ou alteracdes do
comportamento (23).

Os valores de referéncia relativos ao ionograma estao descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Valores de referéncia relativos aos ides sddio, potassio e cloro, no soro e urina.

Analito Valores de Referéncia
Soro (mmol/L) Urina (mmol/24h)
Na* 136,0-145,0 40,0-220,0
K* 3,1-5,1 25,0-125,0
Cr 98,0-107,0 110,0-250,0

B. Metabolismo de Proteinas

As proteinas desempenham um papel crucial em, praticamente, todos os processos
biologicos (24). O soro contém uma grande variedade de proteinas e uma quantidade elevada
de proteinas totais. Os métodos utilizados para a quantificagao de proteinas baseiam-se tanto
nas suas propriedades estruturais, como na concentragao relativa presente na amostra em anélise

(18).
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Proteinas Totais

A determinacdo quantitativa das proteinas totais ¢ utlizada no diagnostico e tratamento
de varias patologias que envolvem o figado ou os rins, bem como de distirbios metabdlicos e
nutricionais (25).

A quantifica¢do das proteinas totais ¢ determinada por espectrofotometria ¢ baseia-se
no método de Weichselbaum utilizando o reagente de biureto (sulfato ctprico em solugao
alcalina). Em meio alcalino, as liga¢des peptidicas das proteinas vao reagir com os ides cupricos
do reagente, formando um complexo roxo cuja absorvéncia ¢ medida a 545 nm (25).

Os valores de referéncia relativos as proteinas totais estao descritos na Tabela 4.

Tabela 4: Valores de Referéncia relativos as proteinas totais no soro/plasma.

Analito Valores de Referéncia
Soro/Plasma (g/dL)
Proteinas totais 5,7-8,2

Albumina

A albumina ¢ a proteina que existe em maior abundancia no plasma. E sintetizada no
figado e tem como principais fungdes manter a pressdo osmotica coloidal, nos espacgos
intravascular e extravascular, bem como o transporte de varios compostos. Os niveis de
albumina encontram-se aumentados em casos de desidratacdo aguda (21). Por outro lado, niveis
baixos de albumina — hipoalbuminémia- podem ocorrer devido a perdas, a partir do sistema
renal ou ainda em casos de queimaduras severas; a um aumento do catabolismo, consequente
de danos tecidulares ou processos inflamatdrios; a desnutrigdo; e por patologia hepatica (18).
Posto isto, a medi¢do de albumina ¢ utilizada para diagnostico e tratamento de doengas
inflamatoérias cronicas e disfungdes hepaticas e renais (26).

A quantificagdo da albumina ¢ determinada por espectrofotometria e baseia-se no
método de Doumas, Watson e Biggs, que utiliza a solucao verde de bromocresol (BCG) como
corante de fixagdo. A albumina presente no soro ou plasma liga-se ao BCG, formando um
complexo de albumina-BCG, cuja absorvéncia ¢ medida a 596/694 nm (26).

Os valores de referéncia relativos a albumina estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5: Valores de Referéncia relativos a albumina no soro/plasma.

Analito Valores de Referéncia
Soro/Plasma (g/dL)
Albumina 3,2-4.8

C. Metabolismo dos Glucidos

As patologias associadas ao metabolismo dos gliicidos podem ser divididas em dois
grupos: hiperglicemia e hipoglicemia. O distirbio mais comum ¢ a diabetes mellitus, um grupo
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de doencas metabolicas caracterizadas por hiperglicemia. Os varios tipos de diabetes variam
consoante a sua etiologia, sintomas e consequéncias da patologia (18,27).

Glucose

A glucose ¢ a principal fonte de energia do organismo, pelo que ¢ importante manter os
seus niveis dentro do limite. A hipoglicemia traduz-se por niveis de glucose no sangue inferiores
aos de jejum e pode ser classificada como reativa ou de jejum. A hipoglicemia reativa pode
ocorrer devido a uma administragdo excessiva de insulina ou a ingestdo de alcool. Por sua vez,
a hipoglicemia de jejum pode ser resultante de uma resposta a tumores pancreaticos produtores
de insulina (insulinomas), disfuncdo hepatica, deficiéncia de glucocorticoides, sépsis, entre
outros (18). Relativamente a hiperglicemia, pode ter como causas a pancreatite cronica, a
Sindrome de Cushing, entre outros (28). No entanto, a causa mais comum ¢ a diabetes mellitus,
um grupo de doencas metabolicas caracterizadas por defeitos na secre¢do de insulina ou na sua
acao (27).

De acordo com a Norma da Direcdo Geral da Saude n.° 002/2011, os critérios para o
diagnostico de diabetes sdo (29):

a) Glicemia de jejum > 126 mg/dL;

b) Sintomas classicos e uma glicemia ocasional > 200 mg/dL;

¢) Glicemia > 200 mg/dL as 2 horas, na prova de tolerancia a glucose oral (PTGO) com
75g de glicose;

d) Hemoglobina glicada Alc (HbAlc) > 6,5%.

Por sua vez, o diagnéstico da diabetes gestacional baseia-se nos seguintes valores para
plasma venoso(29):

a) Glicemia de jejum, a realizar na 1.* consulta de gravidez, > 92 mg/dL e < 126 mg/dL;

b) Se a glicemia de jejum < 92 mg/dL, realiza-se PTGO com 75 g de glicose, as 24-28
semanas de gestacdo. E critério para diagnéstico de diabetes gestacional, a confirmacio de um
ou mais valores:

1. as 0 horas, glicemia > 92 mg/dL;

it. a 1 hora, glicemia > 180 mg/dL;

ii1. as 2 horas, glicemia > 153 mg/dL.

Além das alteracdes acima mencionadas, ¢ também possivel fazer o diagnostico de
hiperglicemia intermédia, permitindo a identificacdo de categorias de risco aumentado para
diabetes, com base nos seguintes parametros (29):

a) Anomalia da Glicemia de Jejum: glicemia de jejum > 110 e < 126 mg/dL);
b) Tolerancia Diminuida a Glicose: glicemia as 2 horas na PTGO > 140 e <200 mg/dL.

O ensaio para determinacdo da glucose ¢ realizado por espectrofotometria, baseando-se
no método de Slein. Numa primeira fase, a glucose da amostra ¢ fosforilada pelo trifosfato de
adenosina (ATP), na presenca da hexocinase. A glucose-6-fosfato formada ¢ oxidada na
presenga da gluxose-6-fosfato desidrogenase, resultando na redugdo do NAD" (nicotinamida-
adenina-dinucleotido) a NADH (nicotinamida-adenina-dinucleétido reduzido). A absorvéncia
do NADH ¢ medida a 340/410 nm e ¢ diretamente proporcional a quantidade de glucose
presente na amostra (30).
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Os valores de referéncia relativos a glucose estdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6: Valores de Referéncia relativos a glucose no soro/plasma.

Analito Valores de Referéncia
Soro/Plasma (mg/dL)
Glucose 74,0-106,0

Insulina

A insulina ¢ uma hormona peptidica produzida pelas células B dos ilhéus pancreaticos
de Langerhans. A sua principal funcdo ¢ regular a concentragdo de glucose na corrente
sanguinea. Inicialmente, a insulina encontra-se presente como uma molécula de grandes
dimensdes, a pré-pro-insulina, e depois € convertida em pro-insulina. Posteriormente, no
complexo de Golgi, a pré-insulina sofre proteolise, resultando na formacgao da insulina e do
péptido C. Na membrana celular, ambos sdo libertados para a circulagdo em quantidades
equimolares (24,31). Normalmente, a determinagdo da insulina ndo ¢ utilizada no diagnostico
e/ou monitorizacdo do individuo diabético, pois na amostra pode estar presente insulina
exogena ou anticorpos dirigidos contra a insulina, e assim, interferir na medigdo (18,31). No
entanto, os valores de insulina podem ser tteis para avaliar individuos com hiperglicemia em
jejum e, também, para avaliar anomalias na fungdo secretora das células [ dos ilhéus
pancreaticos de Langerhans (31).

O ensaio para a determinagdo de insulina ¢ realizado por imunoensaio do tipo sandwich
com detegdo por quimioluminescéncia (31). Os valores de referéncia relativos a insulina estao
descritos na Tabela 7.

Tabela 7: Valores de Referéncia relativos a insulina no soro.

Analito Valores de Referéncia
Soro (pUI/mL)
Insulina 3,0-25.0

Péptido C

Como referido anteriormente, a molécula de pro-insulina sofre protedlise formando a
insulina e o péptido C. Nesse sentido, a concentragao do péptido C representa a concentragao
de insulina enddgena produzida no pancreas e a sua determinacdo ndo ¢ afetada pelas
interferéncias da insulina exdgena e de anticorpos de insulina. Assim, a determinagdo do
péptido C auxilia no diagndstico diferencial de hipoglicemia, bem como no diagndstico e
tratamento de individuos com defeito na produgdo de insulina enddgena (24,32).

O ensaio para a determinacdo do péptido C € realizado por imunoensaio do tipo
sandwich com dete¢do por quimioluminescéncia (32). Os valores de referéncia relativos ao
péptido C estdo descritos na Tabela 8.

Tabela 8: Valores de Referéncia relativos ao péptido C no soro.

Analito Valores de Referéncia
Soro (ng/mL)
Péptido C 0,8-3,9
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D. Metabolismo dos Lipidos

Os lipidos desempenham papeis fundamentais para a vida, nomeadamente, atuando
como hormonas, servir de fonte de energia, auxiliar na digestdo e constituir componentes
estruturais nas membranas celulares (24). Apesar de serem muito essenciais para o organismo,
os lipidos também estdo relacionados a doencas corondrias, doengas cardiovasculares e
distarbios das lipoproteinas (21).

Colesterol total

O Colesterol atua como componente estrutural de todas as células e, ainda, como um
precursor na sintese de hormonas esteroides e acidos biliares (21). Além do papel como fator
de risco para a doenga corondria, o aumento da concentra¢do de colesterol pode ser devido a
hipotireoidismo, patologia hepatica, patologia renal ou diabetes. Por outro lado, a diminui¢ao
da concentragdo de colesterol pode ser resultante de hipertireoidismo, ma absor¢do digestiva
ou funcdo hepatica deficiente (18). A concentracdo de colesterol no sangue depende de muitos
fatores variaveis, nomeadamente, fatores genéticos, idade, género, alimentagdo e atividade
fisica, porém, a medi¢@o do colesterol total é utilizada no diagnostico e tratamento de disturbios
que envolvem excesso de colesterol no sangue e disturbios do metabolismo de lipidos e
lipoproteinas (18,33).

O ensaio para a determinacao do colesterol total é realizado por espectrofotometria, com
base num método enzimatico a ponto final, recorrendo as enzimas colesterol-esterase e
colesterol-oxidase, por meio da reacdo de Trinder. Em primeiro, os ésteres de colesterol sdo
hidrolisados, pela enzima colesterol-esterase, em colesterol e acidos gordos livres. De seguida,
ocorre a conversao do colesterol em coles-4-en-3-ona, na presenga de oxigénio, para formar
peroxido de hidrogénio. Mediante a influéncia catalitica de peroxidase e a partir do peroxido
de hidrogénio, da 4-aminoantipitina e do fenol, ¢ formando um composto colorido cuja
absorvéncia ¢ medida a 505/694 nm (33).

Os valores de referéncia relativos ao colesterol total sérico sdo descritos na Tabela 9.

Tabela 9: Valores de Referéncia relativos ao colesterol total no soro/plasma.

Analito Valores de Referéncia
Soro/Plasma (mg/dL)
Colesterol Total <200,0

Triglicéridos

Os triglicéridos sdo constituidos por uma molécula de glicerol e trés acidos gordos. O
aumento da sua concentracdo pode ser resultante de pancreatite, diabetes mellitus, consumo
excessivo de alcool, algumas patologias hepaticas, hipotiroidismo ou uso de contracetivos orais.
Por outro lado, uma diminuicdo nos niveis de triglicéridos pode estar associada a
hipertiroidismo (21). Neste ambito, a medi¢do de triglicéridos pode ser utlizada no diagndstico
e tratamento das patologias referidas e também noutras doencas que envolvem o metabolismo
de lipidos (34).
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O ensaio para a determinagao dos triglicéridos € realizado por espectrofotometria, com
base na reagdo enzimatica trifasica de Fossati e na reacdo a ponto final de Trinder.
Primeiramente, os triglicéridos sdo convertidos em glicerol e acidos gordos livres, por a¢do da
lipase. De seguida, o glicerol ¢ convertido em glicerol-3-fosfato por agdo do glicerol cinase,
que, por sua vez, ¢ convertido em perdxido de hidrogénio pela glicerol-3-fosfato oxidase.
Mediante a influéncia catalitica de peroxidase e a partir do peroxido de hidrogénio, da 4-
aminoantipitina e do fenol, ¢ formando um composto colorido cuja absorvéncia ¢ medida a
505/694 nm (34).

Os valores de referéncia relativos os triglicéridos sdo descritos na Tabela 10.

Tabela 10: Valores de referéncia relativos aos triglicéridos no soro/plasma.

Analito Valores de Referéncia
Soro/Plasma (mg/dL)
Triglicéridos <150,0

Colesterol das Lipoproteinas de Baixa Densidade (LDL)

As lipoproteinas, particulas esféricas que contém triglicéridos, fosfolipidos, colesterol e
apoproteinas, sdo utilizadas no transporte de lipidos pela corrente sanguinea (21,24).

As lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sdo formadas através da remocao dos
triglicéridos das lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) durante o metabolismo. A sua
principal funcdo ¢ transportar o colesterol pela corrente sanguinea para os varios tecidos (21).
Os niveis elevados de LDL sdo prejudiciais porque podem resultar na sua acumulagdo na parede
arterial e, posteriormente, levar a formacdo de placas aterosclerdticas. Consequentemente, a
deposicao destas placas estreitam as paredes arteriais, diminuindo o fluxo sanguineo e o aporte
de oxigénio para os tecidos. Assim, niveis elevados de LDL estao associados ndo s6 a um maior
risco de aterosclerose, como de doencga cardiaca isquémica, enfarte agudo do miocardio, entre
outras patologias (35).

O ensaio para a determinagao do colesterol das LDL ¢ realizado por espectrofotometria,
sendo composto por dois passos de reagdo distintos. O primeiro passo da reagdo consiste na
eliminagdo do colesterol associado as lipoproteinas exceto o colesterol das LDL, através do uso
de um surfactante seletivo. Seguidamente, a colesterol esterase e a colesterol oxidase eliminam
o colesterol, formando peroxido de hidrogénio que ¢, depois, eliminado pela acdo da catalase.
O colesterol das LDL ¢ libertado com recurso a outro surfactante, que contém azida de sodio e,
por isso, vai inibir a catalase do primeiro passo. Uma vez inibida a catalase, o peroxido de
hidrogénio que se forma ndo ¢ eliminado e pode ser quantificado através da reagdo de ponto
final de Trinder, cujo composto colorido formado tem absorvéncia a 596/694 nm (36).

Os valores de referéncia relativos ao colesterol das LDL estdo descritos na Tabela 11,
assim como o risco cardiovascular associado (37).

16



Tabela 11: Valores de referéncia relativos ao colesterol das LDL no soro/plasma.

Analito ‘Slzi(:;;sl:sinl;e(fr:ge/l:icliz)l Risco Cardiovascular
<116,0 Baixo
Colesterol das <100,0 Moderado
LDL <70,0 Elevado
<55,0 Muito elevado

Colesterol das Lipoproteinas de Alta Densidade (HDL)

As lipoproteinas de alta densidade (HDL) podem ser sintetizadas no figado e no
intestino ou através do catabolismo de quilomicras ¢ VLDL (21). As HDL desempenham uma
funcdo importante na remog¢ao do colesterol livre presente tecidos periféricos € no seu
transporte para o figado - transporte reverso do colesterol (35). O aumento dos niveis de HDL
pode estar associado ao aumento de estrogénio em mulheres e ao aumento da atividade fisica.
Por outro lado, a diminui¢do dos niveis de HDL pode dever-se ao aumento da progesterona,
obesidade, tabagismo e diabetes mellitus (18).

O ensaio para a determinagao do colesterol das HDL ¢ realizado por espectrofotometria,
composto por dois passos de reagdo distintos, tal como no ensaio para a determinacdo do
colesterol das LDL acima descrito. Contudo, o primeiro passo da reagdo tem como objetivo
eliminar o colesterol das lipoproteinas, exceto o colesterol das HDL. Os valores de referéncia
relativos ao colesterol das HDL estdo descritos na Tabela 12.

Tabela 12: Valores de referéncia relativos ao colesterol das HDL no soro/plasma.

Analito Valores de Referéncia
Soro/Plasma (mg/dL)
Colesterol | Género Feminino | Género Masculino
das HDL > 45,0 > 40,0

F. Avaliacido da Fun¢ao Renal

Os rins desempenham uma grande variedade de fungdes, sendo as mais importantes a
eliminagdo de toxinas e produtos excedentes do metabolismo, a manutengdo da homeostasia e
a participacdo na regulacdo hormonal. No laboratorio, existem varios parametros bioquimicos
que podem ser utilizados para diagnosticar e monitorizar patologias renais (27).

Creatinina

A creatinina € produzida a partir da hidrolise da creatina e da fosfocreatina presentes no
tecido muscular. Uma vez que, ndo se liga as proteinas plasmaticas, ¢ eliminada pelos rins em
individuos com fun¢do renal normal. A creatinina ¢ filtrada pelo glomérulo, mas ndo ¢
reabsorvida pelos tibulos renais, podendo ser utilizada como indicador da taxa de filtragao
glomerular. A sua concentragao no soro ou no plasma depende também da massa muscular e da
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ingestdo de proteinas na alimentagdo (38). Posto isto, a determinac¢do da creatinina pode ser
utilizada no diagnoéstico e monitorizacao da fungdo renal (39).

O ensaio para a determinagao da creatinina ¢ realizado por espectrofotometria, com base
no método de Jaffe. Em meio alcalino, a creatinina vai reagir com o acido picrico e forma um
complexo avermelhado de creatinina-picrato, cuja velocidade de formagao pode ser medida a
505/571 nm e € proporcional a concentragdo de creatinina (39).

Os valores de referéncia relativos a creatinina estao descritos na Tabela 13.

Tabela 13: Valores de referéncia relativos a creatinina, no soro e urina.

Valores de Referéncia para a Creatinina
Soro/plasma (mg/dL) | Urina (mg/24h)
Género Feminino 0,55-1,02 600-1800
Género Masculino 0,70-1,30 950-2490

Ureia

A ureia ¢ formada a partir do metabolismo dos aminoacidos ¢ a sua produgao diaria varia
com a ingestdo de proteinas, com a fun¢do hepdtica e com o metabolismo (38). A ureia ¢
sintetizada no figado e transportada pelo sistema circulatorio até aos rins, onde ¢ livremente
filtrada pelo glomérulo (18). Contudo, 40 a 60% da ureia filtrada move-se passivamente dos
tubulos renais, dependendo do fluxo urinario. Comparativamente com a creatinina, a ureia ¢ um
indicador menos especifico da fung¢do renal, no entanto, a sua determinagao pode ser utilizada
no diagndstico e monitorizacao da terap€utica de patologias renais, obstrucao do trato urinario
e insuficiéncia renal aguda ou cronica (40).

O ensaio para a determinagdo da ureia ¢ realizado por espectrofotometria, com base na
reagdo enzimatica de Roch-Ramel. Na presenca de dgua e urease, a ureia ¢ hidrolisada,
formando amonia e didxido de carbono. De seguida, a amoénia produzida reage com o 2-
oxoglutarato, na presenca de glutamato desidrogenase e NADH. A oxidagdo do NADH a NAD
¢ medida a 340/410 nm numa reagdo de taxa inversa (40).

Os valores de referéncia relativos a ureia estao descritos na Tabela 14.

Tabela 14: Valores de referéncia relativos a ureia no soro/plasma.

Analito Valores de Referéncia
Soro (mg/dL)
Ureia 19,0-49,0

G. Avaliacao da Funciao Hepatica

O figado ¢ o maior e mais complexo 6rgdo do sistema gastrointestinal, englobando trés
sistemas: o sistema hepatocelular, responsavel pela grande maioria das atividade metabdlicas,
nomeadamente, a sintese de proteinas, o metabolismo de glucidos, lipidos, proteinas e lipidos,
o metabolismo de farmacos, armazenamento de ferro e vitaminas, sintese e eliminac¢do de
hormonas, metabolismo de ureia a partir de amoénia; o sistema hepatobiliar, envolvido no
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metabolismo da bilirrubina e 4cidos biliares; e, por ultimo, o sistema reticuloendoteliar,
composto pelas células de Kupffer e envolvido na defesa imunitaria e na degradacdo da
hemoglobina em bilirrubina (41). Neste contexto, a fun¢ao hepatica pode avaliada pela medi¢ao
das enzimas fosfatase alcalina (ALP), alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), gama-glutamil transferase (GGT) e pela determinacdo da bilirrubina
total e direta, proteinas totais, albumina, colesterol, triglicéridos, ureia € amoénia (18).

Bilirrubina

A bilirrubina ¢ um produto resultante da degradacdo da por¢do heme da hemoglobina,
apresentando baixa solubilidade. Quando ¢ libertada no sangue, a bilirrubina liga-se
covalentemente a albumina para ser transportada para o figado. Esta forma de bilirrubina
denomina-se por bilirrubina ndo conjugada ou indireta. Uma vez no hepatdcito, a bilirrubina
liberta-se da albumina e ¢ conjugada na presenga da enzima uridina 5'-difosfato
glucuroniltransferase, com a transferéncia de acido glucorénico para a molécula de bilirrubina,
formando a chamada bilirrubina conjugada ou direta. Esta forma de bilirrubina ¢ soluvel e pode
ser excretada (18,27). O aumento dos niveis de bilirrubina no sangue pode ser classificado em
trés categorias: hiperbilirrubinémia pré-hepatica, originada pelo aumento da hemdlise e da
degradacdo do heme, resultando no aumento da bilirrubina ndo conjugada; hiperbilirrubinémia
hepética, geralmente causada por alteragdes no transporte para o hepatocito e conjugacdo da
bilirrubina, traduzindo-se num aumento da bilirrubina ndo conjugada; e hiperbilirrubinémia
po6s-hepatica, resultante de obstru¢do do fluxo biliar que impede o fluxo da bilirrubina
conjugada e leva ao seu aumento (18).

O ensaio para a determinacdo da bilirrubina total e direta ¢ realizado por
espectrofotometria, baseando-se no método vanadato oxidase que utiliza o vanadato como
agente oxidante. Na presenca de um detergente e do vanadato, tanto a bilirrubina conjugada
como a ndo conjugada sdo oxidadas, produzindo biliverdina e, assim, determinar os niveis de
bilirrubina total. A eliminagdo do detergente permite a quantificagdo da bilirrubina conjugada.
Esta reagao de oxidagao resulta na diminui¢do da absorvéncia a 451/545 nm, que ¢ proporcional
a concentracdo de bilirrubina total ou conjugada presente na amostra (42—44).

Os valores de referéncia relativos a bilirrubina total e conjugada estdo descritos na
Tabela 15.

Tabela 15: Valores de referéncia da bilirrubina total e da bilirrubina conjugada, no soro/plasma.

Analito Valores de Referéncia
Soro/Plasma (mg/dL)
Bilirrubina Total 0,3-1,2
Bilirrubina Conjugada <0,3

Transaminases

As transaminases sdo enzimas muito Uteis para detetar danos hepatocelulares, na
auséncia de necrose aguda ou isquemia de outros 6rgdos. A ALT encontra-se principalmente
nos hepatocitos, podendo ser encontrada em menores quantidades no musculo esquelético e nos
rins. Por sua vez, a AST encontra-se distribuida, em quantidades aproximadamente iguais, no
coragdo, musculo esquelético e figado, pelo que, a ALT ¢ considerada um marcador mais
especifico do figado comparativamente com a AST. O aumento mais acentuado da atividade de
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ambas as transaminases traduz-se em condi¢des agudas, nomeadamente, na hepatite viral,
necrose hepatica induzida por drogas e toxinas e isquemia hepatica. Nestas situagdes, verifica-
se que o aumento da ALT ¢ geralmente superior. No entanto, como as transaminases ndo sao
exclusivas do figado, o seu aumento pode resultar da disfung@o ou dano de outro 6rgao (27).

O ensaio para determinacdo da atividade da AST e da ALT ¢ realizado por
espectrofotometria, baseando-se no método de Karmen e de Wroblewski e LaDue,
respetivamente. A AST e a ALT catalisam a conversao de aspartato e alanina em oxaloacetato e
piruvato, respetivamente, na presenca de a-cetoglutarato. Estas reacdes produzem malato e
lactacto, respetivamente, levando a redugdo de NADH a NAD". A velocidade de redu¢ido da
absorvéncia do NADH a 340/410 nm ¢ diretamente proporcional a atividade da AST ou ALT
(45,46).

Os valores de referéncia relativos a AST e ALT estdo descritos na Tabela 16.

Tabela 16: Valores de referéncia relativos 8 AST e ALT no soro/plasma.

Analito Valores de Referéncia
Soro/Plasma (U/L)
AST <340
ALT 10,0-49.,0

Fosfatase Alcalina

A fosfatase alcalina apresenta vérias isoenzimas que se encontram amplamente
distribuidas em todos os tecidos, no entanto, a sua maior atividade observa-se no figado, osso,
intestino, rins e placenta. Na avaliacdo da funcdo hepatica, a ALP ¢ Util como marcador de
obstrucdo biliar extra-hepdatica ou de colesterase intra-hepatica. Contudo, como estd também
presente no 0sso, o aumento dos niveis da sua atividade pode estar relacionado com patologias
Osseas ou com a fase de crescimento de jovens. Por outro lado, durante a gravidez, ocorre
elevagdo dos niveis da ALP devido a libertacdo da sua isoenzima placentdria. Assim, a
interpretacdo destes resultados torna-se complexa, pois o aumento da sua concentragdo pode
registar-se na auséncia de danos hepaticos (27).

O ensaio para determinacao da atividade da ALP ¢ realizado por espectrofotometria,
baseando-se no método de Bowers e McComb, que permite detetar todas as isoenzimas da
fosfatase alcalina. A fosfatase alcalina catalisa a transfosforilagdao do p-nitrofenilfosfato a p-
nitrofenol, na presenca de tampao ativador 2-amino-2-metil-1-propanol e ides de magnésio e
zinco. A absorvéncia da formagdo do p-nitrofenol ¢ medida a 410/478 nm e ¢ diretamente
proporcional a atividade da ALP presente na amostra (47).

Os valores de referéncia relativos a ALP estao descritos na Tabela 17.

Tabela 17:Valores de referéncia relativos a ALP no soro/plasma.

Analito Valores de Referéncia
Soro/Plasma (U/L)
ALP 46,0-116,0
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Gama-Glutamil Transferase

A GGT ¢ uma enzima localizada nas membranas celulares, tendo maior concentragao
nos rins, figado, pancreas, intestino e prostata. E um marcador sensivel para detetar obstrugio
biliar e colesterase causada por ingestdo cronica de dlcool ou drogas. Por outro lado, como nao
estd presente nos tecidos 0sseos, a determinagdo da GGT permite diferenciar os niveis elevados
da ALP, na medida em que os seus niveis apresentam valores normais em patologias dsseas, na
gravidez e em jovens e criangas em crescimento (27).

O ensaio para determinagdo da atividade da GGT ¢ realizado por espectrofotometria,
baseando-se no procedimento descrito por Shaw, L.M. ef al. Na reagao com o substrato sintético
L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida, a glicilglicina tua como recetor de residuo y-glutamil,
formando-se 5-amino-2-nitrobenzoato, cuja velocidade de formagdo ¢ medida a 410/478 nm
como um ensaio cinético e ¢ diretamente proporcional a atividade da GGT (48).

Os valores de referéncia relativos a GGT estdo descritos na Tabela 18.

Tabela 18: Valores de referéncia relativos a GGT no soro/plasma.

Analito Valores de Referéncia
Soro/Plasma (U/L)
Género Feminino | Género Masculino
G < 38,0 <73,0

H. Avaliaciao da Func¢ao Tiroideia

A tiroide € responsavel pela producao das hormonas tiroxina (T4) e Triiodotironina (T3),
sendo esta produgdo regulada pela hormona estimulante da tiroide (TSH) produzida pela
hipofise. Estas hormonas desempenham um papel fundamental na manuten¢do de um
metabolismo saudavel e de um crescimento normal, uma vez que, apresentam como funcao
regular o desenvolvimento neuroldgico, a homeostase, a maturagdo sexual e o metabolismo de
proteinas, lipidos e hidratos de carbono (21).

Hormona Estimulante da Tiroide

A hormona estimulante da tiroide (TSH) ¢ uma glicoproteina sintetizada e segregada
pela adenohipofise, em resposta a um mecanismo de feedback negativo que envolve a
concentracdo das hormonas T3 livre (FT3) e T4 livre (FT4). Por outro lado, a hormona
libertadora de tirotropina (TRH) estimula diretamente (mecanismo de feedback positivo) a
producao de TSH (24,49). A quantificacdo dos niveis de TSH na corrente sanguinea constitui
um elemento fundamental na avaliacdo da fun¢do tiroidea, na medida em que auxilia a
realizagdao de um diagndstico diferencial de hipotiroidismo primario, secundario e terciario. Os
niveis de TSH encontram-se elevados no hipotiroidismo primario, enquanto no hipotiroidismo
secundario e terciario sao baixos (49).

O ensaio para a determina¢do da TSH ¢ realizado por imunoensaio do tipo sandwich
com dete¢do por quimioluminescéncia (49).

Os valores de referéncia relativos a TSH estdo descritos na Tabela 19.
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Tabela 19: Valores de referéncia relativos 8 TSH no soro/plasma.

Analito Valores de Referéncia
Soro/Plasma (mUI/L)
TSH 0,55-4,78

Tiroxina e Triiodotironina Livres

A T4 ¢ exclusivamente sintetizada pela tiroide, enquanto apenas 20% da T3 € sintetizada
pela tiroide. Isto porque a maioria da T3 ¢ resultante da desiodacdo da T4 nos tecidos
periféricos. Na corrente sanguinea, a maioria das hormonas tiroideias estdo ligadas
inversamente a proteinas de transporte, pelo que sdo consideradas metabolicamente inativas.
Apenas uma pequena fracao de T3 e T4 estdo disponiveis na circulacao na sua forma livre e
metabolicamente ativa. Neste contexto, a medicdo de FT3 e FT4 torna-se mais relevante para
avaliar a fun¢do tiroideia, uma vez que os niveis de T3 e T4 totais sao influenciados por
variagdes na concentracao das proteinas de ligacao ocorridas em diferentes estados fisiologicos
e patologicos.

O ensaio para a determinagdo da FT3 e FT4 ¢ realizado por quimioluminescéncia,
através de imunoensaio competitivo. Os valores de referéncia relativos a FT4 e FT3 estdo
descritos na Tabela 20.

Tabela 20: Valores de referéncia relativos a FT4 e FT3 no soro/plasma.

Analito Valores de Referéncia
Soro/Plasma (pmol/L)
FT4 11,5-22,7
FT3 3,5-6,5

I. Avaliag¢ao da Funcio Cardiaca

As duas patologias cardiovasculares mais comuns sdo o enfarte agudo do miocardio
(EAM) e a insuficiéncia cardiaca(24). Neste ambito, o laboratéorio de quimica clinica
desempenha um papel fundamental na determinagdo de biomarcadores cardiacos, na medida
em que estes constituem uma ferramenta para o diagnostico, identificacdo de risco, tratamento
e monitorizacdo de individuos com as patologias acima referidas (50).

Os ensaios para a determinacdo dos biomarcadores cardiacos mencionados abaixo
realizam-se por quimioluminescéncia, através de imunoensaio do tipo sandwich.

Biomarcadores de Enfarte Agudo do Miocardio

O enfarte agudo do miocérdio define-se, patologicamente, pela necrose das células do
miocardio devido a isquemia prolongada, sendo que a presenca de lesdo miocardica aguda pode
ser detetada pela alteracdo de biomarcadores cardiacos (51). O biomarcador ideal de lesao
miocardica devera apresentar um aumento precoce detetavel na circulacdo e ser especifico para
a necrose miocardica. Atualmente, os biomarcadores disponiveis ndo cumprem estes critérios,
no entanto, existe uma variedade de biomarcadores de necrose cardiaca disponiveis como a
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mioglobina, a troponina e a isoenzima MB da creatinina cinase (CK-MB) (50). O padrao de
libertag@o na circulagio destes marcadores estd representado na Figura 3.
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Figura 3: Representacdo grafica do padrdo de libertagdo de alguns biomarcadores, apds enfarte agudo do miocardio.
[Adaptado de 50]

As troponinas cardiacas constituem um complexo composto por trés proteinas
reguladoras: a troponina T, a troponina I e a troponina C. Estas proteinas sdo parte integrante
dos filamentos finos do musculo cardiaco e, por isso, desempenham um papel critico na
regulacdo da atividade muscular cardiaca, nomeadamente, no processo de contragdo muscular
(52). Contudo, a troponina C ndo ¢ util como biomarcador cardiaco porque também pode ser
encontrada no musculo esquelético. Por outro lado, as isoformas cardiacas da troponina T e da
troponina I sdo altamente especificas para lesdes cardiacas, tornando-as biomarcadores muito
uteis no diagndstico precoce de enfarte agudo do miocardio (41,52). No laboratério central
SYNLAB Lisboa ¢ realizada a determinagdo da troponina cardiaca I (cTnl). A especificidade
cardiaca desta isoforma permite melhorar a precisdo do diagndstico em individuos com lesao
do musculo esquelético e possivel lesdo do miocardio concomitante. Em situacdo de EAM, a
cTnl ¢ libertada na circulagdo, podendo ser detetada 3 a 6 horas ap6s o inicio dos sintomas, com
picos de concentragdo apds 12-16 horas e pode permanecer elevada durante 5 a 9 dias (53).

A mioglobina ¢ uma hemoproteina que pode ser encontrada nos musculos cardiaco e
esquelético, sendo rapidamente libertada para a circulagdo apds uma tesao tecidual (54). Nesse
sentido, a mioglobina ¢ um biomarcador sensivel de lesdo muscular cardiaca, mas nao ¢
especifico pois também se encontra no musculo esquelético (21). A libertagdo da mioglobina
na circulacao ocorre 2 a 4 horas apds o dano celular, atingindo o seu pico entre 9 a 12 horas e
voltando ao normal apds 24 a 36 horas. Na auséncia de trauma muscular esquelético, a
mioglobina tem sido utilizada como um indicador precoce do EAM, e consequentemente, como
indicador de exclusao (54).

A creatinina cinase (CK) ¢ uma enzima citoplasmdtica que se encontra presente em
praticamente todos os tecidos. A isoforma CK-MB ¢ predominante no musculo cardiaco,
contudo também pode ser encontrada no musculo esquelético (55). Os niveis de CK-MB
resultantes de um enfarte do miocardio podem ser detetados 3 a 8 horas apo6s o aparecimento
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dos sintomas, atingindo as concentracdes maximas entre 12 a 24 horas. Geralmente, a sua
concentragdo regressa ao limite de referéncia ao fim de 48 horas (56).

Os valores de referéncia relativos aos biomarcadores de EAM sao apresentados na
Tabela 21.

Tabela 21: Valores de referéncia relativos aos biomarcadores de enfarte agudo do miocéardio no soro/plasma.

Analito Valores de Referéncia no Soro/Plasma
Género Feminino | Género Masculino
cTnl <39,0 ng/L < 54,0 ng/L
Mioglobina <36,0 ug/L
CK-MB < 5,0 ng/mL

Biomarcadores de Insuficiéncia Cardiaca

A insuficiéncia cardiaca ¢ uma doenca progressiva que se define pela perda de
capacidade do coragdo de bombear o sangue para todo o corpo. O seu diagnostico € feito através
de uma combinacdo de exames, nomeadamente, ecocardiograma, eletrocardiograma,
radiografia do torax e determinacdo do péptido natriurético cerebral (BNP) (21,57). Em
situagdes de aumento de volume, aumento de pressdo e hipertrofia cardiaca, os midcitos
libertam pro-BNP. A clivagem deste percursor origina BNP e um segmento inativo N-terminal
proBNP (NT-proBNP). Neste ambito, o NT-proBNP pode ser utilizado como auxiliar no
diagndstico e progndstico de individuos com insuficiéncia cardiaca (58).

Os valores de referéncia relativos ao NT-proBNP estdo descritos na Tabela 22.

Tabela 22: Valores de referéncia relativos ao NT-proBNP no soro/plasma.

Valores de Referéncia no Soro/Plasma
Analito (pg/mL)
<75 anos > 75 anos
NT-proBNP 125,0 450,0

J. Endocrinologia Reprodutiva

O sistema reprodutor ¢ composto por diversos tecidos e vias de sinalizagdo, sendo
responsdvel por uma série de fungdes fundamentais, nomeadamente, a produgdo e
desenvolvimento adequados de gametas, a producdo de hormonas e a preparagdo fisioldgica
para uma possivel gravidez nas mulheres (59). A manuten¢do do funcionamento normal dos
sistemas reprodutivos € assegurada por diversas hormonas, entre as quais, a hormona
luteinizante (LH), hormona foliculo-estimulante (FSH) e varias hormonas esteroides sexuais
(24).

Hormona Luteinizante ¢ Hormona Foliculo-Estimulante

As hormonas LH e FSH sdo hormonas de glicoproteinas, cuja secre¢do ¢ regulada por
um equilibro de mecanismos de feedback negativo e positivo, que envolvem o eixo hipotalamo-
hipofise, os drgaos reprodutores e as hormonas esteroides sexuais e da hipofise. Nos individuos
do género masculino, a LH ¢ responsavel pela estimulagdo da secrecdo da testosterona,
enquanto a FSH ¢ responsavel pela estimulacdo da espermatogénese. Nas mulheres, a LH ¢
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responsavel pela estimulacao da producgdo de androgénios, da secrecao de progesterona e, ainda
atua em conjunto com a FSH para estimular a ovulagdo. Por sua vez, a FSH estimula o
desenvolvimento folicular e a produg¢ao de estradiol (60,61).

Os niveis de LH e FSH encontram-se elevados na menopausa e na hipofungao primaria
dos ovarios, nas mulheres; € no hipogonadismo primario, nos homens. Por outro lado, niveis
baixos de LH e FSH sao observados na hiperfuncao primaria dos ovarias, em mulheres; e no
hipergonadismo priméario, em homens (60,61).

Os ensaios para a determinagdo da LH e da FSH realizam-se por quimioluminescéncia,
através de imunoensaio do tipo sandwich (60,61). Os valores de referéncia relativos a estas duas
hormonas sdo descritos na Tabela 23.

Tabela 23: Valores de referéncia relativos a LH € FSH no soro.

Valores de Referéncia

Soro (mUI/mL)
Analito Género Feminino Género
Fase ~ Fase . Pos- Masculino
. Ovulagao . Gravidez
Folicular Luteinica menopausa

LH 1,9-12,5 | 8,7-76,3 | 0,5-16,9 <15 7,9-53,8 1,5-9,3
FSH | 2,5-10,2 | 3,4-33,4 1,5-9,1 <0,3 23,0-116,3 1,4-18,1

Progesterona

A progesterona, hormona sexual feminina, atua juntamente com os estrogénios na
regulacdo das fungdes do sistema reprodutor feminino durante o ciclo menstrual. Esta hormona
¢ fundamental na preparagdo do utero para a implementacao do blastocisto e na manutencao da
gravidez. Nas mulheres ndo gravidas, a principal fonte de progesterona ¢ o corpo luteo,
enquanto, durante a gravidez, essa fonte ¢ a placenta. Na fase folicular do ciclo menstrual, os
niveis de progesterona sdo baixos, sendo que aumentam imediatamente apds a ovulagdo e
regressam aos niveis de referéncia, posteriormente, se ndo ocorrer gravidez. Contudo, durante
a gravidez, os niveis de progesterona aumentam continuamente até atingirem os niveis maximos
no terceiro semestre. Neste contexto, a determinagdo de progesterona € util na avaliagdo da
ovulacdo e da fun¢do lutea em mulheres ndo gravidas. A producdo inadequada de progesterona
pode ser indicativa de deficiéncia na fase lutea, a qual esta associada a infertilidade (24,62).

O ensaio para a determinagdo da progesterona ¢ realizado por quimioluminescéncia,
através de imunoensaio competitivo (62). Os respetivos valores de referéncia estao descritos na
Tabela 24.

Tabela 24: Valores de referéncia relativos a Progesterona no soro.

Valores de Referéncia no soro (ng/mL)
. Género Feminino Género
Analito - .
Fase Fase Pos- . Masculino
) o Gravidez
Folicular | Luteinica | menopausa
1° 2° 3¢
Trimestre | Trimestre Trimestre
Progesterona < 1,40 3,34-28,03 <0,73 11.22- 25.55- 48.40- 0,28-1,22
90,00 89,40 422,50
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Testosterona

A testosterona, o principal androgénio em individuos do sexo masculino, ¢ produzida
nas células de Leydig nos testiculos, regulada pela LH. As principais fungdes da testosterona
envolvem a espermatogénese, a regulacao da funcao dos 6rgdos reprodutores e a promogao ¢
manutengdo das caracteristicas sexuais secundarias. Nas mulheres, as principais fontes de
testosterona sao os ovarios ¢ as glandulas suprarrenais. A determinagdo da testosterona sérica ¢
util no diagnostico e tratamento de distarbios que envolvem as hormonas masculinas,
nomeadamente, hipogonadismo primario e secundario e disfuncao eréctil, nos homens; ¢ a
sindrome dos ovarios poliquisticos e hiperplasia adrenal, nas mulheres (24,63).

O ensaio para a determinacdo da testosterona ¢ realizado por quimioluminescéncia,
através de imunoensaio competitivo (63). Os respetivos valores de referéncia estdo descritos na
Tabela 25.

Tabela 25: Valores de referéncia relativos a Testosterona no soro/plasma.

. Valores de Referéncia no Soro/Plasma (ng/mL)
Analito . -~
Género Feminino . .
. : Género Masculino
Testosterona Pré-Menopausa Pos-Menopausa
12,09-59,46 < 48,93 86,50-788,20

Gonadotrofina Corionica Humana

A gonadotrofina coridonica humana (hCG) ¢ uma glicoproteina produzida pelas células
da placenta, estando envolvida na conservacao do corpo liteo durante a gravidez. A sua dete¢ao
pode ser feita 1 semana apds a conce¢do, aumentando exponencialmente até ao final do
primeiro trimestre. Cerca de 12 semanas ap0s a conce¢do, a concentracdo da hCG comeca a
diminuir. Assim, a determinacdo da hCG constitui uma ferramenta 1til na dete¢ao de gravidez,
incluindo uma gravidez ectdpica (64).

O ensaio para a determinacao da hCG ¢ realizado por quimioluminescéncia, através de
imunoensaio do tipo sandwich (64). Os respetivos valores de referéncia estdo descritos na
Tabela 26.

Tabela 26: Valores de referéncia relativos a hCG no soro.

Analito Valores de Referéncia
Soro (UI/L)
hCG <17,0

K. Marcadores tumorais

Os marcadores tumorais podem ser definidos como “qualquer substancia de caracter
bioquimico, produzida ou induzida pela célula neoplasica, que possa refletir o seu crescimento,
a sua atividade, permitindo conhecer a presenca, evolugao ou resposta terapéutica de um tumor
maligno” (65). Estes marcadores sdo potencialmente uteis no rastreio, confirmacdo de
diagnoéstico, prognostico, monitorizagdo de terapéutica e avaliagdo ou dete¢do precoce de
recidivas. Atualmente, nenhum dos marcadores disponiveis reune todas as condi¢des ideias de
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sensibilidade e especificidade, pelo que, a sua andlise deve ser sempre complementada as
informacdes clinicas ¢ outros testes (21,65).

O ensaio para a determinagdo dos marcadores tumorais mencionados abaixo realiza-se
por quimioluminescéncia, através de imunoensaio do tipo sandwich.

Antigénio Especifico da Prostata

O antigénio especifico da prostata (PSA), uma glicoproteina produzida principalmente
pelas células epiteliais da prostata, tem sido amplamente utilizado na monitorizagdo da
recorréncia apds terapéutica e na resposta a terapéutica em individuos com cancro da prostata
(24). Contudo, também podem ser observados niveis elevados de PSA em condi¢des benignas
como a hiperplasia benigna da prostata e a prostatite, pelo que, ndo ¢ recomendavel a sua
determinagdo isolada como procedimento de diagndstico (27,66). A medicdo de PSA em
conjunto com o exame retal e ultrassom fornecem um método mais adequado para a detecdo do
cancro da prostata (66).

Os valores de referéncia relativos ao PSA total estdo descritos na Tabela 27.

Tabela 27: Valores de referéncia relativos ao PSA total no soro.

Analito Valores de Referéncia
Soro (ng/mL)
PSA <4,0

Antigénio Carcino-Embrionario

O antigénio carcino-embriondrio (CEA) ¢ uma glicoproteina, normalmente produzida
pelo feto, mas também por alguns tumores. O aumento dos niveis deste marcador esta associado
ao cancro colorretal e a outras neoplasias, como cancro da mama, do pulmao, do ovério, do
figado e do pancreas. No entanto, os niveis de CEA também podem estar elevados em
individuos com patologias ndo malignas, especialmente em individuos mais idosos ou
fumadores. Assim, a determinagdo dos niveis de CEA torna-se uma ferramenta tutil no
prognostico, na recorréncia de tumores apos remocao e na avaliacdo da eficacia da terapéutica
(67).

Os valores de referéncia relativos ao CEA estdao descritos na Tabela 28.

Tabela 28: Valores de referéncia relativos ao CEA no soro.

Analito Valores de Referéncia
Soro (ng/mL)
Nado Fumadores | Fumadores
e <2,5 <5,0
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5.1.3. Analise Sumaria da Urina

A analise sumaria da urina constitui uma ferramenta auxiliar na avaliacao da funcao
renal, uma vez que permite o diagnostico de condi¢des uroldgicas como infecdes do trato
urindrio (38,68). Por outro lado, fornece informacdes revelantes para o diagnostico de
patologias sistémicas, nomeadamente, da diabetes mellitus, necrose tubular aguda e
piolonefrite. A andlise sumadaria da urina permite dessa forma determinar se as alteracdes
verificadas estdo relacionadas especificamente com a fungdo renal ou se sdo indicativas de
condigoes sistémicas (21).

As principais trés etapas da andlise sumdria da urina sdo os exames fisico, quimico e
microscopico do sedimento urinario. De modo geral, o exame fisico permite detetar a cor e o
aspecto da urina, enquanto o exame quimico permite determinar a densidade, pH, proteinas,
glucose, corpos cetonicos, esterase leucocitaria, nitritos, bilirrubina, urobilinogénio e
hemoglobina (21). O exame quimico pode ser realizado com recurso a tiras testes, que sao tiras
revestidas com diferentes bandas de reagentes direcionadas aos diferentes analitos e ao entrarem
em contacto com a urina pode ocorrer mudanga de cor que é comparada com uma tabela de
cores padrao (21,27). Por ultimo, o exame microscopico do sedimento urindrio permite
identificar a presenga de células (por exemplo, células epiteliais, bactérias, leveduras, eritrocitos
ou leucocitos), cilindros e cristais (21).

Para realizar a analise sumaria da urina, a amostra preferencial para ser analisada ¢ a
primeira urina da manha, uma vez que corresponde a amostra mais concentrada devido a estar
retida na bexiga durante a noite (27).

No Laboratorio Central SYNLAB, o exame sumadrio da urina realiza-se no equipamento
Atellica® 1500 Automated Urinalysis System, da Siemens Healthineers (Figura 3), que constitui
um sistema automatizado de elevada precisdo e eficiéncia. Este equipamento ¢ composto por
dois médulos: o CLINITEK Novus® e o Atellica™ UAS 800.

Figura 4: Equipamento Atellica® 1500 Automated Urinalysis System, da Siemens Healthineers. [Carla Narciso, 2021]

O analisador CLINITEK Novus® apresenta uma tecnologia de tiras teste, que utiliza
uma camara colorida com LEDs para capturar o especto de cores completo para detetar as
mudancas de cor para cada pardmetro. Ademais, o0 modulo também tem sensores Oticos, que
por refratometria, permite determinar o aspeto e a densidade da amostra. Por sua vez, o
analisador Atellica™ UAS 800 ¢ um analisador de sedimento urindrio completamente
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automatizado com um sistema de imagem de microscopia digital com um mecanismo de foco
duplo para gerar imagens nitidas (69).

A. Exame Fisico
Cor

A cor normal da urina varia entre o amarelo-palido e o amarelo-escuro como resultado
do pigmento urobilina. A intensidade da cor depende da concentragdo urinaria (38). Existem
varias causas que podem resultar numa cor anormal da urina, estando as mais frequentes
descritas na Tabela 29.

Tabela 29: Causas mais frequentes da coloragao anormal da urina. [Adaptado de 38]

Cor Causa
Globulos vermelhos, hemoglobina, consumo de
Rosa, vermelho, castanho X .
beterraba e rifampicina.
Amarelo, laranja Bilirrubina, vitaminas e fenazopiridina.
Roxo Porfiria.
Branco Cristais, leucécitos e lipidos.
Preto, castanho Melanina e contaminagao fecal.
Verde Infe¢do por Pseudomonas spp..
Aspeto

O aspeto avalia a transparéncia/turvacdo da urina. Geralmente, o aspeto normal da urina
¢ limpido, no entanto, um aspeto turvo pode ser indicativo de infegdes bacterianas do trato
urinario devido a presencga de leucocitos, por exemplo. Por outro lado, a turvagdo pode ser
resultado de contaminacdo por secrecdes vaginais, material fecal, cristais, células epiteliais,
entre outros (38,41).

Densidade

A densidade especifica corresponde a razdo entre a densidade de uma solucdo e a
densidade da 4gua destilada, nas mesmas condi¢des. Como tal, a densidade de uma amostra
indica a concentra¢do das substancias quimicas dissolvidas na amostra (38,41). O intervalo
normal para a urina ¢ de 1,005 a 1,030 (38).

A densidade diminuida pode ocorrer na diabetes insipidus, na pielonefrite,
glomerulonefrite, entre outros. Por sua vez, um aumento da densidade ocorre em casos de
desidratacao, insuficiéncia adrenal, hepatopatia e insuficiéncia cardiaca (41).

B. Exame Quimico
pH

A medicao do pH da urina tem um papel importante na avaliacdo do equilibrio acido-
base e na interpretacdo de cristais urinarios presentes na amostra. O pH da urina pode variar
entre os 4,6 ¢ 8,0 (38,41). As medi¢des deste parametro devem ser realizadas em amostras
frescas, uma vez que, a urina tem tendéncia a tornar-se alcalina ao ficar em repouso (27).

As urinas acidas estdo associadas, por exemplo, a ingestdo de proteinas na dieta e a
acidose metabolica. As urinas alcalinas, por sua vez, estdo associadas a uma dieta vegetariana,
alcalose metabdlica ou a infe¢des bacterianas do trato urindrio (38,41).
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Proteinas

As proteinas de baixa massa molecular sdo filtradas pelo glomérulo e depois
reabsorvidas, pelo que, a presenca de uma quantidade aumentada de proteina na urina é,
geralmente, o primeiro indicador de patologia renal. A excre¢cdo normal de proteinas na urina
nao excede a 150mg por dia. A proteintria pode ser causada por um aumento da quantidade de
proteinas plasmaticas filtradas ou pela diminuicao da capacidade de reabsor¢ao dos tibulos
renais (70).

Glucose

A detecdo de glucose na urina ocorre quando a concentragdo plasmatica de glucose
ultrapassa o limiar renal de 160 a 180 mg/dL e, consequentemente, a sua quantidade no
ultrafiltrado excede a capacidade de reabsor¢do dos tubulos, resultando em glicosuria. A
glicosuria pode ser causada por uma condi¢do pré-renal (hiperglicemia) ou por uma condi¢dao
renal (defeito na absor¢do tubular). A diabetes mellitus ¢ uma patologia que causa hiperglicemia
e glicostria, pelo que, a determinagdo deste parametro torna-se importante na detecdo e
monitorizagao do individuo diabético (70).

Corpos Cetonicos

Os corpos cetdnicos sdo produtos intermedidrios do metabolismo dos acidos gordos que
incluem o acido acetoacético, o acido B-hidroxibutirico ¢ a acetona. A sua dete¢do na urina
ocorre em casos de diabetes mellitus descompensada, jejum prolongado ou durante a gravidez.
E de salientar que as tiras teste detetam o acetoacetado através da reagdio com o nitroprussiado
de sodio, em meio alcalino, mas nao detetam a acetona e o acido B-hidroxibutirico. Assim, um
resultado negativo ndo exclui a possibilidade de um caso de cetoacidose (38,70).

Urobilinogénio

O urobilinogénio ¢ produzido no metabolismo da bilirrubina por agdo das bactérias
intestinais, sendo que a maior parte ¢ reabsorvida e excretada pela bilis. Nesse sentido, em caso
de patologia hepatica ou hemolise, a fun¢do hepatica pode ser sobrecarregada e o urobilinogénio
ser detetado na urina (38).

Bilirrubina

A bilirrubina ndo € detetada na urina de individuos saudaveis. Contudo, a bilirrubinuria
pode ocorrer em patologias hepatocelulares e em obstrugdes pds-hepaticas dos ductos biliares
(70).

Nitritos

A determinagdo de nitritos na urina permite identificar a presenca de bactérias redutoras
de nitratos, uma vez que, se estas estiverem presentes convertem o nitrato urinario naturalmente
presente em nitrito, que nao esta normalmente presente na urina (38,70). Contudo, a demora na
medicao esta associada a resultados falso positivos (38).

Esterase Leucocitaria

A presenca de leucdcitos na urina ¢ detetada a partir da esterase leucocitaria que esta
presente em neutréfilos, monodcitos, eosinodfilos e basofilos, mas esta ausente nos linfocitos. Um
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resultado positivo pode ser observado em situagdes de infecdo do trato urindrio, nefrite
intersticial ou outras condigoes inflamatorias (38).

Hemoglobina

A hemoglobina ¢ medida na tira teste através da sua atividade de peroxidase, que catalisa
a oxidacao de um composto cromogénico cujo produto final € um composto corado. A tira teste
¢ muito sensivel a presenga de sangue na urina, conseguindo detetar niveis de hemoglobina
superiores a 0,015 mg/dL (38). A hemoglobinuria pode ocorrem em qualquer condi¢do que
resulte em hemolise intravascular (70).

C. Exame Microscopico do Sedimento Urinario

Células Epiteliais

No sedimento urinario podem ser observados varios tipos de células epiteliais, sendo
que algumas dessas células sdo resultantes do processo de renovagdo celular, enquanto outras
podem representar dano epitelial causado por condigdes inflamatorias ou patologias renais. A
observagdo de células epiteliais com caracteristicas morfologicas anormais pode ser indicativa
de neoplasia do trato geniturinario ou pode ser consequente de tratamentos, como quimioterapia
(70).

As principais células epiteliais observadas no sedimento urinario sao células epiteliais
escamosas, c¢lulas epiteliais transicionais (uroteliais) e células tubulares renais. As células mais
comuns sdo as células epiteliais escamosas que se caracterizam por serem células grandes com
um nucleo pequeno. A presenca de grandes quantidades destas células no sedimento urinario
indica, muita das vezes, contaminagdo vaginal ou perineal e geralmente ndo apresentam
significado clinico. As células epiteliais transicionais podem ser arredondadas, ovais ou
retangulares e sdo mais pequenas que as cé€lulas epiteliais escamosas com um nucleo denso.
Estas podem estar presentes no sedimento urindrio de individuos saudaveis devido a
descamacao do epitélio e podem estar em maior quantidade em infe¢des e inflamagdes do trato
urinario. Este aumento juntamente com uma morfologia anormal pode ser indicativo de
carcinoma das células epiteliais de transi¢ao (70). Por fim, as células tubulares renais sdo células
que apresentam um nucleo grande, podendo ser arredondadas ou retangulares. Geralmente, este
tipo de células € observado em patologias renais como necrose tubular aguda, glomerulonefrite
e nefrite intersticial aguda (38).

Leucocitos

A presenca de leucdcitos na urina requer interpretacdo clinica, contudo, pode ser
observada em situacao de infe¢des do trato urinario, glomerulonefrite, nefrite tubulointersticial,
entre outras. Os leucdcitos mais prevalentes na urina sao os neutrofilos, com diametro de 7 a
13 um, citoplasma granular e nucleo segmentado (38).

Eritrocitos

Os eritrocitos apresentam a forma de disco biconcavo com um didmetro de 4 a 7 um e
sem nucleo. Podem ser isomoficos ou dismorficos, com forma ou tamanho diferentes. Os
eritrocitos isomorficos estdo associados a hemattria ndo glomerular, enquanto os eritrocitos
dismorficos estdo associados a alteragdes no pH, osmolaridade e concentracdo de proteinas,
podendo ndo ser indicativas de patologia renal. No entanto, a presenca de esquisocitos,
knizocytes e coddcitos esta associada a patologias renais (38).
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Cristais

A presenca de cristais em amostras de urina ¢ comum, resultando da precipitagao de
solutos urinarios ¢ podendo apresentar estruturas geométricas bem definidas ou material
amorfo. A sua formacao ¢ influenciada por fatores como a temperatura, a concentracao de
solutos na urina, o pH e o fluxo urinario através dos tibulos. Em urinas acidas podem ser
encontrados cristais de oxalato de calcio, acido urico, cistina, tirosina, leucina e cristais de
uratos amorfos. Por sua vez, em urinas alcalinas podem estar presentes cristais de fosfato de
calcio, fosfato triplo e fosfatos amorfos. A presenga de cristais normais em elevado nimero ou
a presenga de cristais patologicos (cristais de colesterol, cistina, tirosina e leucina) ¢
clinicamente significativo (38,70).

Cilindros

Os cilindros sao estruturas tubulares, formandas nos tibulos renais € compostas pela
mucoproteina Tamm-Horsfall e podem conter outros elementos presentes no filtrado (38,70). A
presenca de certos cilindros estd fortemente relacionada com a presenca de patologias renais
(38). Os cilindros sao classificados de acordo com a composi¢do da sua matriz e nos elementos
incorporados na mesma. Existem varios tipos de cilindros, sendo que podem ser hialinos ou
conter inclusdes de granulos, células ou lipidos. Os mais comuns sdo os cilindros hialinos (70).

Bactérias e Elementos Leveduriformes

Geralmente, a wurina ¢ estéril, isto ¢é, ndo estdo presentes microrganismos.
Consequentemente, a presenca de bactérias ou elementos leveduriformes na urina pode ser
indicativo de infe¢do ou de contaminagao durante o processo de colheita (70).
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5.2. Imunologia

A Imunologia ¢ o ramo da ciéncia que estuda a defesa do organismo perante doengas
infeciosas, envolvendo o estudo das moléculas, células, 6rgaos e sistemas responsaveis pelo
reconhecimento e eliminacgdo de substancias estranhas, bem como a respetiva resposta (71).

O presente capitulo tem como objetivo abordar algumas das técnicas utilizadas na
seccao de Imunologia do Laboratorio Central SYNLAB Lisboa, nomeadamente o ensaio
imunoenzimatico (ELISA), eletroforese de proteinas e imunofixagdo sérica e urinaria.

5.2.1. ELISA

O Ensaio Imunoenzimatico, também designado como ELISA (do inglés, Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), € utilizado para a detetar antigenos ou anticorpos especificos, através
de uma reagdo enzimatica com produgdo de cor, presentes numa dada amostra bioldgica. Esta
determinagdo pode ser quantitativa ou semiquantitativa (72,73). Atualmente, o ensaio
imunenzimatico pode ser realizado por quatro técnicas diferentes: ELISA direta, indireta, do
tipo sandwich e competitiva (72). Na sec¢do de imunologia do Laboratério Central SYNLAB
Lisboa, apenas sao realizados os métodos de ELISA indireta e do tipo sandwich.

O método de ELISA indireto ¢ o método mais adequado para determinar a concentra¢ao
total de anticorpos presentes nas amostras(74). Neste método, o antigénio purificado estd
imobilizado nos pogos da microplaca (fase solida). Num primeiro passo, as amostras diluidas
sdo incubadas nos pogos e, se a amostra for positiva, os anticorpos especificos (anticorpos
primarios) ligam-se aos antigénios presentes na fase solida. Na etapa seguinte, adiciona-se um
anticorpo secundario, especifico para o anticorpo primdrio, conjugado com uma enzima
(conjugado enzimatico). Apos incubagao com o substrato apropriado, a enzima converte-o num
produto final com cor mensurdvel (72,73). O método de ELISA indireto apresenta maior
sensibilidade, uma vez que, cada anticorpo primario dispde varios epitopos que se podem ligar
ao anticorpo secundario marcado, permitindo a amplificagio do sinal (72,74). E, ainda, de
referir que este método oferece maior flexibilidade, devido aos diferentes anticorpos priméarios
poderem ser utilizados com um unico anticorpo secundario marcado enzimaticamente (74).

O método de ELISA do tipo sandwich é mais utilizado para analisar amostras complexas
porque o antigénio ndo precisa de ser purificado antes da realiza¢do do ensaio. Este método
utiliza anticorpos de captura e detecdo, sendo cada anticorpo especifico para um epitopo
diferente do antigénio. Nesse sentido, os pogos da microplaca sdo revestidos com anticorpos de
captura e, caso o antigénio esteja presente na amostra, este ligar-se-4. Depois da adi¢do da
amostra, segue-se a adicdo dos anticorpos de deteg¢do, que estdo enzimaticamente marcados.
Por fim, com a adig¢do do substrato apropriado, da-se uma reagdo enzimatica com produgao de
cor. A principal vantagem deste método de ELISA ¢ a sua elevada sensibilidade, sendo que
também apresenta alta especificidade, visto que sdo utilizados dois anticorpos para detetar o
antigénio (74).

Em ambos os métodos, a intensidade da cor do produto resultante da reacdo enzimatica
¢ diretamente proporcional a concentragdo de anticorpos ou antigénios presentes na amostra.
Esta intensidade por ser convertida em concentracdo, através de uma curva de calibragdo, nos
testes quantitativos; ou numa razao, nos testes semiquantitativos (73). Os controlos positivo e
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negativo sdo sempre incluidos na realizacdo de cada teste, atuando como controlos internos
para a fiabilidade do procedimento (75).

A dilui¢do das amostras bem como a execug¢do das técnicas acima mencionadas, sao
realizadas de forma automadtica pelo equipamento EUROIMMUN Analyzer I-2P, presente na
Figura 5.

gt

Figura 5: Equipamento EUROIMMUN Analyzer I-2P. [Carla Narciso, 2021]

Na seccdo de imunologia da SYNLAB faz-se a analise de varios parametros por estes
métodos de ELISA, nomeadamente, a pesquisa de anticorpos anti-Chlamydia trachomatis (1gG,
IgM e IgA), anticorpos anti-Helicobacter pylori (IgG e IgA), anticorpos anti-Mycoplasma
pneumoniae (1gG e IgM), anticorpos anti-SARS-CoV-2 (IgA), anticorpos anti-HSV-1 e anti-
HSV-2 (IgG e IgM), anticorpos anti-dsDNA (IgG), entre outros.

5.2.2. Eletroforese de Proteinas

A eletroforese de proteinas séricas e de outros liquidos bioldgicos humanos constitui
uma andlise muito util na dete¢cdo de anomalias no perfil proteico (76). Esta ¢ uma técnica
simples, rapida e sensivel que permite a separacdo de moléculas proteicas carregadas quando
sdo sujeitas a um campo elétrico (77).

Nesse ambito, a eletroforese de proteinas séricas e urindrias ¢ executada,
principalmente, para investigar a suspeita de uma gamapatia monoclonal (78). As gamapatias
monoclonais constituem condi¢des caracterizadas pela proliferagdo de um unico clone de
células plasmaticas, geralmente maligno, produzindo uma unica classe de imunoglobulinas
intactas, cadeias pesadas, cadeias leves livres ou uma combinacdo entre estes componentes.
Estas proteinas sdo conhecidas como paraproteinas ou proteinas M e podem ser detetadas no
soro, na urina ou em ambos (79).

No Laboratorio Central SYNLAB Lisboa, a eletroforese de proteinas ¢ executada no
equipamento semiautomatico HYDRASYS 2 Scan Focusing, da Sebia (Figura 6). Este
equipamento permite a separagdo, em meio alcalino (pH 9,1), das proteinas humanas no soro e
na urina em cinco frag¢des principais, por eletroforese em gel de agarose (76).
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Figura 6: Equipamento HYDRASYS 2 Scan Focusing, da Sebia. [Carla Narciso, 2021]

A eletroforese de proteinas ¢ baseada no principio da eletroforese de zona (76), que
consiste na separacdo de macromoléculas, com diferentes cargas elétricas e massas
moleculares, num meio de suporte poroso como o gel de agarose (27). A um pH de 9,1, as
proteinas (incluindo as y-globulinas) apresentam carga negativa (80). A amostra de soro ou
urina ¢ aplicada no gel de agarose e, posteriormente, ¢ aplicada uma corrente elétrica, que
origina a migracao das proteinas presentes na amostra na dire¢do do anodo, de acordo com a
sua carga elétrica e massa molecular (81). As proteinas sdo separadas em cinco fragdes de
diferente mobilidade: albumina, al-globulinas, a2-globulinas, B-globulinas e y-globulinas
(Figura 7). Estas diferentes fragdes sdo compostas por uma ou mais proteinas (76), estando

descritas na Tabela 30.
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Figura 7: Representacdo de um perfil normal de eletroforese de proteinas no soro. [Adaptado de 82]
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Tabela 30: Principais proteinas de cada uma das fragdes eletroforéticas e respetivos valores de referéncia.

Fracio Eletroforética Proteinas Valores d(eo /R)eferencla
(1)
Albumina Albumina 53,8-65,2
al-antitripsina
al-globulinas a-fetoproteina 1,1-3,7
al-glicoproteina acida
a2-macroglobulina
a2-globulinas Haptoglobina 8,5-14,5
Ceruloplasmina
a-lipoproteina
Transferrina
B-globulinas B-lipoproteina 8,6-14,8
Complemento C3
v-globulinas IgG, IgA, IgM, IgD, IgE 9,2-18,2

Apo6s a separagdo das proteinas, o gel resultante ¢ corado com negro de amido e os
proteinogramas podem ser analisados visualmente, de forma a determinar possiveis alteragdes
no perfil, ou por densitometria, através da quantificagdo relativa e precisa de cada fragdo
individual (76).

5.2.3. Imunofixacao

A técnica de imunofixagdo permite a detecdo de proteinas monoclonais presentes no
soro ou na urina humanos. Inicialmente, as imunoglobulinas monoclonais sao detetadas por
eletroforese das proteinas, apresentando-se sob a forma de bandas anormais situadas,
essencialmente, nas zonas das beta ou gama globulinas. A imunofixagdo vai permitir a
identificacdo da natureza dessas bandas monoclonais, através da utilizacdo de antissoros
monoespecificos. Esta ¢ uma técnica simples, rapida e de facil interpretagdo (83).

De modo a identificar a natureza das bandas monoclonais de forma precisa, as amostras
sdo testadas simultaneamente em seis pistas. A pista ELP ¢ utlizada como referéncia, uma vez
que, apresenta o perfil eletroforético das proteinas da amostra. As cinco pistas restantes
permitem a caracterizacdao das bandas monoclonais através de anticorpos especificos (83). Para
a realizagdo da imunofixacao, ¢ utilizado o sistema semiautomatico HYDRASYS, da Sebia
(Figura 8).

Figura 8: Equipamento HYDRASYS, da Sebia. [Carla Narciso, 2021]
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A técnica realiza-se em quatros etapas. A primeira etapa consiste na separagdo das
proteinas por eletroforese em gel de agarose, em meio alcalino (pH 9,2), que sdo posteriormente
fixadas e imunoprecipitadas com antissoros de especificidades diferentes. As proteinas nao
precipitadas sdo removidas do gel por lavagem e absor¢cdo com papel de filtro, enquanto as
proteinas precipitadas ficam retidas no interior da matriz do gel sendo depois coradas com
violeta acido (83).

A. Imunofixac¢ao Sérica

A preparagdo das amostras de soro envolve a sua dilui¢do, com diluente, de modo a
evitar fendmenos de zona por excesso de antigénio. Na pista imunoldgica G utiliza-se uma
dilui¢do de 1:6, enquanto nas restantes pistas a dilui¢do ¢ de 1:3. Os antissoros especificos
aplicados na imunofixagdo sérica sdo os antissoros anti-cadeias pesadas y (IgG), a (IgA) e n
(IgM) e antissoros anti-cadeias leves «k e A (livres e ligadas) (83).

Uma amostra de soro normal caracteriza-se pela presenca de uma zona corada difusa de
imunoglobulinas policlonais em todas as pistas. Por sua vez, na presenca de uma
imunoglobulina monoclonal (gamapatia) observa-se uma banda estreita detetada com um dos
antissoros anti-cadeias pesadas (y, o ou p) e com um dos antissoros anti-cadeias leves (k ou A),
sendo que esta banda deve estar localizada ao mesmo nivel de migracdo que banda presente na
pista de referéncia ELP. A auséncia de reagdo com qualquer dos antissoros anti-cadeias pesadas
acompanhada pela reacdo com um dos antissoros anti-cadeias leves pode ser indicativo da
presenga de uma cadeia leve livre ou de uma gamapatia de IgD ou IgE. Por sua vez, a ndo
reacdo com qualquer um dos antissoros anti-cadeias leves acompanhada pela reacdo de um dos
antissoros anti-cadeia pesadas pode ser indicativo de uma gamapatia de cadeias pesadas, muito
rara (83). Na Figura 9 estdo representados varios exemplos de imunofixagdes séricas em gel de
agarose.
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Figura 9: Exemplos de imunofixagdo sérica em gel de agarose. [Carla Narciso, 2021]
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B. Imunofixa¢ao urinaria

A imunofixagdo urindria pode ser utilizada para detetar componentes monoclonais, mas
também para pesquisar e identificar a proteina de Bence Jones (BJP) na urina. As proteinas de
Bence Jones sdo cadeias leves livres, que quando produzidas em excesso sdo excretadas na
urina, devido a saturacdo da capacidade de absor¢do tubular. A produgdo destas cadeias pode
acontecer nas gamapatias monoclonais, sendo que a sua dete¢@o urinaria constitiu uma parte da
investigacao destas patologias (84).

As amostras de urina para imunofixacdo devem ser concentradas, através de
centrifugacdo, sempre que a proteinuria for inferior a 50mg/dL. Os antissoros especificos
aplicados na imunofixagdo urindria sdo o antissoro trivalente anti-cadeias pesadas y (IgG), a
(IgA) e n (IgM), antissoros anti-cadeias leves k e A (livres e ligadas) e antissoros anti-cadeias
leves livres k e A (85).

A presenga de uma proteina de Bence Jones caracteriza-se pela presenca de uma banda
monoclonal detetada com um dos antissoros anti-cadeias leves (livres e ligadas) e de uma banda
monoclonal, que migou ao mesmo nivel da anterior, detetada com um dos antissoros anti-
cadeias leves livres « € A, na auséncia de uma banda na pista do antissoro trivalente. No entanto,
pode observar-se a presenca de uma paraproteina do soro eliminada na urina, sem estar presente
uma proteina de Bence Jones. Essa situacgdo € caracterizada por uma banda monoclonal detetada
com o antissoro trivalente e uma banda monoclonal, que migrou ao mesmo nivel da anterior,
detetada com um dos antissoros anti-cadeias leves (livre e ligada), na auséncia de banda na pista
do antissoro anti-cadeia leve livre correspondente (85).
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5.3. Patologia Molecular

Na sec¢do de Patologia Molecular realiza-se a pesquisa de DNA/RNA de
microrganismos para o diagnostico e orientacdo de tratamento de patologias, a partir de técnicas
moleculares como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

De acordo com o artigo 19.° da Portaria n.° 166/2014 de 21 de agosto, a seccao de
patologia molecular estd organizada de forma a evitar a contaminagao e a garantir a sequéncia
do processo. Nesse sentido, estdo definidas areas laboratoriais onde se executam atividades
distintas. O fluxo de trabalho inicia-se na zona de triagem de amostras, onde ¢ realizada a
rececdo e processamento de amostras. Depois, a sala de extragdo de acidos nucleicos e a sala
de pré-amplificagcdo (dividida numa zona para preparacao de reagdes de amplificacdo e outra
zona de adi¢do do DNA/RNA para amplificagdo enzimatica). Por fim, existe uma sala de
amplificagdio e a sala de pods-amplificagdo, para eventual manipulagdo de produtos
amplificados.

No Laboratorio Central SYNLAB Lisboa, realiza-se a pesquisa de DNA e RNA de
diferentes microrganismos, entre os quais: Hepatite B (HBV), Hepatite C (HCV), HIV, Herpes
Simplex (HSV), Mycobacterium, Parainfluenza (1, 2, 3 e 4), Coronavirus, entre outros. No
entanto, no presente capitulo, sera abordado a processamento de amostras para pesquisa de
SARS-Cov-2 pelo equipamento Alinity M, da Abbott.

5.3.1. COVID-19

A COVID-19 ¢ uma doenga infeciosa causada pelo novo coronavirus SARS-CoV-2, que
surgiu no final de 2019 em Wuhan, na China, e que se disseminou rapidamente por outros paises
do mundo. Por esse motivo, este surto foi declarado como uma pandemia global a 11 de margo
de 2020 pela Organizacao Mundial de Saude (86).

O virus SARS-CoV-2 pertence a familia Coronaviridae e apresenta um genoma de RNA
(+) de cadeia simples. A sua transmissao pode ocorrer de forma direta, através da disseminagdo
de goticulas respiratdrias, ou de forma indireta, envolvendo o contacto com superficies
contaminadas (87).

O diagnostico da COVID-19 pode ser feito através de métodos moleculares como a
técnica da Transcriptase Reversa associada a Rea¢do em Cadeia da Polimerase - RT-PCR. Esta
técnica permite a detecdo do SARS-CoV-2 em amostras respiratérias, por meio da amplificagdao
do seu material genético (RNA) (88).

A. Principio da Polymerase Chain Reaction (PCR) e Reverse-Transcriptase
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

A Polymerase Chain Reaction, também chamada de PCR, foi desenvolvida por Kary
Mullis em 1983 e permite amplificar uma sequéncia especifica de DNA a partir de uma pequena
quantidade de material inicial.

A técnica de PCR envolve trés etapas: desnaturacao, hibridacdo com primers e extensao,
sendo que o produto resultante de cada etapa serve de modelo para as etapas seguintes de modo
a permitir uma amplificacdo exponencial do alvo. Esta técnica utiliza uma mistura reacional
composta pelo eluido de DNA alvo, a Taq polimerase e respetivo tampao de reagdo, primers e
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quatro desoxirribonucleotideos trifosfatados (ANTPs), que sera submetida a varios ciclos de
diferentes temperaturas num termociclador (89).

Na primeira fase, desnaturagdo, ocorre a separacao da cadeia dupla de DNA através do
aumento da temperatura (94°C). A temperatura provoca a quebra das pontes de hidrogénio entre
as duas cadeias de acidos nucleicos, originando DNA de cadeia simples (89).

De seguida, o segundo passo ¢ a hibridagdo que acontece a uma temperatura entre 40 e
70°C. A diminui¢do da temperatura permite a reconstituicao das ligacdes de hidrogénio e, assim,
as cadeias complementares hibridam com os primers. Os primers sao DNAs de cadeia simples
complementares as cadeias opostas das cadeias alvo de DNA, que vao flanquear a sequéncia
que se quer amplificar, permitindo uma replicacdo seletiva (89).

Na fase de extensdo, ocorre a sintese da cadeia complementar através de um DNA
polimerase (Taq polimerase), a temperatura de 72°C — temperatura de atividade maxima da
enzima. A DNA polimerase reconhece o local de ligacdo dos primers nas sequéncias de DNA
alvo, ligando-se nas suas extremidades 3’°. A sintese ocorre exclusivamente no sentido 5°-3’,
utilizando os desoxirribonucleotideos trifosfatados (ANTPs) presentes na mistura reacional.
Cada ciclo duplica, teoricamente, a quantidade de DNA presente no ciclo anterior (89).

No caso do SARS-CoV-2, cujo material genético ¢ composto por uma cadeia simples
de RNA, ¢ necessaria uma etapa adicional de conversdo de RNA em DNA complementar
(cDNA), uma vez que, a PCR usa apenas DNA como molde. Esta etapa denomina-se transcri¢ao
reversa ¢ € realizada por uma DNA polimerase RNA-dependente, a Transcriptase Reversa,
dando origem a denominagdo desta variacdo da técnica de PCR, a Reverse-Transcriptase
Polymerase Chain Reaction, ou RT-PCR (90).

A PCR em tempo real (real time PCR ou q-PCR) ¢ uma variagdo da técnica de PCR
convencional, que permite monitorizar a amplificagdo do produto em tempo real através da
detecdo de um sinal fluorescente (91). E uma técnica que apresenta grande sensibilidade e
especificidade, constituindo um método preferencial para a dete¢do e quantificagdo rapida de
acidos nucleicos em amostras biologicas (92).

B. Triagem de Amostras

De acordo com a Orientagdo n.° 15/2020 da Dire¢do Geral da Satde, para o diagndstico
laboratorial de SARS-CoV-2 devem ser usadas como amostras, produtos bioldgicos do trato
respiratorio superior e/ou inferior. Para fins de estudo e investigacdo, estes podem ser
complementados por colheita de sangue ou outros produtos biologicos (93).

As amostras recebidas no laboratorio sdo, maioritariamente, amostras do trato
respiratorio superior, como o exsudado nasofaringeo e o exsudado orofaringeo. Ambos os
exsudados, sdo colhidos com zaragatoa e, posteriormente, colocadas em meio de transporte para
virus. O acondicionamento e transporte destes produtos bioldgicos deve ser feito utilizando o
sistema de embalagem tripla (contentor primario que contém o produto bioldgico; contentor
secundario para acondicionar o contentor primario; e contentor exterior para embalagem de
transporte externa) (93).

Quando chegam ao Laboratério Central SYNLAB Lisboa, as amostras sao
encaminhadas para a sec¢do de Patologia Molecular, onde ¢ feita a sua triagem manual de
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acordo com a sua origem e urgéncia. Posteriormente, sdo feitas listas de trabalho para serem
encaminhadas para inativacdo e processamento. Na sec¢ao de Patologia Molecular existem
diferentes equipamentos para o processamento das amostras, mas neste relatdrio serd apenas
abordado o equipamento Alinity m, da Abbott.

C. Inativacido de Amostras

ApoOs a triagem e separacao das amostras, segue-se a inativacdo das amostras para
pesquisa de SARS-CoV-2 antes do seu processamento nos equipamentos. Este processo permite
inativar o potencial infecioso das amostras biologicas (94).

A inativagdo ¢ um processo que promove a destabilizagdo da estrutura viral através do
uso de condi¢des altamente desnaturantes, eliminando nucleases celulares ¢ mantendo a
estrutura do RNA viral para o posterior processamento. Para tal, pode utilizar-se solu¢des de
lise, normalmente fornecidas pela maioria dos kits de extragdo de RNA (94). Este procedimento
deve ser realizado em laboratdrio de biosseguranga de nivel 2 (BSL2) com recurso de uma
camara de seguranca bioldgica de classe II (93).

D. Processamento de amostras

Na seccdo de Patologia Molecular do Laboratorio Central SYNLAB Lisboa, um dos
equipamentos utilizados para a dete¢do de RNA do SARS-CoV-2 ¢ o Alinity m, da Abbott
(Figura 10). Trata-se de um equipamento automadtico que realiza a dete¢do molecular a partir
de amostras bioldgicas, permitindo a detecdo quantitativa e qualitativa de sequéncias de acido
nucleico para fins de diagnostico. No caso da pesquisa de SARS-CoV-2, ¢ usado um ensaio de
rRT-PCR de alvo duplo para os genes RdRp e N do virus (95).

-
Alinity

Figura 10. Equipamento Alinity m, da Abbott. [Adaptado de 96]

A preparagdo da amostra ¢ efetuada automaticamente pelo equipamento e permite
extrair e concentrar as moléculas dos acidos nucleicos alvo, de modo a facilitar a amplificagao
e remover possiveis inibidores. Nesta etapa, ¢ introduzida, em cada amostra, uma sequéncia
ndo relacionada a sequéncia alvo (RNA do gene reductase hidroxipiruvato da abdbora,
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Cucurbita pepo), que € simultaneamente amplificada e, por isso, utilizada como controlo
interno para demonstrar a correta execucao do processo para cada amostra e controlo (95,97).

As sequéncias alvo do SARS-CoV-2 e do controlo interno sao detetadas através do uso
de sondas de oligonucledtidos, marcadas com fluoroforos, especificas do alvo. As duas sondas
especificas do SARS-CoV-2 sao marcadas com um fluordforo distinto da sonda do controlo, de
modo a permitir a detecao simultanea de ambos os produtos amplificados (95).

E de salientar que sdo processados da mesma forma um controlo positivo e um controlo
negativo, de forma a confirmar o desempenho do equipamento e do reagente (95).

Como explicado anteriormente, durante a amplificagdo, o RNA alvo ¢ convertido em
cDNA pela transcriptase reversa. Os primers reversos do SARS-CoV-2 e do controlo interno
emparelham com os respetivos alvos, ocorrendo a sua elongacdo durante um periodo de
incubagdo prolongado. Um segundo primer liga-se a cadeia de cDNA e ¢ alongado pela agao
da DNA polimerase para criar produtos de DNA de cadeia dupla. A amplificagdo exponencial
dos trés alvos (SARS-CoV-2 RdRp, SARS-CoV-2 N e controlo interno) ¢ obtida através de
ciclos repetidos de temperaturas altas e baixas, simultaneamente na mesma reacgao (95).

A detegao da fluorescéncia dos produtos de amplificagao ¢ feita em tempo real, a medida
que as sondas do SARS-CoV-2 e do controlo interno se ligam aos respetivos alvos. A fragao
fluorescente da sonda esta ligada covalentemente a extremidade 5’ e na extremidade 3’ tem uma
molécula supressora, pelo que, na auséncia de sequéncias alvo, a fluorescéncia da sonda ¢
suprimida (95).

E. Interpretacio dos resultados

Os resultados dos testes de detecdo qualitativa de acidos nucleicos para SARS-CoV-2
sdo reportados como positivo ou negativo.

O Ct (do inglés, Cycle threshold) refere-se ao numero de ciclos de amplificagdo
necessarios para ocorrer a deteco do sinal de fluorescéncia do RNA alvo. E o cruzamento deste
valor limiar (cut-off) que define o resultado como positivo(98). Em cada ciclo de PCR, esse
sinal ¢ detetado e registado num grafico de unidade relativa de fluorescéncia (RFU) em fungao
do ntimero de ciclos, representado na Figura 11 (99).

Amplification
2000 £ ; : P
: : ~
I : : i :
= . :
E 000 4 - - e iemreranreeeearans e / s __,-'F, - - | positive
: : P sample
v # -
: P " .':::'/
= Treshold Line it
. ,/.z -~
== _—-ﬁ‘é:';‘/ — ]
0 10 20 30 40 .
negative
th‘ ‘G 'ilInPI.f
Treshold Cyele (Cr)

Figura 11: Gréfico de amplificagdo do método RT-PCR em tempo real [Adaptado de 99].
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De acordo com a Norma n.° 004/2020, em vigor durante o periodo de estagio, todos os
resultados de testes laboratoriais para SARS-CoV-2 devem ser notificados na plataforma
SINAVE (Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolédgica) para investigacao epidemiologica e
implementa¢ao de medidas de prevengao e controlo (100).
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6. Fase Pos-Analitica

A fase pos-analitica corresponde a etapa final do processo laboratorial e inclui a
avaliagdo e interpretagdo dos resultados analiticos, a decisdo da transmissdo destes
resultados, a preparagdo e emissao do boletim de resultados e a transmissao dos resultados
ao utente ou ao médico (101).

E da responsabilidade dos Especialistas em Analises Clinicas ou em Patologia Clinica
assegurar a exatidao da entrada dos resultados laboratoriais no boletim analitico e garantir
a compatibilidade e a coeréncia do conjunto de resultados das analises efetuadas pelo utente,
de acordo com a informagao clinica disponivel e resultados anteriores conhecidos (102).

O boletim de andlises consiste no relatério dos exames laboratoriais executados e
constitui o elemento fundamental na comunicacao do laboratério clinico com o cliente. O
boletim deve incluir a identificacdo do laboratério e do respetivo diretor técnico, a
identificacdo do médico prescritor, a identificagdo do especialista responsavel pela
validagdo biopatologica, a identificagdo inequivoca do utente em todas as paginas do
relatorio, a data e hora da emiss@o do relatdrio, a identificacdo clara e sem ambiguidades
dos exames, resultados obtidos e valores de referéncia bioldgica ou de decisdo clinica, o
tipo de amostra biologica, o método laboratorial utilizado e a identificacdo dos exames
realizados por laboratorios subcontratados. Quando aplicavel, o boletim deve ainda conter
comentarios relativos a qualidade da amostra (como lipémica, hemolizada) ou outros
comentarios pertinentes na validacao e interpretacao dos resultados (102).



7. Controlo de Qualidade

O Despacho n.° 10009/2019, de 5 de novembro, define a qualidade como a “aptidao de um
produto ou servigo para satisfazer as necessidades expressas ou implicitas do utilizador” (3).
No contexto das Analises Clinicas, a qualidade laboratorial tem de assegurar a precisao dos
resultados analiticos, bem como a credibilidade e fidedignidade de todas as partes integrantes
do processo laboratorial, de modo a estes resultados poderem ser uteis em contexto clinico ou
de saude publica. Nesse sentido, a emissdo de resultados imprecisos pode ter consequéncias
muito significativas, nomeadamente, a realizagao de tratamentos desnecessarios; tratamento
nao adequado ao utente; atraso no diagnostico correto; € a execucao de exames adicionais e
desnecessarios. Existe sempre algum nivel de imprecisao associado, mas o objetivo ¢ reduzir
a0 maximo esse nivel (103). E essencial o desenvolvimento de um Sistema de Gestio da
Qualidade (SGQ) para uma atividade adequada e para o correto exercicio profissional do
laboratorio, de modo a alcancar o mais alto nivel de precisdo, credibilidade e desempenho de
todos os processos e procedimentos laboratoriais (3,103).

No Laboratério SYNLAB Lisboa, a implementacdo, manuten¢do e melhoria do SGQ
cumpre os requisitos das normas NP EN ISO 9001:2015 e NP EN ISO 15189:2014. Os
processos técnicos sdo todos validados por sistemas de Controlo de Qualidade Interno (CQI) e
pela Avaliacao Externa da Qualidade (AEQ), garantindo a qualidade da precisao e exatidao dos
resultados obtidos, respetivamente (104).

7.1.Controlo de Qualidade Interno

O Controlo de Qualidade Interno ¢ definido como o “conjunto de procedimentos postos em
pratica num laboratério com vista a permitir um controlo da qualidade dos resultados dos
exames laboratoriais ao longo de todo o processo analitico”. Em todos os parametros analiticos
realizados no laboratdrio ¢ indispensavel o uso de CQI adaptado a especificidade de cada
método (3). O objetivo do CQI compreende a detecdo, avaliacdo e corregcdo de erros devido a
falhas dos sistemas analiticos, condi¢des ambientais ou desempenho do operador (103).

No Laboratério SYNLAB Lisboa, todos os ensaios, acreditados ou ndo, sao sujeitos a um
controlo de qualidade que permita monitorizar os métodos e definir a precisdo e incerteza
analitica associada a cada ensaio. De salientar que os valores quantitativos sao registados em
cartas de controlo, por meio de um programa informatico de gestao de dados de CQI (104).

7.2. Avaliacdo Externa da Qualidade

A Avaliagdo Externa da Qualidade permite a avaliagdo da qualidade dos resultados
fornecidos pelo laboratério executada por um organismo exterior (3). A participacdo em
programas de AEQ permite avaliar o desempenho, por comparagdo do desempenho de um
grupo de laboratorios de referéncia ou de um laboratorio de referéncia; detetar erros
sistematicos; reconhecer as areas que requerem melhoria; e identificar a necessidade de
formacgao (103).

O Laboratorio SYNLAB Lisboa participa em diversos programas de AEQ, como por
exemplo, o Programa Nacional de Avaliagdo Externa da Qualidade PNAEQ, do Instituto
Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge e o National External Quality Assessment Scheme
(NEQAS), do Reino Unido.
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8. Conclusao

No ambito do Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade
de Lisboa, a realizacdo do estagio laboratorial no Laboratério Central SYNLAB Lisboa
permitiu a aplicagdo e consolida¢do dos conhecimentos adquiridos ao longo da vertente
curricular. Por outro lado, este estdgio permitiu ainda a integragdo no meio profissional, bem
como o contacto com equipas multidisciplinares, tornando-o num complemento de
aprendizagem.

O estagio possibilitou a aquisi¢ao de competéncias nas varias areas analiticas das Analises
Clinicas, nomeadamente, na Fase Pré-Analitica, Quimica Clinica, Imunologia, Microbiologia
e Patologia Molecular, contribuindo para o desenvolvimento de um espirito critico e para a
obtenc¢do de experiéncia apenas possivel de alcangar em contexto real de trabalho.

Em suma, o estidgio laboratorial foi uma experiéncia enriquecedora ndo s6 a nivel
profissional, como também pessoal.
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Parte II: Monografia



Materiais e Métodos

A presente monografia foi elaborada com base na andlise, interpretacdo e sintese de
diversos artigos cientificos originais e de revisdo e também através da consulta de paginas na
internet, com data de publicagdo compreendida entre 2014 e 2024.

As plataformas utilizadas para a obtencdo de bibliografia eletronica foram PubMed
(pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/), ScienceDirect (www.sciencedirect.com/), National Center for
Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov/), Centers for Disease Control and
Prevention (www.cdc.gov/), Nature (www.nature.com/), Direcao-Geral da Saude
(www.dgs.pt/) e HPV World (www.hpvworld.com/), sendo que a pesquisa decorreu entre julho
e outubro de 2024.

Para a realizagdo da pesquisa foram utilizadas palavras-chave, nomeadamente, HPV,
Cervical Cancer, HPV Vaccination, Screening and Treatment of Cervical Cancer, HPV
Prevention, SARS-CoV-2, COVID-19, COVID-19 Pandemic, Plano Nacional de Vacinacdo,
Impacto of COVID-19 Pandemic on HPV vaccinations.
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1. Introducao

O Virus do Papiloma Humano, também denominado por HPV, ¢ responsavel por uma
das infe¢des sexualmente transmissiveis mais comum a nivel mundial. Constitui um problema
de saude publica com elevada morbilidade e mortalidade no sexo feminino, estando associado
a99,7% dos casos de cancro de colo do utero(1). A prevengao da infecao por HPV ¢ feita através
de vacinacdo e de programas de rastreio. Em Portugal, a vacina contra o HPV ¢ contemplada
pelo Programa Nacional de Vacinagdo, com a administracdo recomendada a partir dos 10 anos
de idade para ambos os géneros(2).

Em dezembro de 2019, foi identificado um novo coronavirus, o SARS-CoV-2 que
rapidamente se disseminou mundialmente, resultando numa pandemia. A COVID-19 consiste
na doenga respiratdria aguda causada por esse virus (3). Uma vez que ainda ndo era conhecido
o tratamento e vacina eficaz para a infecdo por SARS-CoV-2, foram implementadas diversas
estratégias de modo a tentar conter a disseminagdo do virus, nomeadamente, o isolamento
fisico, distanciamento social, restrigdes de deslocag¢des, encerramento de escolas, entre
outos(3,4). Nesse ambito, durante os periodos de confinamento, muitos dos servigos de saude
de rotina foram interrompidos, onde se incluem os programas de vacinacao infantil. Quando os
programas de vacinagdo sao interrompidos por algum motivo, pode observar-se futuramente
um aumento do nimero de casos de infegdes e mortes causados por estas doengas evitaveis por
vacinagdo(3). Relativamente a infecao por HPV, atrasos ou falhas na vacina¢do podem resultar
em casos evitaveis de verrugas genitais, lesdes cervicais, cancro do colo do tutero e outras
doengas relacionadas com o HPV.

Neste contexto, o principal objetivo desta monografia ¢ avaliar o impacto na vacinacao
de criangas com a vacina contra o HPV durante o periodo de pandemia causada por SARS-
CoV-2 em Portugal.
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2. Infe¢ao por HPV

2.1. Estrutura da particula viral

O Virus do Papiloma Humano pertence a familia Papillomaviridae e ¢ um virus
de DNA de cadeia dupla, que ndo possui involucro. Apresenta uma céapside icosaédrica,
com aproximadamente 60 nm de didmetro(5). O genoma ¢ circular e pode ser dividido
em 3 regioes: E(early), L (late), conhecidas como ORFs (open read frames), e LCR (long
control region), também denominada de URR (upstream regulatory region)(5,6). Os
genes E1, E2 e E4 da regido E sdo responsaveis pela replicagdo do DNA, sendo que o E2
também funciona como repressor transcricional de E6 e E7; o gene E5 ¢ responsavel pela
transformagdo e proliferacdo celular; e os genes E6 e E7 regulam o ciclo celular. Esta
regido ¢, assim, essencial para a replicacdo viral, sintese de particulas virais, libertacdo e
transformagdo celular. Por sua vez, a regido L codifica para as proteinas estruturais da
capside, L1 e L2. Por fim, aregido LCR constitui 10% do genoma do HPV e ¢ uma regido
ndo codificante constituida pela origem de replicacdo e pelos locais de ligagao ao fator de
transcri¢do, que participam na regulacdo da transcricdo do genoma viral(6). A Figura 1
representa, de forma geral, a organizagdo gendémica do HPV.

oncogenic
alpha-HPV

g
S

Figura 1: Representagdo esquematica do genoma do HPV. [Adaptado de 7]

Existem mais de 200 genotipos de HPV, que dependendo da estrutura do seu
genoma e do seu tropismo para as células epiteliais humanas encontram-se agrupados em
cinco géneros diferentes: Alfa, Beta, Gama, Mu e Nu (6). O maior grupo corresponde ao
grupo Alfa que engloba os tipos de HPV com tropismo para o epitélio mucoso. O segundo
maior grupo ¢ o grupo Beta, onde se encontram os tipos de HPV responsaveis,
principalmente, pela infecdo do epitélio cutaneo. Os HPVs que pertencem aos restantes
grupos, normalmente, estdo associados a patologias benignas(8).

De acordo com a Internation Agency for Research on Cancer (IARC), os HPV 16,
18,31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 66 estao classificados como Virus do Papiloma
Humano de alto risco e os HPV HPV 6, 11, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 como Virus do
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Papiloma Humano de baixo risco. Os HPV 16 e 18 sdo os mais prevalentes e sao
responsaveis ndo sé pelo cancro do colo do utero, como também por uma fragao variavel
de cancro da vulva, da vagina, do pénis, do anus e da orofaringe. Por sua vez, os HPV de
baixo risco do tipo 6 ¢ 11 causam, principalmente, por lesdes cervicais, da vulva e da
vagina de baixo grau, sendo responsaveis por cerca de 90% das verrugas anogenitais ou
condilomas acuminados(9).

2.2. Dados epidemiologicos

A infe¢do por HPV ¢ a principal causa de cancro do colo do utero. Pode ainda ser
considerado um fator contribuinte para outros cancros anogenitais, nomeadamente, do
anus, vagina, vulva e pénis e também da cabega e pescoco(10).

Tabela 1: Taxa de incidéncia bruta por 100.000 habitantes e por ano, em Portugal. [Adaptado de 11]

Homens Mulheres
Cancro do colo do tutero - 16,10
Cancro Anal 1,89 1,66
Cancro da Vulva - 3,72
Cancro Vaginal - 0,91
Cancro do Pénis 2,47 -
Cancro orofaringeo 7,44 0,39

A nivel mundial, o cancro do colo do ttero é o 4° mais comum no sexo feminino,
com cerca de 604.127 novos casos diagnosticados e 341.831 mortes em 2020. Em
Portugal, estima-se um total de 865 novos casos diagnosticados em 2020, constituindo o
8° cancro mais comum na populacdo feminina portuguesa e o 3° mais frequente
diagnosticado em mulheres com idades compreendidas entre os 15 e 44 anos(11). Estes
dados podem ser analisados nas Figuras 2 e 3.
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I mates [T Females
Breast - 1311
Colon and rectum cancer - 1312 74.3
Lung Bl5 27.6
Thyroid 6.22 [ 26.0
Corpus uteri 4 [ 23.0
Stomach - 36.1 ] 225
Non-Hedgkin lymphoma 23.6 T 177
Cervix uteri* < [ 16.1
Pancreas o 19.6 I 15.8
Leukaemia - 17.4 T 13.2
Bladder - 39.4 Y 13.1
Melanoma of skin 4 10.5 [ 10.5
Ovary 4 = 104
Brain, nernvous system - 13.5 [T 641
Liver 4 23.7 T 7.59
Kidney 4 16.7 T 7.15
Multiple myeloma 4 11.3 [ 635
Lip, oral cavity* 4 16.7 [ 5.57
WVulva* 4 m372
Gallbladder 095 [ 1.81
Anus* 1.89 ] 166
Oesophagus - 125 [ 1.64
Hedakin lymphoma o 3.03 ] 162
Vagina* - | 091
Larynx* 10.0 [ 0.84
Salivary glands - 153 ] 0.78
Nasopharynx o 1.87 J 052
Kaposi sarcoma - 1.74 ] 0.43
Mesothelioma o 1.06 ]| 0.41
Cropharynx* - 744 [ 0.39
Hypopharynx < 8.27 [ 0.24
Penis* - 247 1
Prostate 4 140.1 [
Testis - 5.06 [
100.0 0.0 100.0
Annual crude incidence rate per 100,000
Portugal: Male and female (All ages)

Figura 2: Comparagao entre a taxa de incidéncia do cancro do colo do ttero com outros cancros em mulheres de
todas as idades em Portugal. [Adaptado de 11]
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Liver - 1.53]0.22
Vulva* - |o.22
Multiple myeloma - 0.45]0.22
Anus* 0.00|0.17
Laryn:x* 0.17|0.11
Vagina* 4 |o.11
Salivary glands 4 0.17|0.00
Oropharynx* l.0z]0.00
Hypopharynx - 227000
Oesophagus 0.68|0.00
Gallbladder 0.00|0.00
Mescthelioma 4 0.00|0.00
Penis* 4 0.23|
Prostate - 0.68|
Testis 4 116
100.0 0.0 100.0
Annual crude incidence rate per 100,000
Portugal: Male and female (All ages)

Figura 3: Comparagio entre a taxa de incidéncia do cancro do colo do ttero com outros cancros em mulheres, com
idades compreendidas entre 15 e 44 anos, em Portugal. [Adaptado de 11]

52



Em 2011, foi realizado o estudo “The CLEOPATRE Portugal Study”, em que um
dos objetivos era determinar a prevaléncia geral e estratificada por idade da infecdo por
HPV no colo do ttero em mulheres residentes em Portugal Continental. Neste estudo,
estimou-se que a prevaléncia da infe¢do por HPV na populagdo portuguesa feminina com
idades compreendidas entre os 18 e 64 anos ¢ de 12,7%, sendo o grupo etario entre os 20
e 24 anos que regista a prevaléncia mais elevada, de 28,8% (1,12).

2.3. Ciclo replicativo

O Virus do Papiloma Humano infeta células epiteliais estratificadas e o seu ciclo
de vida depende do processo de diferenciacdo celular. A infe¢do ocorre através de
microlesdes no epitélio que expdem as células das camadas basais(13). Uma vez que entra
em contacto com estas células, a proteina L1 da capside liga-se aos recetores de
proteoglicanos de sulfato de heparano (HSPGs), promovendo uma alteragdo
conformacional na céapside viral. A alteragdo conformacional da capside resulta na
exposicao da regido N-terminal da proteina .2, que sofre clivagem pela enzima furina,
uma proteina com atividade proteolitica, capaz de interagir com diferentes fatores de
crescimento e recetores celulares e virais. Esta clivagem ¢ necessaria para induzir uma
segunda alteragdo conformacional na céapside viral que permite ao virus ligar-se aos
recetores celulares (6,14). A Figura 4 representa, esquematicamente, este processo de
ligacdo.

Intact Disrupted epithelium
epithelium

==

~

lular matrix  Heparan sulfate
membrane (BM) proteoglycans (HSPG)

Figura 4: Ligacdo do HPV as células das camadas basais do epitélio. [Adaptado de 15]

y .

De seguida, o virus € internalizado através de um mecanismo de endocitose,
semelhante & macropinocitose, percorrendo os componentes citoplasmaticos ligados a
membrana, complexo de Golgi e reticulo endoplasmaético por meio de endossomas. Por
fim, o genoma viral epissomal ¢ transportado até ao nticleo, onde entra através de poros
nucleares ou apds rutura da membrana nuclear durante o processo de mitose. O virus
chega ao nucleo, aproximadamente, 24 horas apos a ligacdo celular que corresponde ao
momento em que a capside se desintegra e a proteina L2 associada ao genoma viral se
liga aos corpos nucleares de PML (do inglés, promyelocytic leukaemia), de modo a
estabelecer a infe¢do nuclear e iniciar a transcri¢ao viral (8,16).
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Os primeiros genes do HPV a serem expressos sdao os genes E1 e E2 que levam a
ativacdo da replicacdo do DNA viral(17). A proteina E1 tem atividade de helicase e
juntamente com a proteina E2 formam um complexo com o DNA viral de modo a recrutar
a DNA polimerase da célula hospedeira. Nas células infetadas da camada basal, apenas
se produz um pequeno nimero de copias do genoma do HPV, sendo que essas copias sdo
duplicadas durante a divisdo celular. Isto porque quando as células basais infetadas se
dividem, produzem duas células-filhas igualmente infetadas, permanecendo uma na
camada basal enquanto a outra se diferencia e migra para as camadas superiores do
epitélio. O aumento do nimero de copias do virus € atingido a medida que as células
epiteliais se diferenciam nas camadas superiores do epitélio(17,18).

A proteina E2 atua ainda na regulagdo da expressio dos genes virais,
principalmente dos genes E5, E6 e E7. A expressao destes trés genes na camada basal e
na camada superior a esta cria as condi¢des favoraveis para a replicacdo do HPV, pois sdo
responsaveis por estimular a proliferagdao celular, inibir a apoptose celular e evadir a
resposta imunologica do hospedeiro. Estas condigdes podem também promover o
desenvolvimento de lesdes pré-cancerosas e cancro(17).

As proteinas L1 e L2 sdo sintetizadas apenas nas células terminais diferenciadas
nas camadas superiores do epitélio e sdo responsaveis pela encapsidagdo do DNA
viral(17,18). Por fim, a libertacdo das particulas virais ¢ mediada pela proteina E4,
expressa abundantemente nas camadas mais superiores do epitélio, que promove a rutura
das ligagcdes de queratina do citoplasma da célula hospedeira e interrompe a divisdo
celular, permitindo a proliferacdo e libertacao das particulas (16). O ciclo de vida do HPV

¢ demonstrado na Figura 5.

Virus Entry
®e 4
@ o aag
® 0,00 o Epitheli
e % g & 0@ i 9 Virus Release
el B8 - ,_T
® - a
Cornified o
® -
. Capsid
@ Granular Airibi
® n
w
@ < Genome
" v Amplification
-] P il
8 ¢
@ w -
e s o »
g@ © . Spinous Cell Proliferation
® |\ @ eo | Basal
8| e\ [ 3% Maintenance
©
«©
@@ - Dermis

Figura 5: Esquema do ciclo replicativo do HPV. [Adaptado de 18]

2.4. Patogénese da infecido
A infecdo por HPV ¢, geralmente, transmitida por via sexual ou oral, através do
contacto com lesdes da pele ou mucosa genital infetada. Por outro lado, a transmissdo

54



pode ser indireta, por exemplo, através do contacto com instrumentos médicos
contaminados. Em ambas as situagdes, ¢ necessario existir microlesdes epiteliais que
favoregam a entrada do virus nas células basais respetivas. Existe ainda a possibilidade
de o virus ser transmitido aquando do parto, apesar de ser menos frequente(2,19).

Na maioria dos casos de infecio por HPV, a infe¢do desaparece
espontaneamente(20). Contudo, ao longo do tempo, a infegdo pode tornar-se persistente
e evoluir para uma lesdo pré-cancerosa. Se este tipo de lesdo nao for diagnosticado e
tratado em tempo util, existe a possibilidade de progredir para cancro, ao fim de alguns
anos e, s6 entdo, surgirem sintomas(8,20).

As lesdes pré-cancerosas nas células do colo do ttero acima referidas sdo
denominadas de Neoplasia intraepitelial cervical (CIN, do inglés cervical intraepithelial
neoplasia), estando classificadas de 1 a 3 consoante a estimativa de células displasicas
presentes no colo do utero. A CINI corresponde a uma neoplasia cervical de baixo grau,
caracterizada por menos de um terco do epitélio apresentar displasia e apenas algumas
deformacgdes nucleares. A CIN2 corresponde a uma neoplasia moderada, em que dois
tercos do epitélio esta afetado e, por fim, a CIN3 corresponde a uma neoplasia cervical
de alto grau por mais de dois terg¢os do epitélio apresentar células displésicas (21,22). Em
CIN1, o HPV estabelece uma infecdo persistente nas células cervicais e a sua transicao
para cancro leva, pelo menos, 10 a 12 anos. As lesdes de CIN1 que ndo regridem podem
desenvolver-se em CIN2/3 num periodo de 2 a 3 anos apos a infecdo(22). A Figura 6
representa esquematicamente a progressao da infe¢do por HPV para cancro do colo do
utero (23).
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cross-section ‘ cancer

Figura 6: Etapas da progressdo da infe¢do natural por HPV para cancro invasivo [Adaptado de 23].

A progressao das células epiteliais infetadas por HPV para cancro do colo do utero
invasivo ¢ um processo a longo prazo e estd associado a alteracdes no DNA da célula
hospedeira que envolvem mudancas epigenéticas e genéticas nos oncogenes € genes
supressores de tumores. Como ja foi mencionado anteriormente, o HPV entra nas células
basais escamosas através de microlesdes, levando a ocorréncia de uma série de eventos



genéticos nas células epiteliais basais de modo a permitir a replicacao viral. Estes eventos
criam um ambiente permissivo a progressao neoplasica(22).

As oncoproteinas do HPV, nomeadamente a E6 e E7, desempenham um papel
importante na altera¢do da funcdo celular do hospedeiro, sendo que a progressdo para a
malignidade se d4& com o aumento da expressdo destas oncoproteinas nas células
infetadas. Estas proteinas t€ém a capacidade de desregular o controlo dos pontos de
verificacdo do ciclo celular por meio da degradagdo do supressor tumoral p53 e do
supressor tumoral retinoblastoma, pRb (18,22). A degradagao de p53 ¢ promovida pela
oncoproteina E6 e resulta na inibi¢ao da apoptose celular e na continuidade da replicagao
celular. Por sua vez, a oncoproteina E7 ¢ responsavel pela degradagdao da pRb, que uma
vez inibida a sua agdo leva a ativagdo do fator de transcri¢do E2F fazendo com que a
célula infetada entre na fase S (fase de replicagdo do DNA) e promovendo a proliferagao
celular(17,22). Ademais, a proteina E7 pode também inibir a diferenciagdao dos
queratinocitos, culminando na sua multiplicagdo continua (17). Assim, o aumento da
expressao das oncoproteinas E6 e E7 pode estimular o crescimento celular, inibir a
diferenciagdo e induzir instabilidade cromossomica, resultando em carcinogénese (8).

2.5. Diagnéstico

O método tradicional de diagnostico de cancro do colo do tutero tem sido a
citologia, também conhecida como teste de Papanicolau. No inicio dos anos 2000, foi
desenvolvido o método da citologia em meio liquido como alternativa ao método
tradicional. Consistem na recolha de células da superficie externa do colo do utero com
uma espatula ou escovilhdo especificos para “raspagem” dos tecidos, sendo realizado um
esfregaco lamina de vidro posteriormente fixado (citologia convencional) ou colocadas
num meio de armazenamento liquido (citologia em meio liquido). Esta andlise
laboratorial permite identificar qualquer alterag@o nas células do colo do utero. Quando
os resultados sdo positivos, o diagndstico € confirmado por colposcopia(24).

Por outro lado, existem testes moleculares para a detecdo de tipos de HPV de alto
risco, nomeadamente, testes moleculares de amplifica¢do de acidos nucleico baseados no
DNA e no mRNA do HPV(25).

2.6. Prevencao

A vacinacdo profildtica consiste no método de prevencdo primario mais eficaz
para o controlo de infe¢des por HPV, a longo prazo(26). Atualmente, existem trés vacinas
desenvolvidas contra 0 HPV: Gardasil®, Cervarix® e Gardasil®9. Todas estas vacinas
sdo produzidas por tecnologia de DNA recombinante e compostas por particulas tipo-
virus (VLPs) constituidas apenas pela proteina L1 da capside do HPV. As VLPs sdo muito
semelhantes aos virides do HPV, no entanto, ndo contém o genoma do DNA viral, pelo
que ndo sdo infeciosas nem oncogénicas(23,26,27). A sua administragdo ¢ feita por via
intramuscular e tem como objetivo ativar a imunidade humoral e a produc¢ao de anticorpos
neutralizantes do virus, inibindo a entrada deste nas células hospedeiras e induzindo uma
protecdo eficaz contra a infegdo por HPV. Ademais, as vacinas contém adjuvantes que
permitem aumentar a imunogenicidade das VLPs, que por sua vez, permite prolongar a
resposta imunologica por um periodo mais longo. Véarios estudos identificaram que a
vacinacao contra o HPV gera titulos de anticorpos neutralizantes especificos contra os
antigénios do HPV 10 a 100 vezes superiores aos obtidos pela infe¢ao natural (23).
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A vacina Gardasil® foi a primeira a ser comercializada, em 2006. E uma vacina
tetravalente que protege contra os tipos de HPV 6, 11, 16 e 18. Por sua vez, a vacina
Cervarix® ¢ uma vacina bivalente que confere protecao contra HPV 16 e 18. No que diz
respeito a vacina Gardasil®9, atualmente administrada em Portugal, ¢ uma vacina
nonavalente que protege contra os tipos de HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33,45, 52 ¢ 58.

Atualmente, todas as vacinas podem ser administradas a partir dos nove anos de
idade, independentemente do sexo, com o objetivo de prevenir lesdes anogenitais pré-
cancerosas, cancro do colo do ttero, da vulva e da vagina e cancro do anus (relacionadas
com os tipos de HPV contidos nas vacinas). As vacinas Gardasil® e Gardasil®9 também
sao indicadas na prevencao das verrugas genitais (relacionadas com os tipos de HPV
contidos nas vacinas)(27). A administragdo da vacina ¢ recomendada antes do inicio da
atividade sexual, isto ¢, antes da exposi¢ao ao HPV, de modo a atingir o maximo beneficio
potencial.

Apesar da vacinagdo estar implementada em muitos paises, as geragdes mais
antigas de mulheres ndo sdo beneficiadas pela vacinacdo, pelo que, é importante definir
uma estratégia de preveng¢do secundaria, nomeadamente, através do rastreio de cancro do
colo do tutero regular para detetar precocemente alteragdes do colo uterino(26,28). O teste
deve ser realizado por todas as mulheres, sexualmente ativas, com idades entre os 25 e 65
anos de idade com uma periocidade de 5 anos(28).

2.7. Plano de vacinacao

Em Portugal, a vacina contra o HPV est4 incluida no Plano Nacional de Vacinagao
(PNV)desde 2008, sendo inicialmente administrada a mulheres com 13 anos de idade, em
trés doses, segundo o esquema de 0, 2 e 6 meses. Posteriormente, entre 2009 e 2011, as
mulheres que completavam 17 anos nesse periodo foram abrangidas pelo PNV. Em 2014,
a vacinagao foi antecipada para os 10 anos de idade, em duas doses, segundo o esquema
vacinal de 0 e 6 meses. No inicio de 2017, a Dire¢ao-Geral da Satde introduziu no PNV
a vacina nonavalente, em vez da tetravalente, mantendo o esquema vacinal (1).

Em outubro de 2020, o Plano Nacional de Vacinagdo passou a incluir no esquema
vacinal recomendado, a vacinacao contra o HPV no sexo masculino, aos 10 anos de idade,
nascidos a partir do ano de 2009 (29).

2.8. Tratamento

Na maioria das infe¢des por HPV, o proprio sistema imunitario consegue eliminar
o virus. No entanto, as lesdes provocadas pela infecdo por HPV, podem ser tratadas
através de medicamentos de aplicacdo local, eletrocirurgia laser, crioterapia e excisdao
cirtirgica, de acordo com a orientagdo meédica (2).
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3. Infecao por SARS-CoV-2

3.1. Estrutura da particula viral

O virus SARS-CoV-2 pertence a familia Coronaviridae, subfamilia
Orthocoronavirinae e género Betacoronacirus. E um virus com involucro e com um
genoma de RNA (+) de cadeia simples (30). O genoma do SARS-CoV-2 possui,
aproximadamente, 30.000 pares de bases com CAP na extremidade 5’ e cadeia Poli-A na
extremidade 3’(31). Na sua estrutura, o SARS-CoV-2 contém varias ORFs que vao
codificar para proteinas ndo estruturais, proteinas estruturais, como a proteina S (Spike),
E (Envelope), M (Membrane) e N (Nucleocapsid), e proteinas acessorias (32). Na Figura
6 esta representada a estrutura genomica do SARS-CoV-2.

A proteina Spike ¢ uma glicoproteina transmembranar que medeia a ligagao do
coronavirus ao recetor de superficie da célula hospedeira durante a fusdo do invélucro
viral com a membrana celular, iniciando assim o ciclo replicativo do virus(33). Apresenta
duas subunidades funcionais, S1 e S2, que facilitam a fixacdo a superficie da célula
hospedeira, através do dominio de ligagdo ao recetor Receptor Binding Domain (RBD)
responsavel por mediar o contacto com o recetor celular ACE2 (do inglés, Angiotensin-
Converting Enzyme 2) ¢ a fusdo das membranas viral e celular, respetivamente(34).

A proteina M ¢ uma das proteinas estruturais mais abundante e define a forma do
involucro viral. Por sua vez, a proteina E ¢ a menor das proteinas estruturais e interage
com outras proteinas estruturais, nomeadamente, com a proteina M de modo a manter a
forma da particula viral. Apresenta também um papel importante na promogdo da
libertacao da particula viral(35).

A proteina da nucleocapside ¢ uma das proteinas mais abundantes nas células
infetadas por SARS-CoV-2. A sua principal funcdo ¢ estabilizar o genoma viral, pois
interage tanto com o genoma viral como com a proteina de membrana. E uma proteina
imunogénica que ¢ expressa abundantemente durante a infecdo por SARS-CoV-2, pelo
que, pode apresentar um papel relevante no diagndstico e desenvolvimento de
vacinas(36).

O RNA genomico apresenta, na extremidade 5°, duas grandes ORFs, que ocupam
dois tercos do genoma: ORF1la e ORF1b. Estas ORFs sdo responsaveis pela codificagao
de 15 a 16 proteinas ndo estruturais, onde se inclui o complexo de replicacao e transcrigdao
viral (RTC, do inglés Replication and Transcription Complex). Neste complexo estao
incluidas as enzimas necessarias para a replicacao e correcao do RNA, sendo esta ultima
fungdo necessaria para manter a integridade do genoma(37). E importante salientar que a
ORFla apresenta, ainda, uma regido codificante para a RNA polimerase RNA-
dependente (RdRp, do inglés RNA dependente RNA polymerase), proteina que assegura
a replicacdao do genoma e transcri¢ao dos genes(37,38).
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Figura 7: Representagdo esquematica do genoma do SARS-CoV-2. [Adaptado de 31]

3.2. Dados epidemioldgicos

O primeiro caso de COVID-19 foi registado a 8 de dezembro de 2019, na cidade
de Wuhan, na provincia de Hubei, na China. O SARS-CoV-2 foi considerado um virus de
rapida disseminacdo e, nesse sentido, a Organizacdio Mundial da Saude declarou
oficialmente, a 11 de marco de 2020, a infecdo por SARS-CoV-2 como uma pandemia
global de risco elevado(39). Na Figura 7 estdo representados os principais eventos
ocorridos durante a pandemia causada pelo SARS-CoV-2.
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Até ao dia 8 de setembro de 2024, foram reportados a Organizagdo Mundial da
Satde um total de 776.205.140 casos confirmados de COVID-19 e um total de 7.064.380
mortes. No mesmo periodo, registaram-se em Portugal um total de 5.667.254 casos
confirmados de COVID-19 e 28.942 mortes (41).

3.3. Ciclo replicativo

O ciclo replicativo do SARS-CoV-2 da-se em cinco passos: adesdo celular por
meio de ligagdo aos recetores, penetragdao/entrada na c€lula hospedeira, biossintese,
maturacao e libertacao da particula viral(42).

A entrada da particula viral nas células hospedeiras ¢ mediada pela proteina spike,
uma vez que, esta proteina tem um dominio de ligacdo que faz contacto direto com o
recetor celular ACE2. Por outro lado, as duas subunidades, S1 e S2, que surgem apds
clivagem proteolitica pela TMPRSS2 (do inglés, Transmembrane Protease Serine 2) e
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pela catepsina celular L, também estdo envolvidas neste processo de entrada do virus nas
células(43). Neste contexto, ¢ importante salientar que esta afinidade de ligacdo do RBD
da proteina S ao recetor ACE2 ¢ determinante para o tropismo das células hospedeiras,
sendo que este recetor ¢ expresso pelas células epiteliais do trato respiratério, células
endoteliais de artérias e veias, monocitos e macrdfagos alveolares, enterdcitos e células
renais(37,43,44). Apds a ligacdo da subunidade S1 ao recetor celular ACE2, ocorre
clivagem num local critico na subunidade S2 por acdo de protéases da superficie celular
como a TMPRSS2, resultando na fusdo das duas membranas e iniciando, assim, a infe¢ao
viral(32,45). Por outro lado, na auséncia desta protease e apos ligacao ao recetor ACE2,
o virus pode entrar na célula por endocitose através de endossomas que contém
catepsinas, nomeadamente, a catepsina L(44).

O genoma viral ¢ libertado no citosol da célula hospedeira e pode ser utlizado
diretamente como RNA mensageiro, levando a transcricio das ORFla e ORF1b que
codificam para duas poliproteinas. Estas poliproteinas sao clivadas em varias proteinas
ndo estruturais do complexo transcriptase-replicase, onde se inclui a RNA polimerase
RNA dependente. Por acdo da RdRp, este genoma pode levar a producao de diversos
RNAs sub-gendémicos complementares a cadeia original, a partir dos quais se vai realizar
a transcri¢ao das restantes ORF respeitantes as quatros proteinas estruturais e, também,
as proteinas acessorias que facilitam a formacao da particula viral. A morfogénese da
particula viral tem lugar no compartimento intermedidrio do reticulo endoplasmatico,
libertada posteriormente por exocitose(37,43,46).
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Figura 9: Representacdo esquematica do ciclo replicativo do SARS-CoV-2. [Adaptado de 47]
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3.4. Patogénese da infecao

O SARS-CoV-2 ¢ transmitido, essencialmente, através de goticulas respiratdrias,
mas também o pode ser por contacto direto com superficies contaminadas e/ou aerossois
de individuos infetados assintomaticos ou sintomaticos(43,48). A patogénese da infegdo
por SARS-CoV-2 varia de sintomas leves a graves, como insuficiéncia respiratdria
grave(49). Na maioria dos individuos sintomaticos, os sintomas tém inicio apds um
periodo de incubagdo de 1 a 14 dias depois da exposicao ao virus, apresentando como
sintomas mais comuns febre, cefaleia, tosse seca, mialgia, dispneia(50). Por outro lado,
sintomas mais graves podem evoluir para sindrome do desconforto respiratorio agudo
(SDRA), pneumonia, insuficiéncia renal e morte(43).

Apos ligagdo as células epiteliais do trato respiratdrio, o virus comega a replicar-
se e migra pelas vias aéreas, atingindo as células epiteliais alveolares nos pulmdes. A
rapida replicag¢do do virus pode desencadear uma resposta imunolodgica intensa, como a
sindrome da tempestade de citocinas que causa sindrome do desconforto respiratério
agudo e insuficiéncia respiratdria, considerada a principal causa de morte em doentes com
COVID-19(49).

3.5. Diagnostico

Atualmente existem trés tipos de testes que podem ser realizados para fazer o
diagnostico e rastreio de infecdo por SARS-CoV-2: testes moleculares de amplificacdo
de acidos nucleicos, considerados como método de referéncia e onde se incluem os testes
de RT-PCR em tempo real que apresentam elevada sensibilidade e especificidade na
detecdo de RNA viral; testes rapidos de antigénio, que detetam a presenga de proteinas
virais, s30 menos sensiveis mas mais faceis de executar e o tempo de resposta € menor; e
testes seroldgicos, que sdo testes que avaliam a resposta imunoldgica a infe¢ao por SARS-
CoV-2(51,52).

3.6. Prevencao

A estratégia mais segura e econdmica de prevencdo da doenga e morte por
COVID-19 ¢ a vacinagdo preventiva, constituindo, ainda, a melhor op¢do no combate de
futuras variantes virais. Existem outros virus, como o Virus Influenza, em que se faz
anualmente a vigilancia das principais estirpes e variantes em circulagdo, de modo a
vacina do ano seguinte ser eficaz contra essas mesmas variantes. Por esse motivo, uma
estratégia semelhante pode ser adotada globalmente para prevenir e minimizar a
prevaléncia da COVID-19 e futuras variantes do SARS-CoV-2(53). Assim, a vacinacao
consiste no método mais eficaz de prevengdo e controlo da infe¢do por SARS-CoV-2, a
longo prazo(49).

As vacinas desenvolvidas utilizam uma variedade de plataformas diferentes,
baseadas nos componentes virais, onde se incluem as subunidades proteicas, DNA,
mRNA em nanoparticulas lipidicas, vetores virais ndo replicantes, vetores virais
replicantes e particulas semelhantes a virus; ou baseadas no virus inteiro, recorrendo ao
virus inativado ou virus vivo atenuado(49,54). As vacinas aprovadas pela Infarmed e
administradas em Portugal sdo apresentadas na Tabela 2. As vacinas desenvolvidas pela
Pfizer/BioNTech e pela Moderna, denominadas “Comirnaty” e “COVID-19 Vaccine
Moderna”, respetivamente, utilizam mRNA codificante para a proteina Spike do virus
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SARS-CoV-2, encapsulado por uma nanoparticula lipidica que o protege da degradagao.
A proteina Spike ¢ posteriormente reconhecida pelo sistema imunolédgico, levando a
producdo de anticorpos. Por sua vez, as vacinas da AstraZeneca/Oxford e da Janssen sao
vacinas de vetor viral ndo replicante, ou seja, utilizam outro virus como vetor para
introduzir genes do outro virus e replicar o seu antigénico. No caso do SARS-CoV-2, ¢
utilizado um vetor de adenovirus tipo 26 (Ad26), que contém os genes da proteina Spike
levando, assim, a ativagdo da resposta imunologica (54). Por fim, a vacina desenvolvida
pela Novavax utiliza nanoparticulas da proteina spike do SARS-CoV-2 recombinante
adjuvada com Matrix-M(55).

Tabela 2: Vacinas contra a COVID-19 aprovadas ¢ administradas em Portugal. [Adaptado de 56,57]

Vacina Tipo de Vacina Doses Eficacia
Pfizer/BioNTech mRNA 2 95%
Moderna mRNA 2 94,5%
Oxford/AstraZeneca Vetor viral 2 82,4%
Janssen Vetor viral 1 72%
Novavax Subunidade proteica 2 95,6%

Antes da aprovagdo e distribuicdo das vacinas, a prevencdo da COVID-19
envolvia comportamentos preventivos pessoais, como o distanciamento social e uso de
mascaras, ¢ medidas de satide publica que abrangiam a testagem ativa, o rastreamento de
casos, isolamento, quarentena e restri¢gdes de aglomeragdes sociais e deslocacdes(30,49).

3.7. Plano de vacinacao

O desenvolvimento de vacinas eficazes tornou-se um ponto de viragem relevante
no combate a infecdo por SARS-CoV-2, reduzindo a morbilidade e mortalidade
relacionadas com a COVID-19, protegendo os sistemas de saude e permitindo a retoma
das atividades socioecondmicas. Apos varios meses de pesquisa e desenvolvimento
intensivos, as campanhas de vacinacdo contra a COVID-19 comecaram a ser estruturadas
no final de 2020 por todo o mundo. De um modo geral, as campanhas de vacinagao foram
planeadas e implementadas mundialmente de forma a garantir a imunizagao prioritaria
das populacdes com maior risco de morbilidade e mortalidade, onde se incluem idosos e
individuos com doengas cronicas e autoimunes. Neste grupo foram incluidos também os
profissionais de satide, com o intuito de manter os sistemas de satde e assisténcia social
operacionais(58).

Em Portugal, a primeira vacina foi administrada a 3 de dezembro de 2020(58) e,
inicialmente, o plano de vacinagado foi dividido em trés fases. A primeira fase teve como
destino pessoas com 50 anos ou mais com patologias associadas; residentes e
profissionais em lares e unidades de cuidados continuados; profissionais de saude;
profissionais das for¢as armadas, forgas de seguranca e servicos criticos. Numa segunda
fase, foram vacinados individuos com 65 ou mais anos com ou sem patologias associadas
e individuos entre os 50 e 64 anos com patologias associadas. A terceira fase de vacinagdo
destinou-se a restante populacao(59).
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A OMS declarou o fim da pandemia de COVID-19 a 5 de maio de 2023, contudo,
o European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) mantém a indicacdo para
a vacinagdo sazonal contra a COVID-19, com vacinas adaptadas as estirpes do virus em
circulagdo(60). Atualmente, o plano de vacinagdo ¢ sazonal, no periodo de outono-
inverno, sendo recomendada uma dose de refor¢o sazonal com vacinas de mRNA da
vacina Comirnaty® aos grupos elegiveis desde que tenham executado o esquema vacinal
primario com qualquer uma das vacinas contra a COVID-19. E de referir que nesta
campanha de vacinagdo, € possivel a coadministracdo da dose de reforco da vacina contra
a COVID-19 com a vacina inativada contra a gripe. Por outro lado, a vacinacdo de
individuos elegiveis que ndo realizaram o esquema vacinal primario decorre durante todo
o ano (61).
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4. Impacto da pandemia COVID-19 na vacinacio do HPV a nivel
Mundial

A pandemia causada por SARS-CoV-2 apresentou multiplos desafios, afetando
ndo s6 a saude publica, mas também a economia, os padrdes socioculturais e as
instituicdes politicas. O impacto da pandemia nos programas de vacinagdo ¢ um tema
importante, no sentido em que atrasos ou interrupgoes desses programas podem resultar
em surtos e epidemias de outras doengas infeciosas. Varios paises impuseram o
isolamento social, o distanciamento fisico e a quarentena. Os programas de vacinagao
para controlar e eliminar outras doengas que podem ser prevenidas por vacina foram
significativamente afetados pela resposta a Covid-19, a nivel global. As principais razdes
para os programas de vacinacdo serem interrompidos prendem-se com o facto da
necessidade de cumprir o isolamento fisico € os periodos de quarentena essenciais para
interromper a cadeia de transmissao do virus; e, por outro lado, os sistemas de saude
estavam sobrecarregados no combate 8 COVID-19, estando a maioria dos profissionais
de satde envolvidos ativamente na pandemia em curso(62).

A 15 de julho de 2020, a Organizagao Mundial da Satde e a UNICEF alertaram
para um declinio no niimero de criancas vacinadas com vacinas essenciais, a nivel
global(63). De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, as interrup¢des nos
programas de vacinagdo de rotina afetaram mais de 80 milhdes de criangas em todo o
mundo. Um dos programas de vacinagdo de rotina que enfrentou interrupgdes
significativas foi o da vacina contra o HPV, resultando num nimero substancial de
adolescentes que perderam a oportunidade de se vacinar. A principal consequéncia da ndo
vacinagao contra o0 HPV constitui o aumento do nimero de casos de cancro do colo do
utero. Nos Estados Unidos, foi realizado um estudo para estimar o impacto da pandemia
na vacinagao contra o HPV que demonstrou uma redug@o da cobertura vacinal, sendo a

taxa de vacinacdo em abril de 2020 aproximadamente um quarto da taxa em abril de 2018
e 2019(64).

Em vérios paises europeus também se observou uma lacuna da vacinagdo de rotina
durante a pandemia de COVID-19. A Suiga e a Grécia sdo dois desses paises, onde se
observou uma reducdao do numero de doses administradas da vacina contra o HPV no
periodo de pandemia, embora em diferentes graus. No caso da Suig¢a, em 2020, a
administracao da vacina contra o HPV sofreu uma reducao de 14,8% em comparag¢ao com
2019, contudo, em 2021, a redugao foi menor (7,9%), indicando ja uma recuperacao no
défice de doses comparativamente a 2020. Relativamente a Grécia, o défice de vacinagdo
contra o HPV foi mais significativo na segunda vaga da pandemia, em 2021, observando-
se uma reducdo de 12,3% no numero de doses de vacina administrada(65). Na Italia
também se registou uma redu¢@o da administracdo da vacina contra o HPV, onde 42% e
52% das coortes de criangas nascidas entre 2005 e 2009, respetivamente, ndo foram
vacinadas(66).

O Brasil € outro exemplo onde ocorreu a diminuigdo do numero de vacinas
administradas contra o HPV, registando um decréscimo de 11,24% entre 2019 € 2022(67).
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5. Impacto da pandemia COVID-19 na vacinacio do HPV em Portugal

Ap6s o inicio do primeiro periodo de confinamento em Portugal e perante a
necessidade de adotar estratégias excecionais € temporarias na prevencao da transmissao
da infegcdo por SARS-CoV-2, a Direcdo Geral da Saude definiu medidas de exceg¢do no
cumprimento do PNV durante a pandemia de COVID-19. No comunicado publicado a 25
de margo de 2020, definiu-se como prioritaria a vacinacdo recomendada até aos 12 meses
de idade, inclusive, que confere protecao contra onze doengas potencialmente graves; a
vacinagdo BCG das criangas com risco identificado de tuberculose grave; a vacinagdo de
doentes cronicos e outros grupos de risco compreendidos no PNV; e, por fim, a vacinago
de gravidas(68).

De acordo com o Boletim n°.4 do Programa Nacional de Vacinacao, observaram-
se “diminui¢des ténues” em algumas coberturas vacinais, nomeadamente, na vacinacao
atempada aos 12 meses de idade e na vacinagdo de adolescentes e adultos no ano de 2020.
A ndo priorizagao da vacinacao de adolescentes e adultos esta relacionada com o facto de
os servicos de saude estarem focados em adaptar-se rapidamente na resposta a pandemia
de COVID-19 e, também pelo facto do risco destas doencas ndo ser imediato(69).

Apesar de tudo, o mesmo boletim refere que a vacinagdo com a vacina HPV de
adolescentes do sexo feminino mantém-se muito elevada (> 91% a partir dos 12 anos de
idade)(69). No entanto, ndo existem dados epidemiologicos suficientes e disponiveis para
avaliar o verdadeiro impacto que a pandemia causada por SARS-CoV-2 teve na vacinagao
contra infe¢des por HPV.
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6. Conclusao

A pandemia causada por SARS-CoV-2 em 2020 teve um grande impacto ndo sé na saude
publica, como na economia, educagdo e bem-estar social, a nivel mundial. No contexto da satide
publica, a pandemia sobrecarregou os sistemas de saude, uma vez que, estes tiveram de
concentrar a maioria dos recursos e servigos para combater a COVID-19, limitando a
capacidade de providenciar os servigos de rotina como os programas de vacinagdo, rastreios
preventivos, consultas de rotina e tratamento ¢ acompanhamento de doentes cronicos. Como
tal, destes atrasos significativos podem resultar implicagdes a longo prazo na saiude publica,
nomeadamente, no que diz respeito a vacinagao contra o HPV, aumentando o risco de cancros
relacionados com a infe¢do por este virus.

No ambito desta realidade, € crucial e urgente a realizagao de um estudo epidemioldgico
da vacina¢dao do HPV durante o periodo de pandemia causada por SARS-CoV-2 em Portugal,
de modo a compreender e reconhecer o possivel impacto causado. Este estudo ¢ importante
para identificar lacunas na cobertura vacinal neste periodo e para desenvolver estratégias no
sentido de reverter e/ou minimizar os efeitos consequentes nas geragdes futuras, garantido a sua
protecdo e prevengdo contra as doencgas causadas pelo HPV.
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