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Resumo

O presente documento divide-se em duas partes: o relatério de estagio (Parte |) e a
monografia (Parte Il).

O relatorio refere-se ao estagio curricular do 2° semestre do 2° ano do Mestrado de
Andlises Clinicas, da Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa, tendo decorrido no
Laboratorio de Analises Clinicas Fernanda Galo, em Tomar. Sdo descritos 0s equipamentos
e respetivas metodologias, a forma como é realizado o controlo de qualidade e algumas das
interferéncias possiveis nas areas pré-analitica, bioquimica, hematologia e imunologia.

A monografia esta inserida na area da Bioquimica, dando relevancia a mulher gravida
e as alteracoes fisiol6gicas que esta apresenta, com foco na fungao hepética. Sao abordados
temas como etiologia, diagnéstico através de manifestacdes clinicas e achados laboratoriais,
bem como complica¢des e tratamento de duas patologias exclusivas da gravidez: colestase
intra-hepética e sindrome HELLP (hemolise, enzimas hepaticas elevadas, plaquetas baixas).

Palavras-chave: Bioquimica; Hematologia; Imunologia; Gravidez; Fungao hepatica



Abstract

This document is divided into two parts: the internship report (Part 1) and the
monograph (Part Il).

The report refers to the curricular internship of the 2nd semester of the 2nd year of the
Master's Degree in Clinical Analysis at the Faculty of Pharmacy of the University of Lisbon,
which took place at the Fernanda Galo Clinical Analysis Laboratory in Tomar. The equipment
and respective methodologies are described, as well as how quality control is carried out and
some of the possible interferences in the pre-analytical, biochemistry, hematology and
immunology areas.

The monograph is inserted in the area of Biochemistry, giving relevance to pregnant
women and the physiological changes they present, with a focus on liver function. Topics such
as etiology, diagnosis through clinical manifestations and laboratory findings, as well as
complications and treatment of two pathologies exclusive to pregnancy are covered:
intrahepatic cholestasis and HELLP syndrome (hemolysis, elevated liver enzymes, low
platelets).

Key-words: Biochemistry; Hematology; Immunology; Pregnancy; Liver function
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Abreviaturas

Ac: Anticorpo

ADLC: Automated Differential Leucocyte Count (Contagem diferencial automatizada de leucdcitos)
AEQ: Avaliacdo Externa da Qualidade

AFLP: Acute Fatty Liver of Pregnancy (Esteatose aguda da gravidez)
AFP: Alfa-Fetoproteina

Ag: Antigénio

ALP: Alkaline Phosphatase (Fosfatase alcalina)

ALT: Alanina aminotransferase

ANA: Anticorpos Antinucleares

Anti-HBe: Anticorpos contra o antigénio e da hepatite B

anti-CEA: Anticorpos contra o antigénio carcinoembrionario
anti-CMV: Anticorpos contra o citomegalovirus

Anti-HBc: Anticorpos contra o antigénio core da hepatite B
Anti-HBs: Anticorpos contra o antigénio de superficie da hepatite B
Anti-HCV: Anticorpos contra o virus da Hepatite C

anti-PSA: Anticorpos contra o antigénio especifico da prostata

ARN: Acido Ribonucleico

ASCA: Anti-Saccharomyces cerevisiae antibodies (Anticorpos anti-Saccharomyces cerevisiae)
ASO: Anti-estreptolisina O

AST: Aspartato aminotransferase

ATG: Anticorpo anti-tiroglobulina

ATPO: Anticorpo anti-tiroperoxidase

BSEP: Bile Salt Export Pump (Bomba de exportagao de sais biliares)
CAR: Recetor Constitutivo de Androstano

CEA: Carcinoembryonic Antigen (Antigénio carcinoembrionario)
CHGM: Concentracdo de Hemoglobina Globular Média

CID: Coagulacgéo Intravascular Disseminada

CK: Creatinaquinase

CMIA: Chemiluminescent Microparticle Immunoassay (/munoensaio quimioluminescente de
microparticulas)

CMV: Citomegalovirus

CQl: Controlo de Qualidade Interno

CYP7A1: Cholesterol 7 alpha-hydroxylase (Colesterol 7 alfa-hidroxilase)
DGS: Direcao Geral de Saude

DNA: Deoxyribonucleic acid (Acido desoxirribonucleico)

EASL: European Association for the Study of the Liver (Associagdo europeia para o estudo do figado)
EDTA: Ethylenediamine Tetraacetic Acid (Acido etilenodiamino tetra-acético)
FBC: Full Blood Count (Hemograma completo)

FR: Fator Reumatoide

FVL: Factor V Leiden (Fator de coagulacdo V Leiden)

FXR: Farnesoid X Receptor (Recetor farnesdide X)

GB: Glébulos Brancos

GGT: Gamaglutamiltransferase
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GSTa: Glutationa S Transferase alfa

GV: Glébulos Vermelhos

HAV: Hepatitis A Virus (Virus da hepatite A)

HAVAc-IgM e IgG: Anticorpos IgM e IgG contra o virus da hepatite A
Hb: Hemoglobina

HbA1c: Hemoglobina glicada

HBeA: Antigénio e da hepatite B

HBsAg: Antigénio de superficie da hepatite B

HBV: Hepatitis B Virus (Virus da hepatite B)

hCG: Human Chorionic Gonadotropin (Gonadotrofina coriénica humana)
Hct: Hematocrito

HCV: Hepatitis C Virus (Virus da hepatite C)

HDL: High Density Lipoprotein (Lipoproteina de alta densidade)

HELLP: Hemolysis, Elevated Liver Enzymes, Low Platelets (Hemdlise, enzimas hepaticas elevadas,
plaquetas baixas)

HEp-2: Human Epithelial Type 2 (Células epiteliais humanas tipo 2)

HGM: Hemoglobina Globular Média

HIV: Human Immunodeficiency Virus (Virus da imunodeficiéncia humana)

HNF: Heparina N&o Fracionada

hPL: Human Placental Lactogen (Hormona lactogénica-placentaria humana)
HPLC: High Performance Liquid Chromatography (Cromatografia liquida de alta eficiéncia)
HRP: Horseadish Peroxidase (Peroxidase de rabano)

HTA: Hipertensao arterial

ICP: Intrahepatic Cholestasis of Pregnancy (Colestase intrahepatica da gravidez)
IF: Imunofluorescéncia Indireta

Ig: Imunoglobulina

INR: International Normalized Ratio (Relag&o internacional normalizada)

INSA: Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge

IRF: Immature Reticulocyte Fraction (Fragao imatura de reticuldcitos)

ISI: International Sensitivity Index (indice de sensibilidade internacional)

LDH: Lactato Desidrogenase

LDL: Low Density Lipoprotein (Lipoproteina de baixa densidade)

LES: Ldpus Eritematoso Sistémico

LFG: Laboratério Fernanda Galo

LIA: Line Immunoassay (Imunoensaio em linha)

MAHA: Microangiopathic Hemolytic Anemia (Anemia hemolitica microangiopatica)
MCTD: Mixed Connective Tissue Disease (Doenga mista do tecido conjuntivo)
MDR3: Multidrug resistance protein 3 (Proteina de transporte de resisténcia a multiplas drogas 3)
MPV: Mean Platelet Volume (Volume médio das plaquetas)

NaTCP: Sodium-dependent Taurocholate Cotransport Polypeptides (Polipeptideos de cotransporte de
taurocolato dependente de sddio)

PBC: Primary Biliary Cholangitis (Colangite biliar primaria)

PCA: Parietal Cell Antibodies (Anticorpos anti-célula parietal)

PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen (Antigénio nuclear celular em proliferagao)
PCR: Proteina C Reativa
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Plq: Plaquetas

PSA: Prostate Specific Antigen (Antigénio especifico da prdstata)
PTGO: Prova de Tolerancia a Glucose Oral

PTT: Purpura Trombocitopénica Trombdética

PXR: Pregnane X Receptor (Recetor pregnano X)

RDW: Red Cell Distribution Width (Distribuicdo de gldbulos vermelhos)
RBC: Red Blood Cells (Glébulos vermelhos)

Ret: Reticuldcitos

RLU: Relative Light Units (Unidades relativas de Iuz)

Rpm: Rota¢des por minuto

SARS-CoV-2: Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (Coronavirus da sindrome
respiratéria aguda grave 2)

SHU: Sindrome Hemolitica Urémica

SIDA: Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

Ssc: Esclerose sistémica

TJP2: Tight Junction Protein 2 (Proteina de jungdo estreita)
TP: Tempo de Protrombina

TRG: Triglicéridos

TRL: Toll-like Receptor (Recetores do tipo Toll)

tTg: Tissue Transglutaminase (Transglutaminase tecidual)
TTPa: Tempo de Tromboplastina Parcial ativada

UDCA: Ursodeoxycholic Acid (Acido ursodesoxicdlico)

UK NEQAS: United Kingdom National External Quality Assessment Service (Servico nacional de
avaliacado de qualidade externa do Reino Unido)

UCIN: Unidade de Cuidados Intensivos Neonatais

VCS: Volume, High frequency conductivity, Scatter (Volume, condutividade de alta frequéncia,
dispersao)

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor (Fator de crescimento endotelial vascular)
VGM: Volume Globular Médio

VS: Velocidade de Sedimentagéo

VWEF: Von Willebrand factor (Fator Von Willebrana)
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Introducao

O estagio curricular, realizado no ambito do Mestrado em Analises Clinicas, lecionado
na Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa, teve lugar no Laboratério Fernanda
Galo (LFG), com instalagdes na rua Coronel Garcés Teixeira, n®15, Tomar. O estagio foi
efetuado em quatro areas distintas: A - Pré-analitica, B - Bioquimica, C - Hematologia e D -
Imunologia e teve uma duracdo de 750 horas, tendo decorrido entre 0 més de marcgo e
setembro de 2023, sob a orientacdo da Doutora Maria da Conceigdo Esperanga Faustino
Monteiro Barreira, especialista em Andlises Clinicas pela ordem dos Farmacéuticos e Diretora
Técnica dos Laboratérios Fernanda Galo, desde 1993.

Neste relatério serdo abordadas cada uma das quatro areas referidas, sendo que,
relativamente a area da Bioquimica, sera feita uma referéncia muito breve, devido ao facto
de o tema da monografia estar inserido nesta area. Serdo mencionados os equipamentos
utilizados, os métodos de determinacao e os parametros analisados, o controlo de qualidade
interno (CQl), a avaliagao externa da qualidade (AEQ), o processamento das amostras, os
valores de referéncia, a interpretagao dos resultados e algumas possiveis interferéncias nos
mesmos. Devido a vasta quantidade de parametros analisados no laboratério nas diversas

areas, apenas serao referidos os mais solicitados e com maior relevancia.
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Desenvolvimento

No presente relatério de estagio serdo abordadas quatro areas distintas:
A - Pré-analitica
B - Bioquimica
C - Hematologia
D - Imunologia
Por uma questéo de facilidade de leitura do trabalho, adota-se este item global que se

designa por “Desenvolvimento” para, dentro dele, se explicitarem os aspetos mais relevantes
de cada uma das quatro areas identificadas.
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A. Fase pré-analitica

A fase pré-analitica inclui a preparagdo do doente, a obtengdo da amostra e o
tratamento e conservacdo da mesma. Numerosos fatores e variacbes podem advir desta
fase, podendo levar a alteracao dos resultados e, consequentemente, a uma interpretacao
diversa. Estas variagcdes dependem da analise considerada e deverao ser tidos em conta no
procedimento de trabalho. Entre estes fatores incluem-se:

+ Fatores de variacao ligados ao sujeito, devido a variacées fisiologicas e
fisiopatologicas: idade, sexo, gravidez’amamentacdo, menopausa, peso,
alimentagéo, stress, exercicio fisico, alcool, medicacao, entre outros;

» Fatores de variacao dependentes da colheita do produto para analise: tubos de
colheita, tempo de garrote, aditivos (anticoagulantes, separadores, antiglicoliticos),
agitacao do tubo, medigédo do volume de urina (urina 24h), entre outros;

» Fatores relacionados com o préprio analito: verificagdo da conformidade ou ndo
do produto colhido (volume insuficiente, mas condi¢cées de transporte, defeito de
identificacdo), centrifugacéo, aspeto do soro (hemolisado, ictérico, turvo), entre outros.
Para que todos os colaboradores tenham conhecimentos acerca desta fase e com o

objetivo de melhorar a seguranga e a qualidade dos servigos prestados, nos postos de
colheita e laboratérios Fernanda Galo esta disponivel o Manual de Colheitas (1), pelo que a

informacao mencionada daqui em diante sobre a fase pré-analitica foi retirada deste manual.

A.1. Preparacao do utente

Primeiramente, o utente deve ser informado das condigdes de preparagcado, o que
depende do tipo de analise/pedido:
» Sangue — o utente deve estar em jejum pelo menos durante 8 horas, a menos que 0
médico prescritor solicite o contrario (exemplo: urgéncias);
» Expetoracdo — o utente deve apenas fazer a higiene oral com agua;

» Glicémia pés-prandial — o utente deve vir em jejum;

» Prova de toleréncia & glucose oral (PTGO) — o utente deve vir em jejum e permanecer

no laboratério durante o periodo da prova. O tempo deve ser gerido pelo técnico de
analises;

» Uroculturas — o utente deve lavar os érgaos genitais com um toalhete fornecido pelo
laboratério. Caso o utente esteja a fazer antibioterapia, esta analise apenas deve
efetuada 10 dias ap6s a ultima toma;

» Exsudados vaginais/uretrais — o utente deve lavar os 6rgaos genitais apenas com

agua e sabao, sem nenhum desinfetante pois pode alterar o resultado;
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» Exsudado nasofaringeo — o utente ndo se pode assoar, comer ou lavar os dentes na

manha da colheita;

» Espermograma/espermocultura — o utente deve estar num periodo de abstinéncia de

3 - 5 dias. Caso tenha ocorrido um episddio febril deve esperar 3 semanas para efetuar
a colheita;
» Micolbgico (pele) — informar o paciente de nao colocar nenhum agente terapéutico

pelo menos 3 dias antes da colheita;

» PSA (Antigénio Especifico da Préstata) livre e total — as amostras devem ser colhidas

antes de intervengdes na préstata tais como toque rectal, massagem da prostata,
ultra-som transretal e biépsia da prostata. O toque rectal pode causar um aumento
transitério nos niveis de PSA livre e total, por isso recomenda-se uma segunda
medigcao do PSA total no caso de elevagao excessiva dos niveis;

» Hormonas de reproducéo - visto que os niveis destas hormonas em mulheres férteis

sao bastante variaveis consoante a fase do ciclo, € importante registar o dia em que
foi feita a colheita.

A.2. Colheita de amostras

A colheita de amostras € um dos pontos fulcrais num laboratério de analises clinicas e
que infelizmente, é onde existe uma grande parte dos erros. Como tal, é importante que o
analista saiba exatamente como proceder em cada tipo de andlise. E de salientar a
importancia da utilizagdo do material de colheitas adaptado a cada pedido, ndo s6 para a
preservagao da amostra como para a correta determinacao das analises.

De seguida, serd mencionado como, de acordo com o manual de colheitas do LFG, se
executam as colheitas:

A.21. De sangue

Caso a colheita seja efetuada no laboratério devem ser seguidos os seguintes pontos:

a. Certificar que a sala de colheitas esta devidamente limpa, assim como, verificar
se 0 material necessario para a colheita esta disponivel e em boas condicdes;

b. Instalar o utente numa posicao confortavel,

c. Verificar o pedido médico;

d. Preparar o material necessario, de acordo com o tipo de veia e de pedido e,
etiquetar os tubos com os cddigos de barra correspondentes. Existem varios
tipos de tubos de colheita:
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* sem anticoagulante, com ou sem gel - ativa a cascata da coagulacéo,
obtém-se soro, usado sobretudo em bioquimica, endocrinologia e
imunologia;

« com anticoagulante (EDTA de s6dio ou potassio) - obtém-se sangue total,
utilizado em técnicas moleculares e na hematologia, por exemplo, na
execugao de hemogramas, hemoglobina glicada, HLAB27;

» com citrato trissédico — ap6s centrifugagcao, obtém-se plasma, utilizado na
hematologia para andlises aos fatores de coagulagao;

« com heparina — obtém-se sangue total, utilizado por exemplo na
gasometria.

Quando existem varios pedidos que exigem varios tipos de tubos € importante

a ordem pela qual a colheita é feita de modo a evitar contaminagdes. Primeiro,

a amostra é colocada em tubos sem anticoagulante, por exemplo, nas

hemoculturas. De seguida, coloca-se nos tubos com gel separador e

posteriormente nos tubos com anticoagulante de citrato de sodio e EDTA.

e. Preparar o utente: procurar e escolher a melhor veia e o local a puncionar,
colocar garrote, desinfetar a &rea com alcool ou outro desinfetante;

f. Recolher o volume de sangue necessario;

g. Tirar o garrote e colocar algodao ou gaze no local puncionado;

h. Dividir a amostra para os diferentes tubos, no caso de a colheita ser com seringa
tradicional (sistema aberto);

i. Proteger adequadamente o local puncionado, de modo que o utente possa
abandonar a sala de colheitas em boas condicées;

j. Registar na folha de colheitas, toda a informacdo adicional que se ache
necessario para melhorar a qualidade do servico prestado (incidentes,
medicagao, anticoagulante, etc.). Para além disto, deve se registar a data, hora
e nome do colaborador que procedeu a colheita.

Como o LFG executa domicilios, ou seja, envia pessoal qualificado a um local definido
pelo cliente para colher as amostras, todos os pontos acima mencionados devem ser
cumpridos. Neste caso, como nao ha uma sala de colheitas, deve-se garantir que o local

onde é executada a colheita cumpre os requisitos minimos de higiene.

A.2.2. De expetoracao

O utente deve colher a primeira expetoragdo da manh& em jejum para um recipiente
esterilizado, e no caso de a colheita ser executada num posto de colheitas € ndo no
laboratério, refrigerar entre 4° e 8°C se o tempo de transporte for superior a 2 horas.
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A.2.3. Urina

Para a analise de urinas tipo Il e uroculturas, o utente deve colher, preferencialmente,
a primeira urina da manha para um tubo/copo fornecido pelo laboratério, rejeitando o primeiro
jato de urina. Caso nao seja possivel entregar logo no laboratério, a urina deve ser refrigerada
e entregue na mesma manha da colheita.

Para a colheita de urina de 24 horas, o utente deve descartar a primeira urina da
manha e anotar a hora desta primeira micgdo. A partir daqui, deve guardar todas as mic¢oes
no recipiente dado pelo laboratério até a mesma hora anotada do dia seguinte.

A.2.4. Exsudados nasais

Introduzir uma zaragatoa por narina até aos seios perinasais e colher o produto
através de movimentos rotatérios. Ambas as zaragatoas devem ser introduzidas no mesmo

tudo de transporte e, de cada uma faz-se uma lamina.

A.2.5. Exsudados faringeos

Sem desinfecao local, passa-se duas zaragatoas sobre a superficie das amigdalas e
de todas as superficies de aspeto patoldgico, evitando tocar na mucosa bucal e na lingua.
Uma das zaragatoas destina-se a execugao da lamina e a outra para o meio de transporte.

A.2.6. Exsudado auricular (otites externas)

Ao nivel da lesao, colher no canal auditivo duas zaragatoas. Uma das zaragatoas
destina-se a execugdo da lamina e a outra para o meio de transporte.

A.2.7. Exsudados vaginais

A amostra deve ser colhida com 2 zaragatoas na zona de maior exsudado ou do fundo
do saco vaginal posterior. Uma das zaragatoas destina-se a execucao do esfregaco, a
realizar no ato da colheita e a outra deve ser colocada em meio de transporte a temperatura

ambiente.

A.2.8. Exsudado uretral

Deve-se limpar qualquer exsudado previamente. De seguida, insere-se uma
zaragatoa fina 2 a 4 cm na uretra e rodar. Repetir o processo com uma segunda zaragatoa,
sendo que uma delas destina-se a execugao do esfregaco, a realizar no ato da colheita e a
outra deve ser colocada em meio de transporte a temperatura ambiente.
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No caso de pesquisas especiais, tanto nos exsudados vaginais como uretrais, colher
uma terceira zaragatoa que deve ser transportada em soro fisiologico estéril (para pesquisa
de Neisseria gonorrhoeae e Chlamydia trachomatis) ou meio de transporte préprio (para
pesquisa de Mycoplasma/Ureaplasma) a temperatura ambiente.

A.2.9. Exsudados de abcessos

Infe¢bes superficiais (escaras)

Faz-se com a ajuda de uma zaragatoa sem desinfecdo local. Colher com 2
zaragatoas: uma para fazer lamina para coloragéo e a outra é utilizada para semear em meio
de transporte. Se colhido num posto de colheitas, transportar o mais rapidamente possivel
para o laboratorio.

Infe¢bes profundas (abcessos)

Ap6s desinfecao local, colher com a ajuda de uma seringa adequada ao tipo de
abcesso, usando um meio de transporte adequado. Se colhido num posto de colheitas,
transportar 0 mais rapidamente possivel para o laboratério.

A.2.10. Micoldgicas

Pele

Depende do tipo de lesdes da pele. Se forem lesbes secas, colher escamas da pele
infetada com uma espatula ou bisturi para uma caixa de petri. No caso de serem lesGes
humidas, colher com uma zaragatoa e introduzir em meio de transporte. Se a colheita for feita
num posto de colheitas, transportar 0 mais rapidamente possivel para o laboratério.

Unhas

Deve-se cortar a parte inferior da unha ou cortar lamelas da unha parasitada.

A.2.11. Esperma

Para a colheita de esperma para espermograma/espermocultura, deve-se recolher a
ejaculacao para um recipiente esterilizado.

A.2.12. Fezes

Tanto para coprocultura como para exame parasitolégico direto de fezes, o utente
deve recolher uma amostra de fezes para um recipiente fornecido pelo laboratério. No caso
de pesquisa de sangue oculto nas fezes, o utente deve recolher uma amostra por dia com
referéncia a data de recolha. As amostras devem ser mantidas no frigorifico.
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No entanto, existem restricdes a colheita: ndo é permitido nas unidades de colheita, a
obtencao de produtos biolégicos destinados a andlise cuja realizacdo deve ser imediata ou
cujo resultado possa sofrer alteragcdo com o transporte para o laboratério, como € o caso, por
exemplo, das provas hormonais (com estimulacdo). No caso de haver pedidos de analitos
especificos, o técnico da unidade deve contactar o laboratério para que seja avaliada a sua
viabilidade, receber as instrugdes e o parecer do diretor técnico.

A.3. Transporte da amostra

O transporte de amostras deve ser efetuado em malas térmicas, protegidas da luz e
termoestabilizadas, por colaboradores do LFG em viatura prépria do laboratério, para que as
condigbes de transporte nao interfiram na qualidade e representatividade dos
ensaios/analises.

Quer o transporte de amostras dos postos de colheita para o laboratério (rececao) e
deste para laboratérios subcontratados (emisséao) devem ser registados em documentos para
o efeito, assim como todas as ocorréncias relacionadas com o mesmo. Para além disso, as
amostras sdo sempre acompanhadas das requisicdes de andlises assim como as guias de
transporte, o que permite verificar os dados do cliente, as andlises requisitas e se o que chega
ao destino coincide com o que esta previsto.

A.4. Tratamento da amostra

Quando as amostras chegam ao laboratério, sdo enviadas para a triagem, onde os
técnicos devem confirmar que a amostra se encontra bem identificada para que, em qualquer
momento, se necessario, seja possivel identificar o utente e a natureza da amostra. Esta
verificagao € possivel através do cddigo de barras emitido no laboratério e nas unidades de
colheita. Este contém a seguinte informagédo: nome do utente, data de colheita, iniciais da
unidade de colheita, 0 numero € o tipo de amostra. Para além disso, deve-se verificar se a
amostra foi colhida para um recipiente proprio e se tem volume suficiente. Na triagem é
também onde se centrifugam as amostras e se separam por areas para serem colocadas nos

respetivos equipamentos.
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A.4.1. Pré-tratamento das amostras

Tabela 1 - Pré-tratamento das amostras (1)

Tipo de amostras Tratamento

Sangue com anticoagulante — citrato de

sédio (TP, TTPa, fibrinogénio) Centrifugagao a 2500 rpm durante 10-15 minutos

Centrifugagéo a 3000-3500 rpm durante 10-15 minutos, sempre

Sangue sem anticoagulante que possivel em centrifuga refrigerada

Segue para a respetiva valéncia, sem tratamento.
Excec¢des: Plasma lipémico (centrifugar o sangue total durante 10
minutos, retirar o plasma e substituir por igual volume de soro
fisioldgico e homogeneizar bem)

Sangue com anticoagulante —
K2EDTA/K3EDTA (hemograma,
plagquetas, reticulécitos)

VS, urinas, fezes, exsudados,

~ Segue para a respetiva valéncia, sem tratamento.
expetoragdo e hemoculturas

A.4.2. Rejeicao de amostras

Para que nao haja interferéncias no resultado, o laboratério definiu uma série de

critérios de rejeicdo de amostras:

* No caso de amostras de plasma, rejeita-se quando ha evidéncia de hemdolise,
existéncia de microcoagulos, amostra colhida em tubo inapropriado ou volume
incorreto no tubo de colheita;

* No caso de soro, quando ha evidéncias de hemdlise, lipémia ou quantidade
insuficiente;

* No caso de amostras de urina, com um volume inferior ao necessario para os
doseamentos a efetuar ou com evidéncia de deterioracdo e/ou contaminagao.
Urina para urocultura, rejeita-se a amostra quando esta se encontra num frasco
nao asséptico, em saco de algédlia, contaminada com fezes ou quando as
condigdes de transporte foram inadequadas.

« Em amostras de expetoracao, quando esta em insuficiente quantidade e excesso
de saliva ou quando ha evidéncias de deterioracdo e/ou contaminagao.

As amostras ndo identificadas ou identificadas de uma forma que suscite duvidas quanto a
identidade do utente e respetivo processo, sdo igualmente rejeitadas. Ou seja, qualquer
amostra nao conforme, tendo em conta o tipo de analise a efetuar, é rejeitada.

Apds a rejeicdo de uma amostra, deve-se registar no documento apropriado e informar o
utente da necessidade de repeticao de colheita e quais as razées. A nova amostra vai manter
a mesma identificagdo e documentagcao da amostra rejeitada, a menos que seja essa a causa
da rejeigéo.

Quanto aos controlos, calibradores e respetivas aliquotas reconstituidas a partir de
substancias liofilizadas devem conter a data da reconstituicdo, o numero do lote e a rubrica

10
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do técnico que a reconstituiu. Sempre que haja amostras/aliquotas ndo conformes com os
critérios de aceitacao devem ser imediatamente eliminadas.

A.5. Conservacao das amostras

Preferencialmente, as analises devem ser executadas assim que as amostras chegam
ao laboratério para que as condi¢des de preservagdo nao afetem a validade dos resultados.
No entanto, e tendo em conta o elevado niumero de amostras, isto nem sempre acontece.
Nestes casos, deve ser efetuado o armazenamento das amostras de acordo com a descricao
da técnica aplicavel, com exce¢édo de casos mais especificos em que o seguinte pode nao
ser aplicado.

As andlises: hemograma, velocidade de sedimentacdo (VS), urina tipo I, tempo de
protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa) e amostras para
microbiologia devem ser processadas no préprio dia de recegao.

Para determinados tipos de analises é permitido o armazenamento prévio das amostras nas
condi¢cdes seguintes:

Tabela 2 - Armazenamento prévio das amostras (1)

Amostra Armazenamento

Soros
Urinas 24 horas
Sangue total

- Entre 2°C e 8°C: se a analise for efetuada no prazo de 48 horas
- Entre -10°C e -20°C: se a analise for efetuada no prazo de 72 a 96 horas

Espermograma - Até 3 horas: quando colocados na estufa a 37°C

Fezes (exame parasitologico,

\ - Entre 2°C e 8°C: se a analise for efetuada no prazo de 48 horas
pesquisa de sangue oculto)

A.6. Envio a subcontratados

Como existem analises pouco pedidas, ou seja, ndo satisfazem o niumero minimo de
pedidos, algumas amostras sdo enviadas para laboratérios subcontratados, como é o caso
das analises: serotonina, calcitonina e catecolaminas, entre outras. Estas devem ser
identificadas e enviadas de acordo com as condicdes descritas nos contratos dos
subcontratados. Juntamente com as amostras, € enviada uma lista de trabalho, para que se
confira que o que chega ao laboratoério subcontratado foi exatamente 0 mesmo que saiu do
laboratério de origem.
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A.7. Fluxograma de Trabalho

Relatdrio de estagio

Apés todo o processo da fase pré-analitica, da-se inicio a fase analitica, que nos dias de

hoje é cada vez mais informatizada e gerida por equipamentos. No entanto, estes

equipamentos precisam de manutencgéo, controlos, calibragdes e cuidados que os técnicos

de analises clinicas o tém que fazer. Assim, no LFG cada equipamento tem um responsavel

que no inicio de cada dia tem de verificar e deixar tudo preparado para o trabalho ao longo

do dia. De seguida, apresento o fluxograma de trabalho pelo qual o LFG se rege:

Néo

ManUtenQéo o
Inicio .
equipamento

—»

Colheita da amostra

[ Centrifugagao se necessario |

Calibragdo | sim
Valida/ e
Conforme

caQl
Conforme

Sim

Processo de
Analise

—»

Resultado

]

Figura 1 - Fluxograma de trabalho do LFG (1)

Validagédo
Analitica
Validagédo
Biopatolégica

Emisséo do boletim
de resultados

Fim
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B. Bioquimica

Toda a parte laboratorial relativa a area da bioquimica e alguma imunologia serol6gica é

executada no equipamento DxC 700 AU, da Beckman Coulter.

B.1.

Equipamento DXC 700 AU

i

Figura 2 - Equipamento Beckman Coulter — DXC 700 AU — Foto da autora
B.1.1. Métodos de determinacao

Este equipamento faz a determinagdo dos parémetros através de medicao
fotométrica, ou seja, os varios componentes quimicos da amostra e os reagentes
produzem uma reagdo colorimétrica na cuvete que, através da luz de uma lampada
halégena, se separa em comprimentos de onda especificos por uma rede de difracao.
Um fotodetetor mede a densidade otica da mistura de reacdo em intervalos de 18
segundos durante todo o periodo de reacdo. Para amostras com alta concentragao, o
sistema utiliza agua deionizada ou outro diluente para andlise de diluicdo automatica. (2)

No LFG, os pardmetros analisados neste equipamento sdo: albumina, fosfatase
alcalina (ALP), alanina aminotransferase (ALT), amilase, apoproteina A e B, anti-
estreptolisina O (ASQO), aspartato aminotransferase (AST), complemento 3 e 4 , célcio,
colesterol, creatinaquinase (CK), creatinina no soro e na urina, proteina C reativa (PCR),
bilirrubina direta e total, gamaglutamiltransferase (GGT), glucose, lipoproteina de alta
densidade (HDL), imunoglobulina A, G e M (lg A, G e M), fosforo, ferro, lipoproteina de
baixa densidade (LDL), lactato desidrogenase (LDH), lipase, magnésio, fator reumatoide
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(FR), proteinas totais, transferrina, triglicéridos (TRG), capacidade de fixagao do ferro,
ureia, acido Urico, ionograma (sodio, potassio, cloro), alfa-tripsina, alfa-glicoproteina,

proteinas urinarias e microalbuminuria.

B.1.2. Controlo de qualidade Interno (CQl)

Controlos

Para a maior parte dos parametros, existem 4 niveis de controlo:
- Control sérum nivel 1;

- Control sérum nivel 2;

- Controllab nivel 1;

- Controllab nivel 2.

No entanto, existem pardmetros com controlos préprios:

« Ita — utilizado para controlar as proteinas especificas (PCR, Ig, ASO, transferrina,
complemento 3 e 4, alfa-tripsina, alfa- glicoproteina);

«  Urine chemistry control — controla a creatinina urinaria;

«  Microalbumin control — controla a microalbuminuria;

« HDL control nivel 1 e 2— controla o colesterol da fracao HDL.

Processamento dos controlos

Os Control sérum, nivel 1 e 2, sao executados no inicio do trabalho diario, enquanto os
Controllab, nivel 1 e 2, sdo passados no fim do dia, o que permite ter um controlo com maior
abrangéncia.

B.1.3.  Calibracao

Num laboratério de andlises clinicas, a calibragao € um procedimento fundamental na
maioria dos equipamentos, de forma a garantir que os dados emitidos por cada um dos
instrumentos utilizados refletem, exatamente, os dados de entrada da amostra. Essa
calibracéo € realizada com recurso a materiais baseados em preparacées ou em materiais
de referéncia conhecida, permitindo assim fazer a comparacdo entre as medigdes do
instrumento e esses valores conhecidos. A calibracao deve ser feita nas seguintes situacdes
(2):

» Diariamente no caso do ionograma;
» Dia sim, dia ndo, para a creatinina no soro e urina;

* Quando um lote de reagente € alterado;
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* Quando os resultados de CQI ficam fora dos limites especificados (no caso de se
verificar que o problema n&o tem a ver com o controlo, como por exemplo deixar o
controlo em cima da bacada);

* Manutengdes preventivas ou substituicdo de pecas criticas e o desempenho do
controlo de qualidade foi afetado.

B.1.4. Processamento da Amostra

Apdés a colheita, as amostras sdo centrifugadas. Quando sdo colocadas no
equipamento, deve-se verificar ndo s6 a quantidade de soro para evitar contaminar ou
bloguear a sonda de amostra com o meio de separagédo, como também se nao existe fibrina
na amostra. Embora o equipamento tenha um mecanismo de detecdo de codagulos, é
importante verificar a presenca dos mesmos. Em particular, no caso de amostras de urina, é
importante observar se ha matéria suspensa, pois podera entupir a sonda e causar problemas
com os resultados da analise. (2)

B.1.5. Interferéncias nos resultados

No manuseamento e reposicao de reagentes, € de evitar a agitacao excessiva, pois
pode provocar a ocorréncia de bolhas a superficie e originar erros no equipamento. Se houver
frascos inclinados, para além de poder danificar a sonda de reagente, pode dar origem a
resultados incorretos. Amostras lipémicas, ictéricas e hemolisadas também podem interferir
nos resultados. Para ter certeza de que os dados analiticos sé@o precisos, deve-se confirmar
(2):

a) a qualidade da agua desionizada;

b) se todos os testes foram aprovados na calibracao;

c) os dados de controlo de qualidade interno.
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C. Hematologia

O hemograma completo é o teste analitico fundamental para avaliar os trés principais

componentes celulares do sangue periférico total: glébulos brancos, glébulos vermelhos e

plaquetas. Dentro destes, existem as seguintes determinacdes:

Tabela 3 — Determinagbes efetuadas no hemograma completo

Exame

Determinacoes

Hemograma

Eritrograma

Contagem de eritrocitos (Glébulos Vermelhos, GV)

Doseamento de hemoglobina (Hb)

Hematocrito (Hct)

Volume Globular Médio (VGM)

Hemoglobina Globular Média (HGM)

Concentragédo de Hemoglobina Globular Média (CHGM)

Amplitude de Distribuicdo dos Glébulos Vermelhos (RDW)

Desvio padréao de RDW

Percentagem de eritrocitos nucleados

Numero absoluto de eritrocitos nucleados

Leucograma

Contagem de Leucécitos (Globulos Brancos, GB)

Contagem de Leucécitos ndo corrigida

Formula Leucocitaria:

- Neutrdfilos (% e Valor Absoluto)
- Eosindfilos (% e Valor Absoluto)
- Basofilos (% e Valor Absoluto)
- Linfécitos (% e Valor Absoluto)
- Mondcitos (% e Valor Absoluto)

Plaquetograma

Contagem de Plaquetas (Plq)

Volume médio das plaquetas (MPV)

Estes ensaios podem ser

separadamente.

pedidos em conjunto (hemograma completo),

ou
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Reticuldcitos
Ha situag¢des onde é solicitada a determinagéo dos reticuldcitos no sangue periférico. Os

reticulocitos séo eritrocitos anucleados e imaturos que conservam uma pequena rede de
organitos basdéfilos, constituidos por ARN e protoporfirina. A contagem de reticul6citos

compreende as seguintes determinagdes indicadas na tabela seguinte.

Tabela 4 — Determinagées para quantificagdo dos reticuldcitos no sangue periférico

Exame Determinacoes

Contagem de Reticulécitos (% e Valor Absoluto)
Reticuldcitos Fracéo imatura de reticuldcitos (IRF)

Volume reticulocitario médio

C.1.1.  Equipamento Unicel DXH800

No laboratoério LFG, o hemograma € determinado no equipamento Beckman Coulter

— Unicel® DxH800.

Figura 3 - Equipamento Beckman Coulter - Unicel DXH 800 — Foto da autora
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Meétodos de Determinacéo

Tabela 5- Métodos de determinagao com base no manual do DXH 800 (3)

Determinacao Métodos

i Principio de Coulter
Globulos Vermelhos (GV) Medido diretamente, multiplicada pelo fator de calibragéo

Hemoglobina (Hb) Medicao fotométrica

Volume relativo entre os eritrocitos concentrados e o sangue total.

Hematocrito (Het) Calculo % [Het = (VGM x GV) / 10]

O volume médio dos eritrocitos individuais derivado do

Volume Globular Medio (VGM) histograma de GV, multiplicado por um fator de calibragao.

Hemoglobina Globular Média O peso de hemoglobina no eritrécito médio.
(HGM) Calculo [HGM = (Hb/GV) x10]
Concentracao Média de O peso médio de hemoglobina numa diluicado medida.
Hemoglobina Globular (CMHG) Calculo [CMHG = (Hb/Hct) x100]
RDW A amplitude da distribuicdo do tamanho da populagédo de eritrocitos
derivada do histograma de GV.
i Principio de Coulter
Globulos Brancos (GB) Medida diretamente, multiplicada pelo fator de calibragédo
Formula Leucocitaria Tecnologia VCSn
GV nucleados Tecnologia VCSn
Plaquetas (Plq) Principio de Coulter

O volume médio das plaquetas individuais derivado do

Volume plaquetar medio (MPV) histograma de Plq, multiplicado por um fator de calibragéo.

Estudo Morfologico de Sangue Microscopia ética

Periférico
Tecnologia VCSn
Reticuldcitos (Ret) % Proporgao entre o nimero de reticulécitos e o numero total de
glébulos vermelhos.
Reticuldcitos — Valor absoluto Calculo [(Ret /100) x GV]

Principio dos métodos

«  Principio de Coulter
O meétodo Coulter contabiliza e dimensiona as células com exatidao, através da
detecao e da medigao das altera¢des na resisténcia elétrica quando uma particula (célula),
num liquido condutor (diluente), passa por uma pequena abertura, funcionando como um
isolador. Ou seja, a célula ao passar através da abertura, aumenta momentaneamente a
resisténcia da passagem de corrente entre os elétrodos submersos em cada lado da
abertura, o que provoca um impulso elétrico mensuravel. Para a contagem, o vacuo utilizado

para puxar a suspensdo diluida de células através da abertura tem de ter um volume
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regulado. O numero de impulsos indica o niumero de particulas e a amplitude de cada
impulso elétrico € proporcional ao volume da célula. (3)

- Medicao fotométrica para hemoglobinometria
O papel do reagente de lise é destruir os eritrocitos e converter uma proporgao
significativa da hemoglobina num pigmento estavel, enquanto deixa os nucleos dos leucdcitos
intactos. A absorvéncia do pigmento, medida fotometricamente a 525 nm, é diretamente
proporcional a concentragcdo de hemoglobina da amostra. A exatidao deste método € igual a
do método do hemiglobino-cianeto, o método de referéncia de escolha da hemoglobinometria,
recomendado pelo Comité Internacional para a Padronizagdo em Hematologia. (3)

- Tecnologia VCSn
O COULTER VCS estabeleceu a tecnologia diferencial utilizando as trés medigoes:
volume da célula individual, condutividade de alta frequéncia e dispersao de luz laser. (3)

o Analise do volume: a analise eletrénica do volume de leucécitos através de

corrente de baixa frequéncia tem sido utilizada desde 1967. Foi avaliada como um
possivel auxiliar a contagem do diferencial de glébulos brancos.

o Analise de condutividade: como as paredes celulares funcionam como condutores

da corrente de alta frequéncia, é possivel detetar as diferengas nas propriedades
isoladoras dos componentes da célula. A corrente caracteriza os elementos
nucleares e granulares e a composi¢ao quimica do interior da célula.

o Analise da dispersao da luz: a dispersao da luz € utilizada para a andlise de células

pois existe uma relagao entre o tamanho e refratividade das particulas e o angulo

da luz difundida por um raio de laser.
A combinagao da corrente de baixa e alta frequéncia e da tecnologia de dispersao de luz
fornece informagbes célula a célula, que sdo traduzidas em graficos de dados que
representam visualmente a populagdo e a densidade diferencial. Assim, diferentes cores
indicam diferentes populacdes (tipos de células) e os tons das cores representam a
densidade (concentragédo): cores escuras para densidade baixa e cores claras para
densidade alta. (3)

- Andlise de reticuldcitos
A contagem dos reticuldcitos fornece uma forma simples e eficaz de determinar a
producao e regeneracdo de globulos vermelhos. O mais comum € utilizar coloragao

supravital, como novo azul de metileno ou azul cresil brilhante.
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Estas coloragbes precipitam e agregam as substancias basofilas contidas no
reticuldcito, resultando num padrao granular que é facilmente visivel por microscopia otica.
Como os reticuldcitos imaturos sdo maiores, contém mais &cido ribonucleico (ARN) e
provocam uma maior dispersao da luz, pode-se dizer que o volume da célula e a dispersao

da luz aumentam com a sua imaturidade. (3)

C.1.2. Controlo de Qualidade Interno (CQl)

Controlos
Os controlos utilizados séo:
* O Controlo Celular 6C permite a monitorizagdo do desempenho do sistema
para os parametros: globulos vermelhos, plaquetas, glébulos brancos e glébulos

vermelhos nucleados.
* O Controlo Celular Retic-X monitoriza o desempenho dos reticulécitos.

Processamento dos controlos

Sao processados 3 niveis de controlo, no minimo 2 niveis.
» No inicio e no fim do trabalho diario;
* Ap6s calibragao;
» Apds manutengdes preventivas e corretivas.

O controlo para os reticuldcitos apenas é feito quando existe pedidos dos mesmos.

C.1.3.  Avaliacao Externa da Qualidade (AEQ)

Participacao em diversos programas de avaliacao externa da entidade UK NEQAS e

Controllab, nomeadamente:
* Full Blood Count (FBC) — “Contagem de Sangue Total” (UK NEQAS);
* Automated Differential Leucocyte Count (ADLC) — “Contagem Leucocitaria Diferencial
Automatizada” (UK NEQAS);
* Reticulécitos e contagem automatica — Controllab.

C.1.4. Calibracao (3)

Para obter o melhor desempenho, deve-se verificar e calibrar todos os parametros de
contagem do hemograma completo, sendo que os parametros “GB diferencial’ e “Ret” sao

calibrados por um representante autorizado da Beckman Coulter.
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Relativamente a verificagdo da calibragdo, a mesma deve ocorrer:
o conforme exigido pelos procedimentos laboratoriais e regulamentos locais ou
nacionais;
o quando os controlos comegam a apresentar indicios de tendéncias incomuns;
o quando os controlos excedem os limites definidos pelo fabricante como aceitaveis;
o se a temperatura média ambiente diferir em mais de 6°C da temperatura de
calibracao.

O aparelho tem de ser calibrado:
o no momento da instalacao;
o apdbds a substituicdo de qualquer componente que envolva caracteristicas de
diluicdo ou as medidas primarias (como as aberturas);
o quando recomendado pelo representante da Beckman Coulter;
o se o procedimento de verificagdo de calibragao falhar.

C.1.5. Processamento da Amostra

Para uma correta utilizacao do equipamento, deve-se homogeneizar, manualmente e
com suavidade ou através do agitador automatico, as amostras e colocar os tubos nas racks.
E importante observar as amostras e verificar se estas apresentam volume suficiente para
serem processados em sistema fechado. Caso apresentem um volume que corresponda a
uma altura inferior a 1,5mm, devem ser processadas em sistema aberto.

A analise deve ser repetida quando existe uma discrepancia de resultados entre os
indices eritrocitarios, ou entre os resultados obtidos e o histérico ou situacao clinica do utente.

C.1.6. Valores de Referéncia

Os valores de referéncia, tanto para adultos (sexo feminino e masculino) como para
recém-nascidos e criangas, pelos quais o LFG se rege sdo apresentados nas tabelas
seguintes. Importa referir que cada laboratério deve estabelecer os seus préprios intervalos
de referéncia para garantir uma representagao adequada de populagdes especificas.
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Tabela 6 - Valores de referéncia dos adultos, de acordo com o0s sexos (4,5)

Valores de Referéncia

Valores de Referéncia

Parametros (Sexo Feminino) (Sexo Masculino)
GV (x 108 /pL) 3.88 - 4.99 4.32 -5.66
Hb (g/dL) 11.8-14.8 13.3-16.7
Het (%) 36 - 44 39 - 50
VGM (fL) 82 -98
HGM (pg) 27.3-32.6
CMHG (g/dL) 31.6 - 34.9
RDW (%) 9.9-155
GB (x 103/ uL) 3.9-11.1 3.7-9.5
Valor absoluto (x 10%/ pL) % Valor absoluto (x 103/ L) %
Neutréfilos 1.7-75 40 - 80 1.7-6.1 40 - 80
Eosindfilos 0.03-0.46 1.0-6.0 0.03-0.46 1.0-6.0
Basofilos 0.02 - 0.09 0.0-20 0.02 - 0.09 0.0-2.0
Linfocitos 1.0-3.2 20 - 40 1.0-3.2 20-40
Mondcitos 0.2-0.6 2.0-10.0 0.2-0.6 2.0-10.0
Ret 50 - 100 05-25 50 - 100 05-25
Plq (x 103/ uL) 150 - 400
MPV (iL) 7.0-105
Tabela 7 — Valores de referéncia para ndo adultos (4)
Parametros l\ﬁles%éitTo 3 dias 1més | 2meses n? e-sg s 1 ano a2 n-oes gr-u:sz
GV (x108pL) | 5.0-7.0 |40-66 [3.0-54 | 3.1-43 | 40-54 | 3.9-51 40-52 | 4.0-5.2
Hb (g/dL) 14 - 22 15-21 [15-16.5| 9.4-13 [(11.1-141|11.1-141|11.1-14111.5-155
Hct (%) 45-75 45 - 67 42 -44 |34.3-37.3|34.5-35.5|33.6-34.4|36.7-37.3139.5-40.5
VGM (fL) 100-120 | 92-118 | 92-116 87-103 68 - 84 72 -84 75-87 77 - 95
HGM (pg) 31-37 31-37 30 - 36 27 -33 24 - 30 25-29 24 - 30 25-33
CMHG (g/dL) 30- 36 29 - 37 29-37 |28.5-35.5| 30-36 32-36 31-37 31-37
GB (x 103 L) 10-26 70-23 | 50-19 50-15 | 6.0-18 6.0-16 50-15 | 5.0-13
Ret (x 103/uL) | 120-400 | 50 - 350 | 20 - 60 30-50 | 40-100 | 30-100 | 30-100 | 30-100
Plq (x 108/uL) | 150 - 450 {210 -500 {210 -500 | 210 - 650 | 200 - 550 | 200 - 550 | 200 - 450 | 180 - 400
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C.1.7.  Interferéncias nos resultados
Tabela 8 - Interferéncias nos resultados de hemograma (3)
Parametro Interferentes
Glébulos vermelhos nucleados; plaquetas gigantes; agregados plaquetarios; parasitas da
GB malaria; crioglobulinas; micro-linfoblastos; linfécitos muito pequenos; leucécitos fragmentados
ou aglutinados; GV resistentes a lise; particulas néo lisadas de tamanho >35fl.
GV Contagem de GB muito elevada; alta concentracdo de macroplaquetas; auto-aglutinagao.
Se ocorrer hemdlise in vitro, podem ser gerados resultados baixos falsos de GV.
Hb Lipémia acentuada; Heparina.
VGM Contagem de GB muito elevada; alta concentracdo de macroplaquetas; auto-aglutinagao.
RDW Contagem de GB muito elevada; alta concentragdo de macroplaquetas; auto-aglutinagao.
PI Plaquetas gigantes; agregados plaquetarios; fragmentos de GB; GV muito pequenos;
q Fragmentos de GV.
GV Glébulos vermelhos resistentes a lise; parasitas da malaria; linfécitos muito pequenos ou de
nucleados varias populagdes; elevada quantidade de proteinas precipitadas.
Formula Granuldcitos hipogranulares/agranulares; GV resistentes a lise; linfécitos muito pequenos ou
leucocitaria de vérias populagdes; triglicéridos elevados; elevada quantidade de proteinas precipitadas;
presenca de blastos.
Ret As inclusdes nos eritrocitos corados com novo azul de metileno, se suficientemente
numerosas numa amostra; algumas hemoglobinopatias (SS, SC).
C.1.8. Execucao de esfregacos sanguineos para observacao ao microscopio

No LFG, apenas se procede a execugdo de esfregacos de sangue periférico em

amostras que evidenciem as seguintes caracteristicas:

Tabela 9 - Apresentacdo de evidéncias para a execugao de esfregagos sanguineos (6)

Parametro Evidéncia
GB <4.0 x 10%L ou >30.0 x 10%L
Plq <100 x 10%L ou >1000 x 109/L
Hb <7 g/dL ou valor > a 2g/dL em relagao ao valor de referéncia para a idade e sexo
VGM <75 fl ou >105 fl
CMHG <30 g/dL
RDW >22 (sem historico)
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Tabela 9 - Apresentacdo de evidéncias para a execugdo de esfregagos sanguineos (cont.) (6)

Parametro

Evidéncia

Neutréfilos
(Valor absoluto)

<1.0 x 10%L ou >20.0 x 10%L

Linfécitos
(Valor absoluto)

>5.0 x 10%L (adultos) e >7.0 x 10%L (criangas <12 anos)

Mondcitos
(Valor absoluto)

>1.5 x 10%L (adulto) ou >3.0 x 10%/L (criangas < 12 anos)

Eosinofilos

9
(Valor absoluto) >2.0 x 10°/L
Basofilos .
(Valor absoluto) >0.5x 10%/L
GV nucleados Presenca
Ret .
(Valor absoluto) >0.1 x 10°/L
GB imaturos

Avisos emitidos pelo

equipamento
(“Flags”™)

GV fragmentados
Populagéo dimérfica de GV
MPYV alterado ou outros erros nas plaquetas
Granuldcitos imaturos
Linfécitos atipicos
Presencga de Blastos

No caso de os resultados se apresentarem consistentes no contexto dos resultados

clinico/laboratoriais atuais e anteriores do utente, ndo sera imperativo fazer o esfregaco de

sangue periférico.

Coloracao manual dos esfregacos sanguineos

A coloragao dos esfregacos € efetuada com o conjunto de reagentes da Hemacolor e

consiste na coloracdo sucessiva dos mesmos, fixados com Hemacolor | (Metanol), com

solucédo de Hemacolor Il (Eosina) e a solu¢cao de Hemacolor Il (Azul de Metileno).

Técnica de coloracio:

1.

o~ DN

Mergulhar a Iamina 10 vezes no reagente 1 (Hemacolor I);

Escorrer a lamina em papel absorvente;

Mergulhar a ldmina 10 vezes no reagente 2 (Hemacolor Il);

Escorrer a lamina em papel absorvente;

Mergulhar a lamina no reagente 3 (Hemacolor Ill) durante aproximadamente 1
minuto;

Passar a lamina por agua corrente para remover 0 excesso de corante;

Deixar secar, na vertical, ao ar.
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C.2. Velocidade de Sedimentacao (VS)

A velocidade de sedimentagao dos eritrécitos € uma reacao inespecifica que mede a
presenca e gravidade do processo patoldgico. A sua utilidade esta na avaliagao de pacientes
com sintomas inexplicaveis quando ha suspeita de inflamacao e de doenca infeciosa, ou

quando um diagnéstico especifico nao esta disponivel de forma eficaz através de outros
testes. (7)

No processo de sedimentagdo podem ser distinguidas trés fases (7):

1 - Fase da agregagao, na qual os eritrocitos formam rouleaux;

2 - Fase de sedimentacao rapida, onde ocorre agregacao e sedimentacao dos eritrécitos
a uma velocidade maior e constante;

3 - Fase de concentracdo, na qual ocorre o retardamento da sedimentacao dos glébulos
vermelhos no fundo do tubo.

C.2.1. Equipamento Ves matic 30

No laboratério LFG, a determinagéo da VS é feita no equipamento Ves matic 30.

Figura 4 - Equipamento Ves matic 30 — Foto da autora

Trata-se de um equipamento de bancada, programado para analisar a VS de até um
maximo de 30 amostras de sangue, simultaneamente, contidas em tubos especificos.
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C.2.2. Método de Determinacao

Este procedimento é realizado de forma totalmente automatizada (agitagao e leitura)
e os resultados podem ser comparados com os obtidos pelo método de Westergren, no qual
o resultado demora cerca de 1 ou 2 horas.

O Ves matic 30 utiliza a técnica de Westergren modificada, pois determina a VS em
26 ou 45 minutos. Com os ciclos rapidos, o tempo reduz-se a 11 ou 15 minutos. Os sensores
optoeletrénicos leem automaticamente o nivel de hemossedimentagéo (resultados expressos

em milimetro por hora), sendo os dados impressos ou exibidos no monitor. (8)

No caso de ocorrer algum problema no equipamento, a determinacéo da VS deve ser
feita manualmente através da técnica de Westergren que se processa da seguinte forma

sequencial:

1 - Apéds a colheita, o sangue deve ser distribuido para tubo adequado e

homogeneizada a amostra;

2 - Colocagéao do tubo no suporte que permite manter a pipeta de Westergren na
posigao vertical,

3 - Perfuracéo, com a pipeta, tendo o cuidado de verificar que a mesma alcanga o

fundo do tubo;

4 - Puxar o émbolo, de plastico, da pipeta Westergren, verificando se o sangue foi
aspirado até atingir a marcacao (zero).

A leitura é feita apdés uma hora, registando a distdncia em mm, desde o nivel de
marcacdo zero até a camada de glébulos vermelhos sedimentados através da escala
descendente da pipeta.

C.2.3. Controlo de qualidade interno (CQl)

Controlos

Existem dois niveis de controlos: 0 normal e o patoldgico.

Estes controlos sdo compostos estaveis, diluidos e manuseados como qualquer outra
amostra, compostos por eritrocitos humanos estabilizados e suspensos num tampéao que nao
reage com bactérias nem fungos, oferecendo a possibilidade de determinar a exatidao e
precisao dos resultados. (8)
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Processamento dos controlos
Sé&o processados os 2 niveis de controlo, no inicio do trabalho diario, ou seja, todas
as manhas, antes de serem inseridas as amostras no equipamento, passam-se ambos 0s

controlos e verificam-se os respetivos resultados.

C.2.4. Avaliacao Externa da Qualidade (AEQ)

Para a velocidade de sedimentagdo, a avaliagdo externa da qualidade provém da
entidade INSA - Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, para onde sao enviados
os valores das AEQ’s que sao posteriormente avaliados.

C.2.5. Processamento da Amostra

Logo apds a colheita num tubo especifico com citrato de sédio, a amostra deve ser
homogeneizada de modo que todo o anticoagulante se misture.

Ao serem inseridas no equipamento, deve-se verificar se existe uma correta
qguantidade de amostra pois, caso seja insuficiente, o equipamento imprime uma mensagem
de erro, 0 mesmo ocorrendo quando o tubo contém excesso de amostra. Em ambos os casos,
0 mais correto é repetir a colheita de sangue para que haja uma correta propor¢éo entre a
amostra e o anticoagulante. (7)

Devem repetir-se as amostras que se apresentem com resultados incongruentes com
os restantes resultados em relacao a testes de vindas anteriores ou a situacao clinica do
utente. Para além disso, a repeticdo deve ser feita sempre que o técnico responsavel
considerar adequado repetir o teste com o intuito de garantir a qualidade do resultado.

C.2.6. Valores de Referéncia

De acordo com o manual do equipamento (8), os valores de referéncia encontram-se

entre:
¢ Homens: 1-10 mm/h
¢ Mulheres: 1-15 mm/h
C.2.7. Interferéncias nos resultados

Uma agitacao incorreta provocara o aparecimento de coagulos que irdo afetar os
resultados, assim como, a formacao de bolhas pode interferir na leitura do resultado. A
sedimentagao é um processo que pode sofrer interferéncia pelas variagdes de temperatura e
pela presenca de vibragdes. Por outro lado, o processo de formagao de rouleaux de eritrdcitos
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depende da concentracdo de proteinas de fase aguda (por exemplo, fibrinogénio) e, em
menor grau, as globulinas. Para além disto, a VS é afetada pelo nivel de hemoglobina,

hematécrito, pelas variagdes no numero, no tamanho e na forma dos eritrécitos. (7)

C.2.8. Interpretacao dos resultados

Os valores elevados de VS podem ser encontrados em casos de tuberculose,
mielomas multiplos, leucemia, linfomas, cancro da mama e de pulmao, lupus eritematoso
sistémico (LES) e insuficiéncia respiratéria. Também se encontram valores muito elevados
na presenca de diversos tipos de infegbes e especialmente em casos de metastases
hepaticas e em transtornos inflamatérios graves e crénicos. Em geral, a VS estd aumentada
em infegdes gerais agudas e em condic¢oes inflamatérias agudas localizadas. Este parametro
fornece ainda informagdes Uteis quando usado como critério diagndstico para arterite
temporal, polimialgia reumatica, monitorizagéo da atividade de arterite de células gigantes e
artropatias inflamatérias, bem como acompanhamento da evolugédo de pacientes com artrite

reumatédide e certas doencas malignas, incluindo a doenca de Hodgkin. (7,9)

C.3. Hemoglobina Glicada (HbA1c)

A medicao da HbA1c é especialmente Util no paciente diabético. Enquanto os niveis
de glicose no sangue flutuam amplamente, a formagdo de HbA1c ocorre lenta e
continuamente, refletindo a glicemia média nas ultimas 8 a 12 semanas. Assim, esta medigéo
permite um controlo glicémico nos cuidados e tratamentos prestados aos doentes com
Diabetes Mellitus. A determinacao da HbA1c deve ser realizada, pelo menos, semestralmente
em todas as pessoas com diabetes. Pode ser realizada, com maior frequéncia, com intervalo
minimo de 3 meses, em individuos com diabetes cujo tratamento mudou recentemente ou

gue nao alcangaram os objetivos terapéuticos preconizados. (10)

C.3.1. Equipamento ADAMS Aic HA-8180T

O equipamento utilizado para efetuar a medicéo da HbA1c no LFG é o ADAMS A1c HA-
8180T.
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Figura 5 - Equipamento ADAMS A1c HA-8180T- Foto da autora

C.3.2. Métodos de determinacao

Este equipamento utiliza o método HPLC (método de referéncia), o que fornece
resultados precisos, incluindo cromatograma detalhado. Apresenta uma vantagem nos testes
de beta talassémia pois, para além da medicao de HbA1c, permite também detetar HbA2, Hb
F,Hb S e Hb C, Hb E e Hb D. Outra vantagem ¢é a rapidez de execugao da analise, uma vez

que emite o relatério em menos de 4 minutos. (11)

C.3.3.  Controlo de Qualidade Interno (CQl)

Controlos
Séo utilizados os seguintes tipos de controlo neste equipamento:

- Controlo liofilizado HbA1c: nivel normal e patoldgico;
- Controlo liofilizado Hb F e A2: nivel normal e patologico.

Processamento de controlos
Todas as manhas, antes de serem introduzidas as amostras, os 2 controlos sao

passados nos 4 niveis e verificados de acordo com os intervalos dados pelo fornecedor.
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C.3.4. Processamento da amostra

Apbs a colheita num tubo contendo anticoagulante e correta homogeneizagao, ndao ha
necessidade de tratamento adicional.

As amostras sao inseridas no equipamento que, através da funcdo automatica de
agitacao da amostra antes da medicéo, evita a flutuagdo nos resultados da medigéo causada
pela sedimentacao das células sanguineas.

C.3.5. Valores de referéncia

Os valores normais da HbA1c variam entre 4.5% e 5.7%. (entre 33 mmol/mol e 42
mmol/mol de hemoglobina) (12)

C.3.6. Interferéncia nos resultados

Na figura 6, estdo representados exemplos de fatores que interferem nos resultados
obtidos de HbA1c.

1. Eritropoiese
HbAlc aumentada: deficiéncia de ferro ou de vitamina B12, diminui¢do da eritropoiese.
HbA1lc diminuida: administracdo de eritropoietina, ferro ou vitamina B12, reticulocitose,
doenga hepdtica cronica.
2. Alterag¢ao da Hemoglobina
Alteragdes genéticas ou quimicas na hemoglobina: hemoglobinopatias, HbF,
metahemoglobina, podem aumentar ou diminuir a HbA1lc.
3. Glicagao
HbAlc aumentada: alcoolismo, insuficiéncia renal crénica, diminui¢do do pH intraeritrocitario.
HbAlc diminuida: aspirina, vitamina C e E, algumas hemoglobinopatias, aumento do pH
intraeritrocitario.
HbAlc variavel: determinantes genéticas.
4. Destruicdo dos eritrocitos
HbAlc aumentada: aumento do tempo de vida dos eritrocitos: esplenectomia.
HbA1lc diminuida: diminui¢do do tempo de vida dos eritrocitos: hemoglobinopatias,
esplenomegalia, artrite reumatoide, farmacos tais como, antirretrovirais, ribavirina e dapsona.
5. Doseamento
HbAlc aumentada: hiperbilirrubinemia, hemoglobina carbamilada, alcoolismo, doses elevadas
de aspirina, consumo crénico de opiacios.
HbAlc diminuida: hipertrigliceridemia.
HbA1lc varidavel: hemoglobinopatias.

Figura 6 - Exemplos de fatores que influenciam a determinagéo da HbA1c (10)
C.3.7. Interpretacao dos resultados

Segundo a Diregcao Geral de Saude (10), valores de HbA1c iguais ou superiores a
6,5% (= 48 mmol/mol de hemoglobina) correspondem a um dos critérios para diagnostico de
Diabetes Mellitus.
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C.4. Fatores de Coagulacao
C.4.1. Equipamento Stago Compact Max

No laboratério, as analises relativas a coagulacdo sdo realizadas no equipamento
Stago Compact Max.

Figura 7 - Equipamento STA Compact Max — Foto da autora

Este equipamento € um dispositivo médico de diagnéstico in vitro que permite
controlar patologias ligadas & hemostasia. E utilizado para 3 medicdes distintas: tempo de
protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) e fibrinogénio.

C.4.2. Método de Determinacao

Estas técnicas baseiam-se no principio de medi¢ao por cronometria, que consiste em
medir variacdes da amplitude de oscilagdo da esfera (depende da viscosidade do meio) na
cuvete gracas a sensores eletromagnéticos. A intensidade do campo magnético de
monitorizacao varia consoante o tipo de andlise e o tipo de coagulo esperado. O sistema de
detegéo da variagéo da amplitude do movimento da esfera é constituido por duas bobinas de
medigao: a emissora, que emite um campo eletromagnético e a recetora. Essas variagées do
campo magnético, através de um algoritmo de calculo, deduzem a amplitude de oscilagao e
assim é possivel determinar com precisao os tempos de coagulagao. (13)

C.4.3. Tempo de Protrombina (TP)

A determinacao do tempo de protrombina € indicada para monitorizar a terapia com
anticoagulante oral de antagonistas da vitamina K utilizando a Relacdo Internacional
Normalizada (INR). Para além disso, avalia a fungdo hepatica e a atividade dos fatores
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envolvidos na via extrinseca (fatores V, VII, X, Il, l) e na via comum, isto &, na formacao de
fibrina. (9,13)

O principio do TP consiste em comparar, em presenca de tromboplastina calcica, o
tempo de coagulacdo do plasma a estudar com a de um controlo normal utilizado como
referéncia. (13,14)

Calculo de resultados e intervalo de referéncia

O valor do INR é calculado pelo equipamento através da férmula INR = (TP do
doente/TP normal)*ISI, em que o valor do ISI (indice de sensibilidade internacional), peculiar
ao lote de reagente, é introduzido no equipamento através da leitura do cddigo de barras
presente na caixa do reagente. O INR ¢é utilizado para corrigir as variagdes devidas as
diferentes tromboplastinas utilizadas pelos laboratérios de analises clinicas. (13)

De acordo com a informagéo do fornecedor do reagente, o TP médio definido é 13,5
* 1,8 segundos. (14)

Interpretacg&o clinica laboratorial

As causas mais comuns de TP prolongado sao as seguintes: deficiéncia dos fatores
de coagulagao que o teste avalia, terapéutica com anticoagulantes orais (antagonistas da
vitamina K), insuficiéncia hepatica (cirrose, hepatite), dieta inadequada de vitamina K,
coagulacao intravascular disseminada (CID). A presenca de inibidores da trombina e do fator
Xa na amostra, podem provocar um prolongamento do TP. (9)

Interferéncias

Existem algumas interferéncias que podem afetar o resultado do TP, como é o caso
de alguns farmacos de administragdo comum ou alimentos que apresentam vitamina K.
Microcoagulos originam uma reducao importante dos tempos medidos enquanto uma
coagulagdo mais extensa prolonga estes mesmos tempos (consumo dos fatores e
fibrinogénio). (14)

C.4.4. Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa)

A determinagao do tempo de tromboplastina parcial ativada tem como objetivo avaliar
a via intrinseca e a via comum da coagulacao através da presenca de cefalina (substituto
plaquetério) e de caulino (ativacao standardizada do fator Xll). (15)

Assim, permite estudar globalmente a atividade dos fatores de coagulagao XllI, XI, 1X,
VI, X, V, Il e |. Esta determinagcao também é (til na monitorizagao da terapia de heparina
com heparina nao fracionada (HNF). (9)
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Intervalos de referéncia

Os valores de referéncia situam-se entre 27.2 e 32 segundos. (15)

Interpretacdo clinica laboratorial

Observa-se um prolongamento do TTPa nos casos seguintes: defeito nos fatores que
o teste estuda, presenca de inibidores especificos dos fatores de coagulagao (anticoagulante
lupico ou terapéutica anticoagulante como heparina ou varfarina). Para além disso, uma
venipungao traumatica também prolonga o valor. Contrariamente, verifica-se uma diminuicao
do TTPa quando ha um excesso de trombina, levando a um maior risco de trombose venosa.
(9)

Interferéncias

Existem algumas interferéncias nomeadamente o hematocrito muito aumentado (por
ex: policitémia) ou reduzido (por ex: anemias) que altera a concentragdo de citrato ou
contaminagdo da amostra com EDTA. Amostras lipémicas, ictéricas ou com coagulos
também podem provocar interferéncias. Para além disso, os resultados do TTPa podem ser
alterados por diversos farmacos de administragdo comum. Devem efetuar-se analises
sucessivas a fim de determinar a causa dos resultados anormais nao esperados. Em casos
de TTPa prolongado, faz-se uma mistura 50:50 do plasma do paciente com um plasma normal
para distinguir uma deficiéncia de fatores ou a presenca de inibidor. A correcdo indica a
deficiéncia de fator(es) e a falta de corregao sugere a presencga de inibidor. (9)

C.4.5. Fibrinogénio

O fibrinogénio € uma glicoproteina, cuja concentragdo plasmatica, em relagdo aos
outros fatores de coagulagao, é elevada. E sintetizado a nivel hepatico e é transformado em
fibrina pela trombina. Esta técnica baseia-se na presenca de um excesso de trombina, o
tempo de coagulacdo de um plasma, diluido em propor¢cdes adequadas, depende
diretamente do nivel de fibrinogénio plasmatico (método de Clauss). (12)

Intervalos de referéncia

O intervalo de referéncia para o fibrinogénio é entre 200 e 400 mg/dL. (16)

Interpretacgé&o clinica laboratorial

Observa-se um aumento dos niveis de fibrinogénio nos casos de diabetes, de
sindrome inflamatério, de obesidade (16), durante reacbes de fase aguda e durante a
gravidez, por exemplo. De salientar que uma elevagéo do fibrinogénio esta associada a um
aumento de risco de enfarte de miocardio. Por outro lado, ha uma diminuicao dos niveis de
fibrinogénio na doenca hepatica, uma vez que consequentemente existe uma diminui¢cdo da

sintese. (12)
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Interferéncias

Quando o ensaio do fibrinogénio se destina a ser realizado em amostras colhidas de
doentes a receber terapéutica trombolitica e sem a adicdo de uma mistura de anticoagulante
contendo um inibidor de plasmina no tubo de colheita, os resultados do fibrinogénio podem
ser subestimados. (16)

C.4.6. Controlo interno da qualidade (CQl)

Controlos
Para verificar a exatiddao e a reprodutibilidade dos resultados, utiliza-se o controlo
STA- ROUTINE QC, com 2 niveis de controlo: o normal e o patoldgico.

Processamento dos controlos
Séo processados os 2 niveis de controlo, no inicio do trabalho diario. Ou seja, todas
as manhas, antes de serem inseridas as amostras no equipamento, ambos os controlos sao

passados e verifica-se 0s respetivos resultados.

C.4.7. Processamento da amostra

Apds a colheita de plasma de citrato trissodico (1:9), a amostra deve ser centrifugada
€ manuseada com precaugao para preservar a atividade dos diversos fatores de coagulagao.
Assim, um dos cuidados com este tipo de analises é verificar a qualidade da centrifugacao,
assim como da temperatura de conservacao da amostra. Para além disso, deve ser sempre
verificado se existe plasma em quantidade suficiente, a auséncia de espuma, coagulo ou

microcoagulo que possa perturbar os resultados. (13)

Deve-se repetir as amostras que se apresentem com resultados incongruentes em
relacao a testes de vindas anteriores ou a situagao clinica do utente. Para além disso, repete-
se sempre que o técnico responsavel considerar adequado a repeticao do teste com o intuito
de garantir a qualidade do resultado.

C.5. Grupos Sanguineos e Coombs
C.5.1. Equipamento WaDiana Compact

Relativamente as analises referentes aos grupos sanguineos, coombs direto e indireto

estas sdo executadas no equipamento WaDiana Compact.
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Figura 8 - Equipamento WaDiana Compact — Foto da autora
C.5.2. Grupos Sanguineos

Os eritrocitos reagentes Serigrup Diana A1/B em conjunto com o cartdao DG Gel
ABO/Rh destinam-se a determinac¢ao do grupo ABO reverso e Rh (D) em técnica de gel. O
sistema ABO ¢é definido pela presencga ou auséncia dos antigénios A e/ou B nos eritrécitos e
pela correspondente presenga ou auséncia de anticorpos no soro.

Meétodos de determinacéao

A determinagédo do grupo ABO reverso baseia-se na presenca ou auséncia de
isoaglutininas anti-A e/ou anti-B no soro do paciente, utilizando eritrécitos de um grupo
sanguineo conhecido: A1, A2, B e O. As isoaglutininas anti-A e anti-B sdo anticorpos naturais
produzidos por pessoas com falta de antigénios A e B. As isoaglutininas anti-A e anti-B
presentes no soro humano ligam-se aos eritrdcitos que possuem os antigénios

correspondentes, resultando na aglutinagao direta. (17)

O principio deste método baseia-se na técnica em gel descrita por Lapierre para a
detecao das reagdes de aglutinagao de eritrocitos. Os cartdes DG Gel sdo compostos por
oito microtubos. O microtubo do cartao é pré-enchido com solugéao gel tamponada composta
por anticorpos monoclonais especificos (anti-A, anti-B, anti-AB, anti-D e anti CDE). A
aglutinagdo ocorre quando os antigénios eritrocitarios reagem com o0s anticorpos
correspondentes, presentes na solugdo de gel ou na amostra de soro ou plasma. A coluna
funciona como um filtro que retém os eritrécitos aglutinados a medida que a atravessam
durante a centrifugacdo do cartdo. Esta coluna separa os eritrocitos aglutinados dos néao
aglutinados com base no tamanho. Os eritrcitos aglutinados séo capturados no topo ou ao
longo da coluna, ao contrario dos eritrocitos nao aglutinados que se concentram no fundo da

coluna, formando um sedimento celular. (18)
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Controlo de Qualidade Interno (CQI)
Controlos
O controlo utilizado é o Extended IV Control, que apresenta 4 niveis:

¢ QCX1- Grupo A2B Positivo;

¢ QCX2- Grupo A Positivo;

* QCX3- Grupo B Positivo;

¢ QCX4- Grupo O Negativo.
Processamento dos controlos
Sempre que sao feitas amostras, passa-se 1 nivel de controlo.
Quando a mudanga de lote sdo processados o0s 4 controlos.

Apresentacéao de resultados

Tabela 10 - Apresentacdo dos resultados dos grupos sanguineos (18)

Grupo ABO Rh
O D Positivo
A D negativo
B
AB

Interferéncias nos resultados

De seguida, serdo mencionadas algumas das possiveis interferéncias (18):

* Amostras grosseiramente hemolisadas, turvas ou com codgulos podem produzir
resultados falsos positivos ou falsos negativos;

* A expressao de antigénios pode ser enfraquecida nos eritrocitos de pessoas com
leucemia ou outras doengas malignas;

» Podem ser observados discrepancias entre os grupos direto e inverso em doentes com
niveis baixos ou inexistentes de isoaglutininas: recém-nascidos de 4-6 meses, idosos,
pacientes com imunodeficiéncias ou anticorpos extremamente diluidos devido a
procedimentos de transfusao de plasma;

» Presenca de rouleaux provocada por um excesso de proteinas no soro, presenga de

proteinas anormais e farmacos podem causar falsas reagdes positivas.
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C.5.3. Coombs - Anti-globulina Direta e Indireta (19)

O objetivo do teste Coombs:

» Direto — Detetar eritrocitos sensibilizados in vivo por imunoglobilinas e/ou fragdes
complementares. Um teste negativo nao significa a auséncia de doenga hemolitica
do recém-nascido, especialmente em casos em que ha incompatibilidade ABO;

« Indireto - Detetar anticorpos de eritrocitos presentes no soro ou plasma do doente
por sensibilizagao in vitro dos eritrocitos. Numa detegcéo positiva, o autocontrolo
indicara se o resultado positivo foi provocado pela presenca de um autoanticorpo, de
um aloanticorpo ou de ambos. Este teste também pode ser utilizado como uma
titulacao de anticorpos contra antigénios de eritrécitos. Neste caso, a amostra de soro
ou plasma deve ser diluida no tampao adequado.

Métodos de determinagéo

O principio deste teste é baseado na técnica de gel descrita por Lapierre, para detecao
de aglutinacéo de eritrécitos. O microtubo do card foi pré-enchido com uma solugéo de gel
tamponada composta por uma mistura de antiglobulina humana (anti-lgG) com anticorpos
monoclonais anti-C3d. A aglutinagao ocorre quando os eritrocitos sensibilizados in vivo ou in
vitro por anticorpos IgG reagem com anticorpos antiglobulina humana presente na solugao
gel. A coluna de gel funciona como filtro que retém os eritrocitos aglutinados a medida estes
a atravessam durante a centrifugacao do card. A separacao dos eritrocitos aglutinados dos
eritrocitos ndo aglutinados é realizada com base no tamanho: os aglutinados sao capturados
no topo ou ao longo da coluna, enquanto os ndo aglutinados concentram-se no fundo da

coluna, formando um sedimento celular.

Controlo de Qualidade Interno (CQI)
Inclui-se os controlos positivos e negativos nos testes em cada dia de utilizagéo.

Apresentacdo dos resultados

O resultado é:

» Positivo - quando é visivel aglutinagdo e/ou hemolise dos eritrécitos no
microtubo, o que indica a presenga de anticorpos IgG na amostra de soro ou
plasma ou revestidos nos eritrocitos;
* Negativo - quando nao é visivel qualquer aglutinacdo ou hemdlise dos
eritrocitos no microtubo.

Devem ser repetidas as amostras com resultados discordantes entre a prova direta e

reversa ou em casos em que os resultados sejam discordantes com histérico do doente.
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Interferéncias nos resultados

Algumas das possiveis interferéncias séo:

* Amostras grosseiramente hemolisadas, turvas ou com coagulos pois podem produzir
resultados falsos positivos ou negativos;

* A atividade dos anticorpos pois podem diminuir nas pessoas de idade, criangas ou
pessoas com doenga;

» Apresenca de rouleaux, provocada por um excesso de proteinas no soro, assim como

a presenca de proteinas anormais e farmacos podem causar falsas reag¢des positivas.
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D. Imunologia
D.1. Autoimunidade

As doencas autoimunes sao caracterizadas por padrées de autoanticorpos
encontrados nos soros dos pacientes. Uma das tecnologias simples de diagnéstico para
estas doencas sdo os imunoensaios em linha (LIA) que sdo compostos por antigénios em
linhas, especificos da doenga, sobre uma membrana de nitrocelulose. Os autoanticorpos
ligados tornam-se visiveis através de anticorpos secundarios conjugados com HRP
(peroxidase de rabano) e um substrato especifico para LIA. Os resultados séo facilmente
detetados por comparagdo com a linha cut-off que simplifica a determinacdo de amostras
positivas: acima da intensidade da cor da banda de cut-off a amostra é positiva e abaixo
negativa. Existe também relagdo entre o grau de intensidade e a positividade da amostra.
Assim, este ensaio permite a detecao muito precoce da presencga de autoanticorpos. (20)

De seguida serdo referidos os imunoensaios mais solicitados, relativamente a
pesquisa de autoanticorpos que se inserem nos ramos da Reumatologia e da
Gastroenterologia.

D.1.1. Reumatologia

O imunoensaio com maior abrangéncia € o ANA-LIA XL que é composto por 18
antigénios: dsDNA, nucleossoma, histona, SmD1, PCNA, P0, SS-A/Ro 60, SS-A/Ro 52, SS-
B/La, CENP-B, Scl70, U1-snRNP, AMA M2, Jo-1, PMScl100, Mi-2, Ku 70/80 e DFS70
(marcador de exclusao para doengas reumaticas sistémicas). Este imunoensaio permite a
determinagdo qualitativa de anticorpos IgG antinucleares para melhorar a preciséo no
diagnéstico de doengas reumaticas: LES, Sindrome de Sjogren, Sindrome CREST,
Esclerodermia, Doenca Mista do Tecido Conjuntivo (MCTD), em que h& uma caracteristica
sobreposta de pelo menos duas doencgas do tecido conjuntivo, Colangite Biliar Primaria
(PBC), Esclerose sistémica (Ssc) e Miosite. (21)
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Figura 9 - Imunoensaio ANA-LIA-XL com representagdo dos
antigénios e respetivas doengas associadas (21)

D.1.2. Gastroenterologia

Existem varias doencas autoimunes gastrointestinais que podem ser diagnosticadas
através da identificacdo da presenca de autoanticorpos que tém como alvo os proprios
tecidos do corpo, levando a inflamacdo e sintomas diversos que afetam gravemente a
qualidade de vida do paciente e, potencialmente, tornando-se fatal se nao for diagnosticado.
O imunoensaio Gastro-LIA é utilizado para a detegao de autoanticorpos IgA e IgG deste tipo
de doencas. Apresenta cinco antigénios diferentes: d-Gliadina, transglutaminase tecidual
(tTg), ASCA, PCA e fator intrinseco para identificar autoanticorpos em pacientes que sofrem
de doencas autoimunes gastrointestinais, como a doenca celiaca, doenca de Crohn e anemia
perniciosa. (22)
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Figura 10 - Imunoensaio Gastro-LIA
com representagao dos antigénios e
respetivas doencas associadas (22)

D.2. Autoimunidade por Imunoflurescéncia Indireta (IFI)

Um outro diagnéstico e estudo das doencas autoimunes é feito através de técnicas
laboratoriais avancadas para detecao de anticorpos antinucleares (ANA) como é o caso da
técnica de imunoflurescéncia indireta (IFl). Esta técnica utiliza como substrato a combinacao
de células HEp-2 (Human Epithelial type 2) e secgbes congeladas de figado de primata. Este
dispositivo de teste foi concebido para a determinagéo in vitro qualitativa ou semi-quantitativa
de anticorpos humanos em amostras de doentes para apoiar o diagnéstico de varias doencas
autoimunes, como LES, MCTD, artrite reumatdide, esclerose sistémica progressiva,
Sindrome de Sjégren, entre outras. (23)

Os campos de teste sédo incubados com a amostra diluida do doente. Se a reacao for
positiva, os anticorpos especificos ligam-se aos antigénios. Num segundo passo, 0s
anticorpos ligados sdo corados com anticorpos anti-humanos marcados com fluoresceina e
visualizados utilizando um microscépio de fluorescéncia. As células apresentam uma
fluorescéncia distinta que é caracterizada por determinados padrées que estdo associados a
diferentes doengas autoimunes. No caso de amostras negativas, nao existe fluorescéncia
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especifica. Se o teste de imunofluorescéncia for positivo, & possivel realizar varios ensaios
mono especificos subsequentes (ex: ensaios enzimaticos) para determinar para que
antigénios especificos os anticorpos sao direcionados. (23)

D.3. Imunoensaios

D.3.1.  Equipamento Architect i2000SR

O equipamento utilizado no LFG para determinagdo quantitativa e qualitativa de
antigénios e anticorpos relativos a determinadas patologias é o Architect i2000SR.

Figura 11 - Equipamento Architect i2000 SR — Foto da autora

Métodos de Determinagéo

De acordo com as informacdes do fornecedor para os parametros analisados, este
equipamento utiliza a tecnologia CMIA (imunoensaio quimioluminescente de microparticulas),
no qual a amostra e as microparticulas paramagnéticas sao combinadas. Ap6s uma primeira
lavagem o conjugado € adicionado para criar uma mistura de reagdo e com outro ciclo de
lavagem, a solugéo pré-ativadora (contém peroxido de hidrogénio) e a solugdo ativadora
(contém hidréxido de sédio) sdo adicionadas. A reagdo quimioluminescente resultante é
medida em unidades relativas de luz (RLU). Existe uma relagcao direta entre a quantidade de
antigénio e anticorpos na amostra e as RLU detetadas pelo sistema 6tico do equipamento.

Parametros analisados

Indicam-se seguidamente alguns dos parametros analisados pelo equipamento.
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Tabela 11 - Marcadores tumorais pesquisados no equipamento Architect i2000SR

Nome CA 15-3 (24) CA 12511 (25)
Determinacao quantitativa do antigénio
Determinacao quantitativa do antigénio definido pelo anticorpo OC125 em soro e
Finalidade de definido pelo anticorpo DF3 em soro e plasma humanos.
plasma humanos. Utilizado como meio auxiliar na
uso " Lo g ~
Utilizado para monitorizagédo de doentes monitorizagédo da evolug¢do da doenga e
com cancro da mama nos estadios Il e lll. respetiva terapéutica de doentes com
cancro invasivo do epitélio do ovario.
Revestimento das microparticulas: Revestimento das microparticulas:
Constituicdo anticorpo 115D8 anticorpos OC125

dos reagentes

Conjugado: anticorpos DF3 marcado com
acridina

Conjugado: anticorpos M11 marcado com
acridina

Amostras com um valor superior a 800

Amostras com um valor superior a 1000

Diluigdo U/ml séo diluidas com o protocolo de U/ml séo diluidas com o protocolo de
diluicdo automatica ou manual (1:5). diluicdo automatica ou manual (1:10).
O calculo é feito através do método de o calcul_o ei fe'lto. atrave: do [netodo de
regressao logistica de 4 parametros para regressao logistica de X para}metros para

erar uma curva de calibracio gerar uma curva de calibracéo.
9 o gao. . Em mulheres saudaveis, o valor é inferior
Em mulheres saudaveis, o valor € inferior ;
231.3 U/ml ou igual a 35,0 U_/ml.
Resultados ' ; Valores sistematicamente elevados podem

Em doentes ja diagnosticados, um
aumento e diminuicdo dos valores de
ensaio estdo correlacionados com a
progressao e a regressao da doenca,
respetivamente.

estar associados com doenga maligna e
resposta inadequada ao tratamento,
enquanto que valores reduzidos podem
indicar uma resposta favoravel ao
tratamento.

» Serologia Hepatite A
Nome: HAVAc-IgM e IgG (26,27)
Finalidade de uso: Detecao qualitativa de anticorpos IgM e IgG contra o virus da hepatite A

(HAV) em soro e plasma humanos. Este teste é utilizado como meio auxiliar no diagnéstico

de infecao viral pelo virus da hepatite A. Os anticorpos IgM normalmente atingem o pico no

primeiro més da doenca e pode persistir até 6 meses. A presenga de anticorpos IgG,

associado a IgM nao reativo, indica infecdo passada pelo virus da hepatite A ou vacinagao

contra o HAV.
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Constituicao dos reagentes:
Tabela 12 - Constituigdo dos reagentes para detegcao de anticorpos IgM e IgG do HAV

IgM (26) 19G (27)

Revestimento das
microparticulas

Virus da hepatite A

Coniugado Anticorpos anti-IgM humana Anticorpos anti-lgG humana
onugado marcado com acridina marcado com acridina

Diluicao: Para estes ensaios, ndo podem ser analisadas amostras diluidas.
Resultados: a presenca ou auséncia de anticorpos IgM e IgG na amostra é determinada
comparando o valor de quimioluminescéncia na reagao com o valor do cut-off determinado a
partir de uma curva de calibracédo ativa. Se o valor for superior ou igual ao valor de cut-off, a
amostra é considerada reativa.
Para anticorpos IgM (26):
* Um valor de amostra = 1,20 é considerado reativo;
» As amostras com um valor entre 0,80 e 1,20 sdo consideradas em zona cinzenta;
» Amostra com valor < 0,80 é considerada nao reativa.
Recomenda-se que os doentes que apresentem resultados reativos na zona cinzenta
sejam cuidadosamente monitorizados com intervalos de aproximadamente uma semana.
Esta monitorizagao servira para distinguir niveis crescentes associdaos a infecao aguda,
de niveis decrescentes ou estaveis de anticorpos IgM anti-HAV, frequentemente
associados a recuperacao.
Para anticorpos IgG (27):
» Valores iguais ou superiores a 1,00, sdo consideradas reativas para anticorpos IgG
anti-HAV;

* Amostras com valores inferiores a 1,00, sdo consideradas como nao reativas.

» Serologia Hepatite B

Nome: HBsAg Qualitative Il (28)

Finalidade de uso: Detecao qualitativa do antigénio de superficie da hepatite B (HBsAg) em
soro e plasma humanos, incluindo em amostras colhidas apés a morte. Este antigénio é
responsavel pela ligacdo do virus as células hepaticas e é a estrutura alvo dos anticorpos
neutralizadores. Para além disso, é o primeiro marcador seroldgico (1 a 10 semanas apos a
exposicao e 2 a 8 semanas antes do aparecimento dos primeiros sintomas), persiste durante
a fase aguda e desaparece mais tarde durante o periodo de convalescenca.
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Este teste é utilizado como meio auxiliar no diagndstico de infe¢cao pelo HBV, como teste de

rastreio para evitar a transmissdo de HBV a recetores de sangue, componentes de sangue,

células, tecidos e 6rgaos.

Constituicao dos reagentes:

Revestimento das microparticulas: anticorpo anti-HBs

Conjugado: anticorpos anti-HBs marcado com acridina

Diluicao: Para este ensaio, ndo podem ser analisadas amostras diluidas.

Resultados: a presenca ou auséncia de antigénio na amostra é determinada comparando o

valor de quimioluminescéncia na reagdo com o valor do cut-off determinado a partir de uma

curva de calibragdo ativa.

Valores = 1,00, a amostra é reativa pelo que ha a necessidade de repetir o teste em
duplicado: se ambos forem nao reativos, entdo a amostra é considerada nao reativa;
se um ou ambos os resultados forem reativos, a amostra é considerada repetidamente
reativa e tem que ser confirmada através de um ensaio de neutralizagao.

Amostras com valores < 1,00, sdo consideradas como nao reativas pelo que nao é
necessario repetir o teste.

Para além da detecdo do antigénio de superficie da hepatite B, através deste mesmo

equipamento, é possivel a detegao:

Quantitativa de anticorpos contra o antigénio de superficie (anti-HBs) - utilizado
para monitorizar o0 sucesso da vacinagao contra a hepatite B, assim como, monitorizar
a convalescenca e a recuperacgao de individuos infetados. A presenca deste anticorpo
e a perda do HBsAg podem ser indicadores Uteis da resolugao da doenga. A detecao
de anti-HBs num individuo assintomatico pode indicar uma exposi¢cdao anterior ao
HBV. Com base na recomendacao da OMS, uma concentracao anti-HBs = 10 mUl/ml
€ considerada como sendo protetora contra a infegao pelo virus da hepatite B. (29)
Qualitativa de anticorpos contra o antigénio core (anti-HBc) — indicador de infecao
presente ou passada pelo virus da hepatite B. Sdo detetados no soro logo apés o
aparecimento do HBsAg em infe¢cdes agudas e persistem apdés o0 seu
desaparecimento mas antes do aparecimento de anti-HBs. Os resultados com valores
= 1,00, a amostra é reativa e ha a necessidade de repetir o teste em duplicado. Por
outro lado, amostras com valores < 1,00 sdo nao reativas. (30)

Qualitativa do antigénio e (HBeAg) — utilizado para monitorizar o progresso da
infecdo pelo virus. E detetavel na fase inicial da infecdo apés o aparecimento do
HBsAg. A presenga de HBeAg esta correlacionada com o grande ndmero de virus
infeciosos. Resultados: valores < 1,00 — amostra ndo reativa; valores = 1,00, a
amostra é reativa é ha a necessidade de repetir o teste em duplicado. (31)
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« Qualitativa de anticorpos contra o antigénio e (anti-HBe) — a seroconversao de
HBeAg em anti-HBe durante a infecdo aguda é normalmente indicativa da resolugao
da infegdo e de um nivel reduzido de infeciosidade. Esta seroconversao também é
utilizada como um indicador de resposta virolégica no tratamento de doentes com
hepetite B crénica. Assim, resultados com valores < 1,00, a amostra é reativa e ha a
necessidade de repetir o teste em duplicado. Amostras com valores >1,00 sdo néao
reativas. (32)

» Serologia Hepatite C
Nome: Anti-HCV (33)
Finalidade de uso: Detecao qualitativa de anticorpos contra o virus da hepatite C (anti-HCV)
em soro e plasma humanos, incluindo amostras colhidas ap6s a morte.
Utilizado como meio auxiliar no diagnéstico de infe¢cao pelo HCV, como teste de rastreio para
evitar a transmisséao de HCV a recetores de sangue, componentes de sangue, células, tecidos
e Orgaos. A presenca de anticorpos anti-HCV indica que um individuo pode ter sido infetado
pelo HCV, ser portador de HCV infecioso e/ou pode transmitir infecao pelo HCV.
Constituicao dos reagentes:
Revestimento das microparticulas: antigénio do HCV

Conjugado: anticorpos anti-lgG/anti-lgM marcado com acridina
Diluicao: Para este ensaio, ndo podem ser analisadas amostras diluidas.
Resultados: A presenga ou auséncia de anticorpos anti-HCV na amostra é determinada
comparando o valor de quimioluminescéncia na reagdo com o valor do cut-off determinado a
partir de uma curva de calibracdo ativa.
» Valores = a 1,00, a amostra é reativa pelo que ha a necessidade de repetir o teste em
duplicado: se ambos forem nao reativos, entdo a amostra € considerada nao reativa
para anticorpos-anti-HCV; se um ou ambos os resultados forem reativos, a amostra é
considerada repetidamente reativa e deve ser submetida a testes suplementares;
 Amostras com valores < 1,00 sdo consideradas nao reativas pelo que nado é

necessario repetir o teste.

» Serologia HIV
Nome: HIV Ag/Ac Combo (34)
Finalidade de uso: Detecdo qualitativa simultanea do antigénio p24 e de anticorpos contra
o virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 e/ou tipo 2 (HIV-1/HIV-2) em soro ou plasma
humanos, incluindo amostras colhidas ap6s a morte. Os anticorpos sao quase sempre

detetados em doentes com SIDA e em individuos assintomaticos infetados com o HIV. O
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antigénio p24 pode ser detetado pouco tempo depois da infegao pelo HIV mas antes da
seroconversao.

Este teste € utilizado como meio auxiliar no diganédstico da infe¢cdo, como teste de rastreio
para evitar a transmissao viral a recetores de dadivas de sangue, componentes de sangue,
células, tecidos e érgaos.

Constituicao dos reagentes:

Revestimento das microparticulas: antigénio HIV-1/HIV-2 e de anticorpo monoclonal contra o

antigénio p24 do HIV

Conjugados: antigénios recombinantes do HIV-1/HIV-2, de péptidos sintéticos e de anticorpos
anti p24 do HIV marcados com acridina

Diluicao: Para este ensaio, ndo podem ser analisadas amostras diluidas.

Resultados: A presenga ou auséncia de antigénio p24 do HIV ou de anticorpos anti-HIV-
1/HIV-2 na amostra é determinada pela comparacdo com a intensidade do sinal
quioluminescente na reacdo relativamente ao sinal de cut-off, calculado a partir de uma
calibracdo. Importa salientar que um resultado obtido deste ensaio ndo faz a distingao entre
a reatividade ao antigénio p24, a anticorpos anti-HIV-1 ou anti-HIV-2.

* As amostras com valores = 1,00 sdo consideradas reativas e devem ser novamente
analisadas em duplicado. A repetida reatividade € um forte indicio da presenca de
anticorpos ou antigénio do HIV. No entanto, estas amostras devem ser submetidas a
um ensaio suplementar;

* Amostras com valores < 1,00 sdo consideradas nao reativas.

» Serologia Rubéola
Nome: Rubella IgM e IgG (35,36)
Finalidade de uso: Detecao qualitativa de anticorpos IgM e IgG contra o virus da rubéola em
soro e plasma humanos. Os anticorpos IgM foram detetados 4 a 15 dias apds o aparecimento
do exantema e comegam a diminuir ap6s 36 a 70 dias. Este tipo de anticorpos também podem
ser observados apds reinfegdo mas em niveis baixos.
Este teste é utilizado para diagnostico em gravidas e em outros individuos.
Constituicao dos reagentes:

Tabela 13 - Constituicdo dos reagentes para detecdo de anticorpos IgM e IgG do virus da rubéola

IgM (35) I9G (36)

Revestimento das
microparticulas

Virus da Rubéola

Anticorpos anti-IgM humana Anticorpos anti-lgG humana

Conjugado . L
marcado com acridina marcada com acridina
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Diluicao: Para ensaio IgM, ndo podem ser analisadas amostras diluidas. Relativamente a
rubéola 1gG, amostras com concentra¢cdes > 500,0 Ul/mL de anticorpos IgG podem ser
diluidas de forma automatizada ou manual (1:10).

Resultados: A presenca ou auséncia de anticorpos IgM e IgG na amostra é determinada
pela comparagéo o valor de quimioluminescéncia na reagao com o valor do cut-off, calculado
a partir de uma calibragéo.

Para anticorpos IgM (35):

* Um valor de amostra = 1,60 indice é considerado reativa;

* Amostras com um valor entre 1,20 e 1,60 s&o consideradas em zona cinzenta;

» Valores < 1,20 é considerada ndo reativa.

A reatividade para anticorpos IgM contra o virus da rubéola pode indicar infegdo atual,
reativacao ou vacinagao recente. Recomenda-se a confirmagéo dos resultados das amostras
com valores indice = 1,20 e < 1,60 através da realizacao de testes Rubéola I1gG. Deve ser
considerada a colheita de uma segunda amostra, se possivel, dentro de um periodo de tempo
apropriado (por exemplo, 2 semanas) para confirmar os niveis de IgM e IgG.

Para anticorpos IgG (36):

» Um valor de amostra = 10 Ul/mL é considerado reativa. A presenca de pelo menos 10
Ul/mL de amostra é indicativa de exposicao passada ao virus da rubéola. Niveis de
anticorpos abaixo de 10 Ul/mL podem ser insuficientes para fornecer prote¢do contra
doengas clinicas apds exposi¢ao ao virus da rubéola;

* Amostras com um valor entre 5,00 e 9,9 Ul/mL s&o consideradas em zona cinzenta;

« Amostras com valores < 4,9 Ul/mL sao consideradas néo reativas.

» Serologia Toxoplasmose
Nome: Toxo IgM e IgG (37,38)
Finalidade de uso: Detecdo qualitativa de anticorpos IgM e quantitativa de anticorpos IgG
contra Toxoplasma gondii em soro e plasma humanos. A presenca de anticorpos IgG indica
que ocorreu infegdo mas nao distingue se essa infe¢do é recente ou passada. Os anticorpos
IgM sdo detetados em individuos que contrairam a infegdo, mas esses anticorpos podem
persistir durante um periodo maximo de 18 meses apds a infegao.
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Constituicao dos reagentes:

Tabela 14 - Constituigdo dos reagentes para detegao de anticorpos IgM e IgG contra Toxoplasma gondii

IgM (37) IgG (38)

Revestimento das

Antigénio de Toxoplasma gondii

microparticulas Anticorpos anti-IgM humana recombinante
(contém antigénio p30 e p35)

Anticorpos contra o antigénio p30 do
Conjugado Toxoplasma gondii marcado com
acridina

Anticorpos anti-lgG humana
marcada com acridina

Diluicao: Para o ensaio Toxo IgM, ndo podem ser analisadas amostras diluidas. Para o

ensaio Toxo IgG, amostras com uma concentragdo superior a 200,0 Ul/ml sdo diluidas

automaticamente (1:10).

Resultados: A presenca ou auséncia de anticorpos IgM e IgG anti-toxo na amostra é

determinada pela comparagao com o valor de quioluminescéncia na reagdo com o valor

do cut-off, calculado a partir de uma calibracéo.

Para anticorpos IgM (37):

Um indice = 0,60, siginifica que a amostra é reativa;

Um indice entre 0,50 e 0,60, siginifica que a amostra se encontra na zona cinzenta e
recomenda-se a colheita de uma 22 amostra dentro de um periodo de tempo razoavel
para repetir o ensaio;

Um indice < 0,50, siginifica que a amostra é nao reativa.

Para anticorpos IgG (38):

Valores = 3,0 sdo consideradas amostras reativas e indicam infegdo passada ou
aguda;

Valores com concentragdo entre 1,6 e 3,0, encontram-se na zona cinzenta.
Recomenda-se a analise com um ensaio Toxo IgM e/ou a colheita de uma 22 amostra
dentro de um periodo de tempo razoavel para repeticao do ensaio Toxo IgG;

Valores com concentragao (Ul/ml) < 1,6, a amostra € nao reativa. Os doentes com
estes resultados mas com suspeita de fase inicial da doenga devem repetir passado

3 semanas.

Para distinguir entre infecao recente e passada, as amostras positivas para anticorpos IgM

e IgG devem ser analisadas com testes de avidez da IgG. Um indice elevado de avidez &

um forte indicio de que a infecdo ocorreu ha mais de 4 meses. Resultados baixos de testes

de avidez nao podem ser utilizados no diagnéstico de toxoplasmose aguda.
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» Citomegalovirus (CMV)
Nome: CMV IgM e IgG (39,40)
Finalidade de uso: Detecdo qualitativa de anticorpos IgM e IgG contra o citomegalovirus em
soro e plasma humanos.
Uma infecao reincidente com o virus ou a reativacao do virus latente pode originar a presenca
de anticorpos IgM anti-CMV na auséncia de infecao primaria pelo CMV. Embora a presenca
de anticorpos IgG anti-CMV reduza a probabilidade de complicagdes relacionadas com o
CMV, esta ndo garante uma protecéo total contra a doenca.

Constituicao dos reagentes:

Tabela 15 - Constituicdo dos reagentes para detecdo de anticorpos IgM e IgG contra o CMV

IgM (39) 1gG (40)
Revestimento das Lisado viral de CMV e de antigénio . .
microparticulas recombiante do CMV Lisado viral de CMV
Coniugado Anticorpos anti-IgM humana Anticorpos anti-lgG humana
onugado marcados com acridina marcados com acridina

Diluicao: Para o ensaio CMV IgM, ndo podem ser analisadas amostras diluidas. Para o
ensaio CMV IgG, amostras com uma concentra¢do superior a 250,0 UA/m| sdo diluidas
automaticamente (1:10).
Resultados: A presenga ou auséncia de anticorpos IgM e IgG anti-CMV na amostra é
determinada pela comparagéo o valor de quimioluminescéncia na rea¢gdo com o valor do cut-
off, calculado a partir de uma calibracao.
Para anticorpos IgM (39):
» Um indice = 1,00, siginifica que a amostra é reativa para anticorpos IgM anti-CMV e
indicam infegdo aguda;
* Um indice < 0,85, siginifica que a amostra € ndo reativa. Indica auséncia de infegao
aguda.
Para anticorpos IgG (40):
» Valores com concentragédo = 6,0 UA/mL, sao consideradas amostras reativas. Indicam
uma infe¢do passada ou aguda;
» Valores com concentracdo < 6,0 UA/mL, a amostra é nao reativa. Presume-se que 0s
individuos com estes resultados néo estejam infetados com CMV e sejam suscetiveis

a infecao primaria.

Se for necessario excluir a infegao primdria, as amostras reativas para anticorpos IgG anti-
CMV devem ser analisadas com os testes de avidez. Um resultado positivo para anticorpos
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IgM em conjunto com um resultado de avidez baixa é um forte indicador de infe¢cao primaria
por CMV nos ultimos 4 meses.

Ainda na parte da imunologia, existem outros marcadores tumorais que séo feitos no

equipamento Unicel DXI 800, da Beckman Coulter.

D.3.2. Equipamento Unicel DXI 800

Figura 12 - Equipamento Unicel DXI 800 da Beckman Coulter — Foto da autora

O equipamento Unicel DXI 800 da Beckman Coulter é utilizado, ndo s6 para os
marcadores tumorais, como também para andlises a hormonas (como € o caso da hormona
luteinica, hormona estimulante folicular, progesterona, estradiol, tiroxina, entre outros),
vitaminas (B12, D) e alguns anticorpos.

Meétodos de Determinagéo

Este equipamento, utiliza como método de determinagdo imunoensaios
qguimioluminescentes de particulas paramagnéticas para a determinagao quantitativa no soro
humano.

Pardmetros analisados

Os marcadores tumorais mais pedidos e executados neste equipamento sao:

« Antigénio Carcinoembrionario (CEA) (41) - Usado como um auxilio na
monitorizagao de pacientes com cancro, especialmente o cancro colorretal, quanto a
progressao, regressao ou recorréncia do cancro apéds o tratamento. Uma elevagao
persistente do CEA apds terapéutica ou intervencgao cirurgica sinaliza doenca residual
ou recorréncia, enquanto a diminuicdo dos niveis para dentro da faixa normal é
indicativo de intervengdo bem sucedida. O CEA também estd elevado no soro de
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pacientes com doengas ndo malignas e em fumantes inveterados, portanto o CEA
deve nao deve ser utilizado no diagnéstico de cancro ou no rastreamento de pacientes
assintomaticos.

E um ensaio imunoenzimético “sanduiche” que utiliza dois anticorpos monoclonais
anti-CEA de rato que reagem com diferentes epitopos de CEA. A amostra é
adicionada a um recipiente de reagdo, juntamente com o primeiro conjugado anti-CEA
ligado a fosfatase alcalina e o segundo anti-CEA ligado a particulas paramagnéticas.
Apoés incubacao, sdo realizadas a separacao magnética e a lavagem. Em seguida, o
substrato quimioluminescente é adicionado ao recipiente e a luz gerada pela reagao
€ medida com um luminémetro. A produgao de luz é proporcional a concentragao de
CEA na amostra.

Diluicao: valores > 1,000 ng/mL, é necessario uma diluicdo manual na proporgéo de
1:9. ApOs executar o ensaio com a amostra diluida, tem que se multiplicar o valor
obtido pelo fator de diluigéo.

Resultados: Os resultados dos testes dos pacientes sao determinados
automaticamente pelo software do sistema usando um modelo matematico logistico
ponderado de quatro parametros. A quantidade de analito na amostra € determinada
a partir de uma curva de calibragdo multiponto armazenada no sistema. O valor de

referéncia para a maioria dos individuos saudaveis é < 3.0 ng/ml.

» Antigénio Especifico da Prostata (PSA) (42,43) - indicado para a medi¢cdao do PSA
sérico em conjunto com o toque retal como auxilio na detecao de cancro da préstata
em homens a partir dos 50 anos de idade. Importa salientar que a biépsia da préstata
€ necessaria para o diagnostico de cancro. Este ensaio também ¢é indicado para a
medigdo em série do PSA para auxiliar no prognostico e no tratamento de doentes
com cancro da préstata. O PSA livre pode ser usado para determinar o risco relativo
de cancro da préstata em homens individuais.

O principio do teste, quer para PSA livre e total € um ensaio imunoenzimatico de local
duplo (“sanduiche”). A amostra € adicionada a um recipiente de reagao contendo
conjugado anticorpo monoclonal de rato anti-PSA — fosfatase alcalina e particulas
paramagnéticas revestidas com um segundo anticorpo monoclonal de rato anti-PSA.
O PSA contido na amostra liga-se ao anticorpo monoclonal anti-PSA imobilizado na
fase sélida e, simultaneamente, o conjugado anticorpo monoclonal anti-PSA —
fosfatase alcalina reage com um local antigénico diferente no PSA da amostra. Apos
a incubagao num recipiente de reacao, os materiais ligados a fase sélida sao retidos
num campo magnético enquanto os materiais nao ligados sédo removidos por lavagem.

De seguida, o substrato quimioluminescente é adicionado ao recipiente e a luz gerada
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pela reacdo € medida com um luminémetro. A producdo de luz é diretamente
proporcional a concentragcao de PSA na amostra.

Diluicao: A funcionalidade de diluicido no aparelho do sistema Dx| automatiza o
processo de diluigéo, utilizando uma proporgao 4:9, quando uma amostra contém uma
quantidade superior ao limite de detecao (20 ng/mL). O sistema comunica o0s
resultados ajustados para a dilui¢ao.

Resultados: A quantidade de analito na amostra é determinada a partir da produgéao
de luz medida através dos dados de calibragdo armazenados no sistema.
Concentrages elevadas de PSA total ou um nivel reduzido de PSA livre percentual
pode ser observado no soro de doentes com disturbios ndo malignos, assim como no
soro de individuos com cancro da préstata. Além disso, concentragdes baixas de PSA
total ou valores elevados de PSA livre percentual ndo indica necessariamente a
auséncia de cancro. Assim, as concentracoes de PSA total e PSA livre devem ser
doseadas em simultdneo na mesma amostra sérica e utilizadas para calcular a
percentagem de PSA livre da seguinte forma: PSA livre (ng/mL) / PSA total (ng/mL) x
100 = % de PSA livre.

A maioria dos homens saudaveis tém concentragdes de PSA < 4,0 ng/mL. Individuos
com idade entre 50 e 75 anos, com valores de PSA no soro entre 4 e 10 ng/mL e com
resultados do exame do toque retal sem suspeitas de cancro, representam a “zona
cinzenta de diagnéstico”, na qual o PSA total identificou os individuos com alto risco.
Relativamente ao PSA livre, um cut-off acima de 25% indica menor risco de cancro da
prostata.

+ Antigénio carboidrato 19-9 (CA 19-9) (44) - destina-se ao progndstico e

monitorizacao do cancro pancreatico na populagcéo em geral. Pode ser observado em
tumores sintetizados pelas células pancreaticas e dos ductos biliares de individuos
saudaveis, assim como pelos epitélios gastrico, colénico, endometrial e salivar.
O teste de doseamento do CA 19-9 é um ensaio imunoenzimdtico de local duplo
(“sanduiche”). Uma amostra é adicionada a um recipiente de reagao juntamente com
as particulas paramagnéticas revestidas com um anticorpo policlonal de cabra
antibiotina e o conjugado anticorpo monoclonal de rato — biotina. Apds a incubagéo
num recipiente de reac¢ao, os materiais ligados a fase sélida sao retidos num campo
magnético enquanto os materiais nao ligados sdo removidos por lavagem. De
seguida, o substrato quimioluminescente é adicionado ao recipiente e a luz gerada
pela reagdo é medida com um luminémetro. A produgdo de luz é directamente
proporcional a concentragao de antigénio CA 19-9 na amostra.
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Diluicao: Neste ensaio, € necessario uma diluicdo quando existem valores superiores
ao limite de detecao 2000 U/mL (1:9).

Resultados: A quantidade de analito presente na amostra é determinada a partir
duma curva de calibragdo multiponto armazenada no sistema.

Em geral, apenas uma pequena quantidade do antigénio CA 19-9 esta presente no
sangue de individuos saudaveis ou individuos com disturbios benignos (< 35 U/mL).

Para além destes marcadores tumorais, neste equipamento sdo doseados:

* Anticorpos Anti-Tiroglobulina (ATG) e Anti-tiroperoxidase (ATPO) (45,46):
Ambos os testes sdo ensaios imunoenzimaticos quimioluminescentes sequenciais de
duas etapas (“sanduiche”). A amostra € adicionada a um recipiente de reacao
contendo particulas paramagnéticas revestidas com tiroglobulina e tireoperoxidase,
respetivamente, fazendo com que os anticorpos se liguem. Apds a incubagdo num
recipiente de reacdo, os materiais ligados a fase solida séo retidos num campo
magnético enquanto que os materiais ndo ligados sao removidos por lavagem.
Adiciona-se depois 0 conjugado que se liga aos anticorpos a dosear e é feito uma
segunda incubagao. De seguida, o substrato quimioluminescente é adicionado e a luz
gerada pela reagéo € medida com um luminémetro. A produgéao de luz é diretamente
proporcional a concentragao de anticorpos anti-tiroglubulina e anti-tireoperoxidase na
amostra.

Diluicao: Para os anticorpos anti-tiroglobulina, ndo é necessario efetuar uma diluigao.
No entanto, para os anticorpos anti-tireoperoxidase, valores acima de 1000 IU/mL é
necessaria uma diluicdo, sendo que esta é feita automaticamente pelo equipamento.
Resultados: A quantidade de anticorpos presentes na amostra é determinada a partir
de uma curva de calibracdo multiponto armazenada no sistema. O intervalo de
referéncia, para individuos sem patologia tiroideia sdo abaixo dos 4.0 |IU/mL de
anticorpos anti-tiroglobulina e abaixo de 9.0 IlU/mL de anticorpos antitireoperoxidase.
O doseamento destes anticorpos tém como utilidade clinica o diagnéstico de doengas
autoimunes na tiréide como € o caso de tireoidite de Hashimoto e doenga de Graves.
A auséncia destes anticorpos sdo uma forte evidéncia da auséncia de doenca

autoimune.

D.3.3. Controlo de Qualidade Interno (CQl)

O requisito de controlo de qualidade recomendado é a analise de uma Unica amostra
de cada nivel de controlo uma vez a cada 24 horas, cada dia de utilizagao.
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D.3.4. Calibracao

Uma vez aceite e armazenada uma calibragdo de cada ensaio com o respetivo
calibrador, todas as amostras posteriores poderdo ser analisadas sem outra calibragdo a
menos que: seja utilizado um kit de reagentes com um novo ndmero de lote, os controlos se
situem fora dos intervalos ou apés manuntengdes corretivas ou preventivas que afetem a
calibragédo. Para avaliar a calibracdo do ensaio, tem de ser analisada uma amostra de cada
um dos niveis dos controlos e assegurar que os valores de controlo do ensaio se situam

dentro dos intervalos especificados.

D.3.5. Processamento da Amostra

Apés a colheita, as amostras sdo centrifugadas. Quando sdo colocadas nos
equipamentos, deve-se verificar que existe a quantidade de amostra suficiente e em boas
condigdes para evitar erros nos resultados.

D.3.6. Interferéncias

Existem algumas interferéncias relativas a determinacao destes marcadores tumorais,
como é o caso de (41-44):

* Amostras inativadas termicamente, demasiado hemolisadas, com contaminacao
microbiana visivel ou presenca de fibrina podem provocar resultados erréneos.
Para além disso, antes da andlise, deve-se eliminar as bolhas com uma vareta;

* Amostras de doentes que receberam preparagdes de anticorpos monoclonais de
rato para fins de diagnostico ou terapéutica podem conter anticorpos humanos
antirrato (HAMA), o que pode levar a valores anémalos;

» Os anticorpos heterofilicos presentes no soro humano podem reagir com as
imunoglobulinas do reagente interferindo com os imunoensaios in vitro. Os
doentes frequentemente em contacto com os animais ou expostos a produtos
séricos animais podem ser propensos a esta interferéncia e levar a valores
anémalos.

Os resultados devem ser interpretados baseando-se no quadro clinico geral do doente

incluindo: sintomas, anamnese clinica, dados de outros testes e outras informacdes

apropriadas. Nunca devem ser tidos em conta os resultados destes ensaios, isoladamente.
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Controlo de Qualidade 47)

O Controlo da Qualidade no laboratério € um processo estatistico que monitoriza e
avalia os processos analiticos pela analise dos resultados de amostras de controlo da
qualidade. Assim, estao presentes dois conceitos diferentes, mas complementares — Controlo
de Qualidade Interno (CQl) e Avaliagao Externa da Qualidade (AEQ).

O controlo interno e externo da qualidade tem como objetivo analisar e monitorizar
continuamente os parametros de precisdo e exatiddo dos métodos implementados no
laboratério, de forma a assegurar que, em qualquer momento, os resultados apresentam
niveis de qualidade compativeis com a utilizagé@o clinica desejada, garantindo o resultado
correto do utente.

Controlo de qualidade Interno (CQl)

O CAQl realiza-se no laboratério conjuntamente com os doseamentos dos analitos nas
amostras dos utentes de forma a saber e avaliar se o sistema analitico esté a funcionar em
perfeitas condigbes e em fungdo dos limites de tolerancia pré-estabelecidos. Ou seja, a
principal funcdo € identificar qualquer anomalia de funcionamento do sistema analitico, em
tempo real, a fim de prevenir a emissao de resultados inexatos. Para além disso, permite
construir as cartas de controlo diérias e, ao longo do tempo, fornece dados necessarios para
a determinacéao da incerteza e do célculo do erro.

O laboratério utiliza o programa informatico Controllab, que proporciona ferramentas
para monitorizacao em tempo real. O critério para avaliagdo dos controlos baseia-se nas
cartas de controlo através da aplicacdo da regra 1ss, que significa que os resultados devem
ser rejeitados quando o valor de um dos controlos excede o limite de mais ou menos 3
desvios-padrédo. A aplicagao desta regra tem como objetivo a utilizagdo de um critério de
aceitagao/rejeicao de resultados com base no desempenho do método nas instalagbes e
condicdes caracteristicas do LFG. Na maioria das situagdes, a aplicagao desta regra conduz
a um estreitamento dos limites de aceitacdo, em relagdo aos limites recomendados pelo
fabricante do método. Quando tal ndo acontece, aplicam-se os limites definidos pelo
fabricante.

Em paralelo com a utilizagédo de critérios baseados nos valores obtidos para os
controlos, € efetuada uma andlise de tendéncia dos resultados obtidos nas amostras e
resultados obtidos pelo mesmo equipamento, de forma a detetar desvios sistematicos dos
resultados ou alteragdes da precisao dos métodos.

No inicio e no final de cada sequéncia de analises, sdo introduzidos um ou mais
controlos de forma a comprovar a estabilidade do método ao longo do tempo. Se o primeiro
controlo é ndo conforme, ndo sao iniciados os trabalhos até a implementacdo das agdes
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adequadas. Apds a implementagdo destas agbes é efetuado um novo controlo. Se os
controlos forem aceites, a corrida analitica € aceite podendo assim validar os resultados e
emitir os respetivos boletins. Se o controlo de final de sequéncia é nao conforme os resultados
nao sao aceites até a implementacao das acées adequadas. Se a causa da nao conformidade
nao reside no controlo utilizado, todos os resultados dessa sequéncia devem ser rejeitados.

Perante um resultado ndo conforme, o LFG pode tomar varias medidas, onde se
incluem: calibragdo de aparelhos/instrumentacdo, verificagdo dos reagentes (exemplo:
deterioragédo, bolhas de ar), rejeicdo de lotes de reagentes, rejeicao de kits analiticos,
repeticdo do controlo ou apurar outras possiveis causas.

Sao executados novos controlos apdés a calibracdo e conforme indicado apés
procedimentos de manutengao especificos para confirmar se o sistema estda a funcionar

corretamente.

Avaliacao Externa da Qualidade (AEQ)

Corresponde a avaliagdo, por um organismo externo, da qualidade dos resultados
fornecidos pelo laboratério. Ou seja, avalia “a posteriori” a exatiddo do método e dos
resultados, contribui para a fiabilidade dos mesmos, avalia a coeréncia dos resultados
interlaboratoriais e evidencia nao conformidades que poderdo originar corregdes, acoes
corretivas ou preventivas.

Existem diferentes programas fornecidos pelas entidades, sendo a maior parte dos
parametros controlados pela Controllab. As restantes entidades utilizadas foram
discriminadas ao longo do trabalho. Importa salientar que para alguns parametros nao
existem programas de AEQ. Assim sendo, o laboratério serve-se das cartas de controlo
interno (CQl) para o calculo do BIAS, que quantifica o desvio do valor médio de um conjunto
de determinacdes em relagéo ao valor correto.

Os relatérios de AEQ sao devidamente analisados de forma a detetar situacdes néao
conformes ou tendéncias de resultados. Assim, sdo calculados semestral/anualmente,

através da folha de célculo, os seguintes valores: Erro Total, Sigma e Incerteza da medicao.
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PARTE Il

Monografia

A BIOQUIMICA CLINICA NO ACOMPANHAMENTO DA GRAVIDA:
FUNCAO HEPATICA E PATOLOGIAS ASSOCIADAS
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Introducao

A Bioquimica Clinica tem um papel importante na monitorizacdo da mulher gravida
pois, ao longo deste periodo, existem alguns parametros laboratoriais que sofrem altera¢des
e, embora possam ser o reflexo de diferentes aspetos fisiologicos, também podem refletir
uma situacao patolégica.

Relativamente a funcdo hepatica durante a gravidez, podem ser observadas
alteracdes mais ou menos graves que podem ter diferentes causas: uma doencga hepatica
especifica da gravidez, a uma doenga hepatica pré-existente previamente, nao reconhecida,
ou a doengas hepéticas que se apresentam coincidentemente numa mulher gravida.

As doencas hepéticas especificas da gravidez abordadas na presente monografia sao
a colestase intra-hepatica (ICP) e a sindrome HELLP (hemdlise, enzimas hepaticas elevadas,
plaguetas baixas), patologias que estao associadas a riscos, tanto para a gravida, como para
o seu feto/bebé. E assim fundamental um diagnéstico rapido e uma avaliagdo clinica, de
forma a garantir os cuidados adequados para que 0s riscos sejam minimizados.
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A. A mulher gravida
A.1. Exames e testes laboratoriais

Para um cuidado de saude ideal durante a gravidez, a mulher deve consultar o seu
médico antes da concecdo. A avaliacao pré-concecional deve incluir uma avaliagado médica,
reprodutiva e historia familiar, exame fisico e exames laboratoriais como hemograma
completo, tipo sanguineo e compatibilidade Rh, triagem de anticorpos eritrocitarios, esfregago
de Papanicolau, exame de urina, titulo de rubéola, teste rapido de sifilis, teste de DNA de
Chlamydia trachomatis ou Neisseria gonorrhoeae, teste de portadores de fibrose cistica,
niveis de anticorpos contra o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e niveis de antigénio
de superficie da hepatite B. (48) Alguns destes testes devem ser repetidos ao longo da
gestacdo para que haja um controlo rigoroso e preciso. Os exames laboratoriais que sao
requisitados no decurso das consultas de vigilancia da gravidez tém como objetivo rastrear,
prevenir ou tratar situagcdes passiveis de colocar em risco a saude materna e/ou fetal ou
perinatal. Na figura 13, encontram-se apresentados os exames laboratoriais que devem ser
feitos ao longo da gestacao, de acordo com a Direcao Geral de Saude (DGS). (49)

1° Trimestre

<13 semanas
1. Citologia cervical - Conforme recomendac¢des do Plano Nacional de Prevencdo e Controlo
das Doencas Oncolégicas 2007-2010 para as mulheres ndo gravidas

2. Tipagem ABO e fator Rh 8. Serologia Toxoplasmose - 1gG e IgM (se
3. Pesquisa de aglutininas irregulares (teste desconhecido ou ndo imune em consulta
de Coombs indireto) preconcecional)
4. Hemograma completo 9.AcVIH1e2
S. Glicémia em jejum 10. AgHBs
6. VDRL 11. Urocultura com eventual TSA
7. Serologia Rubéola - I1gG e IgM (se
desconhecido ou ndo imune em consulta
preconcecional)

2° Trimestre

18-20 semanas
12. Serologia Rubéola (IgG e IgM, nas mulheres ndo imunes)
24-28 semanas
13. Hemograma completo : 16. Pesquisa de aglutininas irregulares (teste
14. PTGO ¢/ 75g (colheita as Oh, 1Th e 2 horas) de Coombs indireto)
15. Serologia Toxoplasmose - IgG e IgM (ndo

i
i
i
i
i
i
i

imunes)
3° Trimestre
32 -34 Semanas
17. Hemograma completo ' 20.Ac.VIH1e2
18.VDRL i 21.AgHBs (as gravidas ndo vacinadas e
19. Serologia Toxoplasmose - IgG e IgM (nasﬁ cujo rastreio foi negativo no 1°
mulheres ndo imunes) i trimestre)
35-37 Semanas
22. Colheita (1/3 externo da vagina e ano-retal) para pesquisa de streptococcus B hemolitico do
grupo B

Figura 13 - Exames laboratoriais que devem ser realizados nos respetivos
periodos ao longo da gestagdo, de acordo com a DGS (49)

Dependendo dos riscos demogréficos, também devem ser oferecidos testes genéticos
para doengas como a de Tay-Sachs, anemia falciforme e talassémias. (48)
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Assim, muitos testes laboratoriais sdo Uteis para controlar gesta¢cdes normais e
anormais. A triagem de defeitos do tubo neural fetal e aneuploidia deve ser oferecida a todas
as gravidas. Por outro lado, a observagdo materna e registo de movimentos fetais, exame
ultrassonografico (perfil biofisico) e padrdes de frequéncia cardiaca fetal sdo os métodos
atualmente aceites para monitorizar o bem-estar fetal. Embora a maioria das gestacdes
progrida sem problemas, podem surgir complicagées na mae, placenta ou feto. A saude da
méae e o bem-estar do seu feto estdo entrelagados, cada um afetando o outro, pelo que a
gestao da gravidez deve considerar ambos. (48)

A.2. Desenvolvimento da gravidez

A gravidez humana normal dura aproximadamente 40 semanas, medida a partir do
primeiro dia do ultimo periodo menstrual. A gravidez pode ser dividida em quatro intervalos
de tempo: os primeiros trés periodos sdo chamados trimestres, cada um dos quais com
aproximadamente 13 semanas. O ultimo intervalo de tempo, das 37 as 42 semanas, é
designado por termo. Recentemente, a definicdo de gravidez a termo foi subdividida em:
termo precoce (37 a 38 semanas e 6 dias), termo completo (39 a 40 semanas e 6 dias) e
termo tardio (41 a 41 semanas e 6 dias). (48)

Quando a concegao ocorre, 0 6vulo é fertilizado, geralmente na trompa de fal6pio,
converte-se no zigoto, sendo este, posteriormente, transportado para o utero com o auxilio
da prépria contratilidade da parede muscular da trompa. O zigoto divide-se por clivagem ou
segmentacao e origina a mdrula. Enquanto as clivagens continuam, a mérula desenvolve
uma cavidade, o primitivo saco vitelino, torna-se no blastocisto, que se implanta na parede
uterina cerca de 5 dias apoés a fertilizacdo. As células da parede exterior do blastocisto, os
trofoblastos, invadem sinergicamente o endométrio uterino e desenvolvem vilosidades
coridnicas, criando a placenta. (48,50)

O produto da concecéo é referido como embrido que € alimentado pela placenta e
protegido pelo liquido amnidtico contra possiveis agressdes e que, para além disso, ajuda a
manter uma temperatura constante, sendo inalado e engolido pelo embrido durante o
desenvolvimento normal do pulméo fetal. Este fluido € um meio dindmico cujo volume e
composi¢cao quimica sdo controladas dentro de limites relativamente estreitos. O embrido
sofre divisao celular, diferenciacao e crescimento e, através de combinacdes de trés tipos de
células primérias (ectoderme, mesoderme e endoderme), os O6rgdos comegam a ser
formados, num processo chamado organogénese. Com cerca de 10 semanas, o embriao
desenvolveu a maioria das estruturas principais e é designado como feto. (48)
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A.3. Placenta

A placenta humana é morfologica, bioquimica e funcionalmente uma unidade biolégica
bem definida e eficiente, exercendo, durante a gestacao, fungdes que, no individuo adulto,
sao da responsabilidade de 6rgaos como o rim, figado e pulmao. Sofre constantes alteracées
e remodelacdes ao longo da gestacéo, com profundas variagdes de morfologia e capacidade
funcional. (50) E composta por grandes vasos fetais, as vilosidades, que sdo projecdes que
se inserem nos espacos intervilosos. Cada espago interviloso contém sangue materno que
banha as vilosidades fetais e facilita a troca bidirecional entre mée e feto. (48)

A placenta tem diversas funcbes, como manter separados os sistemas de circulacao
materna e fetal, nutrir o feto (transporte de oxigénio, glicose, calcio e outros nutrientes),
eliminar residuos (diéxido de carbono, ureia e outros catabolitos) e produzir hormonas vitais
para a gravidez. Para que as substancias passem da circulagdo materna para a circulagao
fetal, devem atravessar duas camadas celulares: o espaco interviloso e os capilares das
vilosidades. Assim, a transferéncia de qualquer substancia depende em grande parte do
gradiente de concentracdo entre o sistema circulatério materno e fetal, da presenca ou
auséncia de proteinas de ligacado circulantes, da lipossolubilidade da substancia e da
presenca de transporte facilitado, como bombas iénicas ou endocitose mediada por recetor,
como € o caso da imunoglobulina G (IgG) materna. (48,50) Devido a sua semivida
prolongada, a IgG produzida pela mée protege o recém-nascido, através da imunidade
passiva, durante os primeiros 6 meses de vida. (48)

A placenta pode ajudar a proteger o feto contra certas moléculas xenobiéticas,
infecbes e doengas maternas. (51) Para além disso, transfere hidrogenides, bicarbonato e
acido latico, pelo que, em situagdes normais, o estado acido-base materno-fetal € muito
aproximado; esta transferéncia é, contudo, relativamente lenta. Durante o trabalho de parto,
0 organismo materno apresenta, em geral, uma ligeira acidose, mas o feto, usando os seus
proprios sistemas-tampao, ndo é afetado por este estado. No entanto, se a acidose materna
se agrava (desidratacdo, cetoacidose, etc), a capacidade de resposta fetal esgota-se,
podendo assistir-se a uma acidose metabdlica fetal de causa materna. (50)

A placenta também liberta hormonas nas circulagbes materna e fetal que afetam a
gravidez, o metabolismo e crescimento fetal, e o parto entre outras fungbes. (51) Produz
varias hormonas proteicas, sendo as principais a gonadotrofina coriénica humana (hCG) e a
lactogénica-placentaria humana (hPL) e hormonas esteroides, que incluem a progesterona e
os estrogénios: estrona (E1), estradiol (E2) e estriol (E3). (48)
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A.4. Alteracoes fisiologicas gerais

Logo nas primeiras semanas apds a concegdo, observam-se profundas alteragoes
anatdémicas e fisiol6gicas no organismo da mulher. Algumas dessas modificacdes aparecem
antes das necessidades fetais o justificarem, como é o caso do aumento do volume mamario,
e outras vdo-se estabelecendo & medida que o desenvolvimento fetal progride. E
imprescindivel um conhecimento detalhado dos ajustamentos fisioldgicos dos diferentes
aparelhos e sistemas da mulher gravida, para que seja possivel distinguir, tanto em clinica
como em laboratério, o que é normal do que é patoldgico. (50)

Ao longo da gestacao existem alteracdes fisiolégicas visiveis laboratorialmente, a
diferentes niveis. Indicam-se algumas das mais importantes para, num item separado dar-se

maior relevo a fungédo hepatica e a duas das patologias que lhe podem estar associadas.

A.4A1. Hematopoiese

Embora se verifique um aumento da eritropoiese, a concentragdo de hemoglobina e o
hematdcrito diminuem, produzindo a chamada anemia fisioldégica da gravidez. (48) A entrada
em circulacao de muitos eritrcitos jovens provoca um discreto aumento do volume globular
médio e um certo grau de anisocitose. O numero de reticulécitos também se encontra
aumentado. A estas modificagcdes associa-se, habitualmente, uma diminuicao da siderémia
devido a hemodiluicdo e aumento da capacidade de fixagao do ferro, assemelhando-se este
qguadro ao encontrado nas anemias ferropénicas. (50)

Relativamente a contagem das plaquetas, verifica-se uma ligeira diminuicéo,
provavelmente devido a hemodiluicdo e ao aumento do seu consumo, mas mantém-se dentro
da variagdo normal do estado nao gravidico ou, por vezes, ligeiramente abaixo das 150000/
mma3. Para além disso, a vida média das plaguetas diminui um pouco durante a gestagao,
mas o lancamento em circulacdo de plaquetas jovens e a ativacao plaquetaria estdo
ligeiramente aumentadas. E habitual assistir-se ao aparecimento de uma moderada
leucocitose nos 2° e 3° trimestres principalmente a custa de um aumento dos granulécitos
neutréfilos. (50) Durante o trabalho de parto e puerpério (o intervalo imediatamente apds o
parto), a contagem de leucdcitos pode aumentar acentuadamente. (48)

A.4.2. Hemostase

Assiste-se ao aumento da producdo de fatores da coagulacdo pelo figado,
principalmente do fibrinogénio, de onde resulta maior formagao de fibrina que se deposita nas
paredes dos vasos uteroplacentarios, sendo que a fibrindlise esta diminuida. Estas
modificagbes, analogas ao de um estado de hipercoaguabilidade, terdo um papel de
prevencao das hemorragias pos-parto. A producao de prostaciclina pelo endotélio vascular
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impede a agregacao plaquetaria e destréi os agregados de plaquetas ja formados. A
funcionalidade das plaquetas assegura a reparagdo de pequenas fissuras da parede
vascular, enquanto a prostaciclina evita, na gravidez normal, que esse processo degenere na
formacgao de trombos. (50)

Além do fibrinogénio, praticamente todos os outros fatores de coagulacdo estédo
alterados em maior ou menor grau durante a gestacao (figura 14).(48,50) Os mecanismos
intrinseco e extrinseco da coagulagao, expressos, respetivamente, TTPa e pelo TP, mantém-
se dentro dos limites normais do adulto, com tendéncia para uma ligeira diminui¢ao. (50)

Fibrinogénio (fator I) ™
Proconvertina (fator VII) ™"
Fator anti-hemofilico (fator VIII) ™~
Componente tromboplastinico plasmdtico (fator IX) ™~
Fator de Stuart (fator IX) ™

Protrombina (fator II)
Antecedente tromboplastinico do plasma (fator XI)
Fator estabilizador da fibrina (fator XIII)

APTT

Tempo de protrombina

| e

Figura 14 - Alteragbes da coagulagéo na gravidez (50)

A.43. Funcao renal

A filtracdo glomerular aumenta nas primeiras semanas da gravidez mantendo-se
estavel até ao fim, o que leva a uma maior excrecado dos produtos finais do metabolismo,
como a ureia, creatinina e 4&cido Udrico, cujas concentragdes plasmaticas diminuem
simultaneamente. O aumento da filtracao glomerular, nem sempre acompanhada por uma
reabsorcao tubular suficiente, leva a eliminagéo de certos nutrientes. A glicose, por exemplo,
sofre uma marcada redug&o no seu limiar de excregao renal, por incapacidade de reabsorgao
ao nivel do tubulo coletor e ansa de Henle, pelo que o aparecimento de glicosuria é
relativamente comum nas gravidas. (50)

Alguns aminoacidos sofrem um aumento da sua excre¢éo ao longo de toda a gravidez
(alanina e histidina, por exemplo) enquanto outros tém excre¢cdo aumentada no inicio e
diminuida na segunda metade da gravidez (cistina, fenilalanina, leucina, etc). Também se
verifica um aumento da excreg¢ao das vitaminas B12 e C e, principalmente, de folato. (50)

A albumina sérica diminui na gravidez e acredita-se que esteja relacionada com o
aumento do volume plasmatico total como resultado da hemodilui¢cdo. (50,52,53) A albumina
pode aparecer na urina em pequenas quantidades, mas, na gravidez normal, a proteinaria
total raramente excede os 150 mg/dia, considerando-se que valores superiores ou iguais a
300 mg/dia correspondem a situagdes patoldgicas.(50)
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B. Funcao hepatica

Durante a gravidez, a fungdo hepatica regista diversas alteragdes que podem ser
fisiolégicas ou patoldgicas.

B.1. Alteracoes na funcao hepatica

Normalmente, observam-se alteragdes fisioldgicas no perfil bioquimico do figado
durante a gravidez. Na pratica clinica, existem quatro enzimas hepaticas de interesse: AST e
ALT, como marcadores de dano hepatocelular, ALP e GGT sugestivas de colestase. A
sobreposicado entre estas duas classes de testes da funcado hepatica é muito comum. A
bilirrubina é capaz de avaliar a fungéao do sistema biliar (ductos biliares intra e extra-hepaticos
e vesicula biliar). Qualquer alteragdo observada nas 4 enzimas hepaticas e na bilirrubina
necessita de uma avaliagdo mais aprofundada. Os parametros que avaliam a fungao sintética
do figado sé@o a albumina e o INR. (52)

Em geral, as concentragdes das aminotransferases, bilirrubina e GGT permanecem
normais durante toda gravidez. (52,54) A ALP aumenta e pode atingir 2 a 4 vezes o valor de
referéncia superior normal do adulto, estando relacionado com a producdo da isoenzima
placentéria e desenvolvimento 6sseo fetal. Assim, as mulheres gravidas com ALP elevada
isolada, nesta ordem de grandeza, ndo precisam de investigacado adicional. (50,52,54,55)
ApGs o0 nascimento, o nivel de ALP cai, atingindo valores normais em 2 semanas. (52)

Devido ao aumento das hormonas da gravidez, as concentragdes plasmaticas
absolutas de cortisol total e livre sdo varias vezes superiores. Isto acontece porque o
estrogénio estimula o aumento da producdo hepatica de globulina de ligagdo ao cortisol,
fazendo com que a depuragéao deste seja diminuida. O ritmo diurno de cortisol, mais alto pela
manha e mais baixo a noite, € mantido. Para além disso, verifica-se um aumento de
aproximadamente 40% no colesterol e acidos gordos livres e, ao longo da gestacado, os
triglicéridos aumentam cerca de 3 vezes. (48) O nivel de alfa-fetoproteina (AFP) aumenta
durante a gravidez a medida que é produzida pelo figado fetal (55), embora este parametro
seja, também, utilizado como marcador de algumas anomalias congénitas, como espinha
bifida e anencefalia, por exemplo.

Importa salientar que a gravidez esta associada a alteracdes fisiol6gicas que mimetizam
a doenca hepética. Por exemplo, o estado hiperestrogénico pode resultar em angioma de
aranha e eritema palmar, tipicamente associado a cirrose. Para além disso, alteragbes
hemodinamicas associadas a gravidez como aumento do volume plasmatico e do débito
cardiaco, resisténcia vascular esplancnica e ativagdo do sistema renina-angiotensina-

aldosterona podem apresentar ou exacerbar manifestagcoes de hipertenséo portal. (53-55)
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A morfologia do figado ndo se altera na gravidez, mas o fluxo sanguineo na artéria
hepédtica e na veia porta aumentam significativamente. (50) No entanto, permanece
impalpavel durante a gravidez, pois é deslocado para cima pelo utero em expansao. (55) A
ultrassonografia continua sendo a modalidade de imagem mais segura para visualizar o
figado durante a gravidez. No entanto, caso seja necessaria uma imagem mais detalhada, a
ressonancia magnética sem contraste € segura. A ressonancia magnética com gadolinio
deve ser evitada devido a transferéncia transplacentaria e efeitos desconhecidos no feto.
(54,56) A motilidade da vesicula biliar é diminuida, o que aumenta a litogenicidade da bilis.
(54)

Exames hepaticos alterados ocorrem em 3 a 5% das gestagdes e podem apresentar
muitas causas diferentes, pelo que requerem avaliagéo e diagnostico adequados de modo a
perceber se a doenga hepatica esta ou nao relacionada com a gravidez. (54,57)

As doengas hepaticas numa mulher gravida, podem categorizar-se em trés grupos
(52,53):

1) Doencas hepaticas especificas da gravidez, como colestase intra-hepatica da gravidez
(ICP), sindrome HELLP (hemdlise, enzimas hepaticas elevadas, plaquetas baixas) e
esteatose aguda da gravidez (AFLP);

2) Doenca hepética e biliar ocorrendo durante a gravidez, como hepatite viral, colelitiase,
etc;

3) Doencga hepatica crénica pré-existente, como hepatite cronica, cirrose, sindrome de
Budd Chiari, etc.

B.2. Doencas hepaticas especificas da gravidez

Para garantir um atendimento oportuno e adequado que reduza os riscos para a gestante
e para o seu feto/bebé, uma avaliagdo clinica expedita € fundamental para distinguir a doenga
hepatica exclusiva da gravidez, da disfuncao hepética nao relacionada com a gravidez, sendo
que o gastroenterologista/hepatologista tem um papel fundamental a desempenhar no
diagnostico, seguimento e tratamento de mulheres com doengas hepaticas associadas a
gravidez. (53)

Para um diagnéstico preciso € necessaria uma histéria clinica completa, incluindo
gestacbes anteriores e a sua evolucdo, comportamentos de alto risco, terapéutica
medicamentosa e exame fisico cuidadoso com avaliagdo por ultrassom. A idade gestacional
da gravidez é um importante indicador de diagndstico e pode ajudar a adequar a investigacao
diagnéstica. Em particular, durante o primeiro trimestre, a principal causa de
hipertransaminasémia € a hiperémese gravidica, que ocorre em 0,3% a 2% das gestacoes.

Durante o segundo e terceiro trimestre, a hipertransaminasémia esta relacionada com a pré-
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eclampsia/eclampsia, a sindrome HELLP, a situagao de esteatose aguda e, também, a ICP.
(52)

As patologias hepaticas exclusivas da gravidez que serdo abordadas nesta monografia
sdo a ICP e a sindrome de HELLP. Embora esta ultima patologia n&o seja exclusiva da fun¢ao
hepatica (outros sistemas estardo envolvidos refletindo as alteracdes associadas),

normalmente esta incluida nesta categoria.

B.2.1. Colestase intra-hepatica da gravidez (ICP)

A ICP é uma das doencas hepaticas especificas mais comuns da gravidez.

Foi descrita pela primeira vez na literatura em 1883 como “ictericia recorrente na
gravidez”. (58) Esta patologia requer um diagndstico de exclusdo e os diagnosticos
diferenciais incluem pré-eclampsia, sindrome HELLP, AFLP e condi¢des dermatoldgicas que
induzem prurido. (52,57,59)

Epidemiologia: A incidéncia da ICP varia muito entre grupos étnicos e regides
geograficas. Ocorre mais frequentemente em grupos étnicos da América do Sul e do Norte
da Europa (54,58), com maior incidéncia no Chile e Bolivia. (59) Na Europa, a incidéncia varia
de 0,5% a 1,5%, com maior taxa na Escandinavia. (54,58) A incidéncia de colestase nos
Estados Unidos varia de 0,32% em popula¢cdes predominantemente brancas, a 5,6% em
populagdes predominantemente latinas. (55,58) Em todo o mundo, a maior incidéncia é
encontrada entre os indios Mapuche, um grupo de indigenas chilenos em que foi relatado
que a colestase complica mais de 27% das gestacdes. (58) Sabe-se também que esta
patologia apresenta padrdes sazonais com maior incidéncia durante os meses de inverno.
(58,60)

Fisiologia: Os éacidos biliares sao sintetizados no figado, no interior dos hepatécitos,
por meio de multiplas reagdes enzimaticas que culminam na criagao dos dois acidos biliares
humanos primarios: o acido colico e o acido quenodesoxicolico. Este processo é altamente
dependente da enzima 7a-hidroxilase (CYP7A1), uma enzima do citocromo P450 que é
exclusiva do figado e que catalisa a etapa limitante da taxa de produgao de acidos biliares.
O recetor farnesoide X (FXR), também conhecido como recetor de acido biliar, € um recetor
nuclear intracelular encontrado nos hepatécitos e em todo o intestino que, ao ligar-se aos
4cidos biliares, é ativado resultando na supressdo do CYP7A1. E através deste mecanismo
gue os acidos biliares exercem inibicao por feedback negativo na sua prépria sintese. Para
além deste recetor, o recetor pregnano X (PXR) e o recetor constitutivo de androstano (CAR)
também desempenham um papel na homeostase dos acidos biliares, regulando vias

67



Raquel Amaro Relatdrio de estagio

alternativas. Uma vez formados, os acidos biliares sdo exportados para o exterior dos
hepatécitos através de proteinas especificas de transporte de acidos biliares, que pertencem
a uma superfamilia de proteinas de transporte conhecidas como transportadores de cassete
de ligacao ao ATP (ABC). A maioria das bombas de transporte de acidos biliares pertence a
subfamilia B (ABC-B), sendo as primarias a bomba de transporte ABCB-11, conhecida como
bomba de exportagéo de sais biliares (BSEP), e a bomba de transporte ABCB-4, conhecida
como proteina de transporte de resisténcia a multiplas drogas 3 (MDR3). Estas bombas
transportam sais biliares para os canaliculos biliares imediatamente adjacentes, ductos
biliares e, por fim, drenam para a vesicula biliar e intestino delgado. Estas bombas utilizam
ATP para secretar acidos biliares na bilis contra o gradiente de concentracao e caracterizam
a etapa limitante da taxa de transporte de acidos biliares. (58)

A bilis € uma mistura complexa de lipidos, proteinas, sais minerais, vitaminas e varios
outros elementos, sendo que os &cidos biliares correspondem a cerca de 67% da composi¢ao
total da bilis, excluindo a agua. (58)

Ao chegar ao trato gastrointestinal, os acidos biliares mantém sua funcao
emulsificante e atuam como detergentes para quebrar e encapsular lipidos (colesterol,
triacilglicerdis e fosfolipidos, principalmente fosfatidilcolina) e vitaminas lipossollveis (por ex.
vitamina K), formando as micelas mistas essenciais no transporte destes lipidos para o
interior do enterdcito. A solubilizagdo destas moléculas lipofilicas € a fungdo primaria dos
acidos biliares. (58)

A maioria dos acidos biliares é, entdo, recuperada ativamente por bombas de
transporte no ileo. Eles movem-se através do sistema portal, geralmente ligados a albumina,
e sao ativamente transportados de volta para os hepatécitos através dos polipéptidos de co-
transporte de taurocolato dependentes de sodio (NaTCP). Essas proteinas transportadoras
tém alta especificidade e afinidade para os acidos biliares, o0 que resulta numa taxa muito alta
de recuperacdo de &cidos biliares (até 90%). Esta extracdo de primeira passagem
extremamente eficiente confina os acidos biliares a circulagdo entero-hepatica e resulta em
niveis baixos destes compostos no sangue periférico. (58)

Muitos dos &cidos biliares primarios que atingem o trato gastrointestinal sofrem
metabolismo bacteriano, o que leva a formacao de mais de 50 &cidos biliares secundarios
diferentes. Modificagdes subsequentes nos acidos biliares secundarios resultam na formacao
de acidos biliares terciarios, dos quais o acido ursodeoxicolico (UDCA) é o mais conhecido.
(58)

A colestase é definida por uma estagnagéao no fluxo biliar, seja devido a secrecao
diminuida ou a obstrugao a jusante, que resulta na retencao de componentes biliares. Os
acidos biliares extra-hepaticos geralmente estao ligados aos fosfolipidos, mas quando nao
ligados, podem ser altamente citotéxicos. Na doenga colestatica, os sais biliares acumulam-
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se nos hepatécitos, 0 que consequentemente leva a niveis anormais de acidos biliares no
sangue periférico. (58)

Etiologia: A etiologia € multifatorial e envolve fatores hormonais, genéticos e
ambientais. (52,53,57,58)

A evidéncia clinica suporta um papel etiol6gico das hormonas sexuais na ICP devido
a esta patologia ocorrer mais comumente no ultimo trimestre da gravidez, quando as
concentracdes séricas sdo mais altas e, também, pelo facto de estar mais associada a
gestacbes gemelares. (57—60) Esta condicdo é ainda apoiada por modelos in vitro que
demonstraram que niveis elevados de estrogénio, em particular o 17B-D-glucuronido, e
metabolitos sulfatados de progesterona resultam na diminuigdo da fungdo dos
transportadores hepatocelulares BSEP e MDR3. (57-59,61) E evidente um aumento de
casos nas mulheres tratadas com progesterona nos casos de risco de parto pré-termo. (50)
O uso de contracetivos orais de estrogénio entre mulheres com historia pessoal ou familiar
de ICP pode também resultar em caracteristicas clinicas de ICP. (50,57)

A predisposicao genética também desempenha um papel fundamental na patogénese
da ICP e a incidéncia aumenta dentro da mesma familia. (60) Estima-se que as mutagdes no
transportador hepatocelular MDR3 sejam responsaveis por até 15% de todos os casos de
ICP. (53,54,57) Mutacbes neste gene levam a perda de funcéo e, portanto, ao aumento da
concentracao sérica de acidos biliares. Apenas mutagoes heterozigéticas causam disfuncao
do transportador, enquanto a auséncia completa da funcao de transporte esta associada a
doenga hepédtica grave. (54) Também foram relatadas mutagdes noutros genes como
ABCB11 (BSEP), FXR e TJP2. (53)

Algumas caracteristicas da ICP, como a recorréncia incompleta nas gestagcdes
subsequentes, a diminuicdo da prevaléncia e as variagdes sazonais, sugerem que fatores
ambientais podem contribuir para a patogénese deste disturbio. (59)

Para além disso, em algumas mulheres gravidas, a colestase pode ser precipitada
pelo tratamento com drogas terapéuticas que podem causar lesédo do ducto biliar ou colestase
(por exemplo, amoxicilina ou flucloxacilina). (53) Por este mesmo motivo, deve ser evitado o
uso destes antibiéticos em mulheres que tiveram ICP no passado. (50)

Os principais fatores de risco para ICP sdao mulheres com gestacdao multipla,
fertilizagcao in vitro, idade materna avancgada, histéria familiar positiva, gravidez anterior
afetada e infegao pelo virus da hepatite C (HCV).(52,53,58)

Diagndstico: O diagndstico pode ser dificil, baseando-se em dados de anamnese, do

exame objetivo e, essencialmente, nos parametros bioquimicos. (50)
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* Manifestacoes clinicas: A ICP é classicamente diagnosticada quando uma mulher
gravida no segundo ou, tipicamente, no terceiro trimestre relata prurido de inicio
recente e, posteriormente, apresenta alteracées nos testes de funcdo hepatica,
incluindo o aumento de acidos biliares séricos. O prurido, principal sintoma clinico, é
normalmente generalizado, mas mais acentuado na palma das méos e plantas dos
pés. (50,53-55,57—61) Pode ser leve e toleravel para algumas gravidas, mas também
muito grave e incapacitante, podendo prejudicar consideravelmente a qualidade de
vida, ao causar privacao do sono, sofrimento psicoldgico e até pensamentos suicidas.
(58,57)

Estdo descritos casos de esteatorreia, fezes claras e urina escura. (61) E importante
identificar o subgrupo de mulheres com esteatorreia, pois a mé absor¢éo de vitamina
K associada pode explicar a presenca de coagulopatia num pequeno numero de
casos de ICP, assim como raros relatos de aumento do risco de hemorragia no
momento do parto para as maes e de sangramento intracerebral para lactentes. (53)
A dor abdominal, mal-estar e outros sintomas constitucionais sdo incomuns, embora
possam aparecer em alguns casos. (57,61)

. Achados laboratoriais: A medicdo dos acidos biliares séricos é atualmente
considerada o marcador bioquimico mais eficaz para o diagndéstico e monitorizacao
da ICP, (61) e que inclui os &cidos cdlico, quenodesoxicolico, desoxicolico,
ursodeoxicolico, litocélico e hiodesoxicolico. (58)

No soro de mulheres saudaveis ndo gravidas, os niveis de acido quenodesoxicélico
sao superiores aos niveis de acido célico. No entanto, em mulheres com ICP, nota-se
uma inversao, estando o acido célico muito aumentado em relagdo ao &cido
guenodesoxicdlico, frequentemente numa proporcao de 3 para 1. Tradicionalmente,
os acidos biliares séricos eram doseados utilizando cromatografia liquida acoplada a
espectroscopia de massa, 0 que permitia identificar e dosear espécies individuais de
acidos biliares. Este método, no entanto, nao é utilizado pela maioria dos hospitais e
a necessidade de testes de envio pode ser acompanhada de potenciais atrasos nos
resultados e, portanto, no diagnostico. Um método alternativo sdo os ensaios
enzimaticos de &cidos biliares que podem ser realizados de forma rapida e econémica
em muitos hospitais e laboratérios comerciais. Uma limitagdo desta técnica € a
incapacidade de identificar tipos especificos de acidos biliares. (58)

Alguns clinicos tém defendido a determinacdo da razdo molar de &cido
colico/quenodesoxicélico de modo aumentar a especificidade no diagnéstico de ICP.
No entanto, os niveis séricos totais de acidos biliares demonstraram ser igualmente
sensiveis e especificos no diagnéstico de colestase. (58,61) A diretriz da Associacao
Europeia para o estudo do figado (EASL) recomenda a medi¢cao de acidos biliares
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séricos em jejum, (53) sendo critério de diagndstico uma concentragao sérica superior
a 10 ymol/L. (54,62) No entanto, a avaliagao pés-prandial dos acidos biliares pode ser
um teste mais sensivel, enquanto o jejum pode ser mais especifico. (58) Os niveis
séricos de acidos biliares totais podem aumentar 10 a 100 vezes acima dos valores
de referéncia. (57)

Supbe-se que o mecanismo por detras do prurido colestatico seja devido a agao
pruritogénica direta de certos acidos biliares na pele. (50,58) No entanto, esta hipdtese
€ um pouco refutada pelo facto de que nem todos os pacientes com niveis elevados
de acidos biliares apresentam prurido e, naqueles que apresentam, 0s niveis de
acidos biliares ndo se correlacionam com a gravidade do prurido. Uma outra
explicagdo para o prurido implicado na colestase relaciona-se com um substrato
desconhecido da bilis que é libertado na corrente sanguinea ap6s dano nos
hepatocitos, secundario a acumulagdo de acidos biliares. Ha também evidéncias
crescentes que implicam o recetor opidide mu numa via de prurido mediado pelo
sistema nervoso central. Este fenédmeno verifica-se apds analgesia intratecal com
opidides, por exemplo, no parto por cesariana. Para apoiar ainda mais esta hipotese,
foi relatada uma redugao do prurido colestatico apds a administragao de antagonistas
opidides. (58)

A acumulagdo de &cidos biliares nos hepatécitos causa hepatotoxicidade e ha
libertacdo de aminotransferases, bilirrubina, GGT e ALP no soro. (58) Assim, na ICP
€ comum verificar-se uma elevacao das transaminases hepaticas e os niveis de
bilirrubina podem aumentar em até 10% das gestacdes. (52,53) As concentracdes
séricas de GGT sao modestamente elevadas, atingindo até quatro vezes os limites
superiores normais (57) e os niveis séricos de ALP podem aumentar de 7 a 10 vezes
o normal, mas sao dificeis de interpretar devido a elevagéo da isoenzima da placenta.
(57,58) Apds lesao hepatica aguda, a glutationa S transferase alfa (GSTa), uma
enzima desintoxicante de fase Il, é rapidamente libertada na corrente sanguinea,
sendo considerada um indicador mais preciso de disfuncao hepatica do que os testes
de fungao hepatica convencionais. (61)

Embora a biépsia hepatica seja raramente necessaria para o diagnostico, os achados
histopatologicos na colestase incluem a presenca anormal de bilis nas estruturas hepaticas
(citoplasma, canaliculos ou ductos) ou alteragées secundarias nao inflamatérias atribuidas
ao efeito detergente dos acidos biliares retidos (inchago hidrépico pseudoxantomatoso dos
hepatocitos, amarelecimento ou clarificagao citoplasmatica, trombos biliares, ductos biliares
dilatados/hiperplasicos, necrose de refeicao biliar, entre outras). (50,58)
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Complicagées: Esta condicao raramente apresenta complicagfes significativas para
a mae pois, geralmente, o prurido desaparece nos primeiros dias apds o parto, assim como
a normalizacao das concentragdes dos acidos biliares séricos e outros testes hepaticos. (59)
No entanto, pode estar associada a um aumento na incidéncia de pré-eclampsia e esteatose
aguda da gravidez. Para além disso, a longo prazo foi relatado uma maior incidéncia de
doenga hepatobiliar (por exemplo, hepatite C, cirrose, calculos biliares, colecistite)
(565,57,59,61), malignidade hepatica primaria e das arvores biliares (55,61), problemas
cardiovasculares e doencgas autoimunes. (61)

Relativamente aos efeitos sobre o feto, a colestase intra-hepatica pode levar a
complicagdes como hipdxia, prematuridade, presenca de mecénio no liquido amnidtico, morte
perinatal, sofrimento fetal e natimorto, particularmente quando associado a niveis séricos de
acidos biliares > 40 ymol/L (53-55,57-59,61) e hiperbilirrubinémia. (61) Isto é explicado pelo
aumento da transferéncia de acidos biliares da mae para o feto, que mostraram capacidade
reduzida de eliminar &cidos biliares através da placenta, levando ao aumento destes no
cordao umbilical e liquido amniético. (60)

Ha evidéncias de que concentracbes elevadas de acidos biliares causam arritmias
cardiacas e induzem a contracdo das veias coriénicas da placenta, estando assim implicados
no trabalho de parto prematuro espontaneo e de morte fetal subita. (53,57,58,60,61) Para
além disso, experiéncias recentes realizadas em amostras de miométrio humano
demonstraram que os acidos biliares aumentam a expressao e a sensibilidade do recetor de
oxitocina, podendo também explicar o risco aumentado de parto prematuro espontaneo em
pacientes com ICP. Curiosamente, apenas o acido cdlico provocou esta resposta. (58,59,61)

Bebés nascidos de maes com ICP na mesma idade gestacional tém quase trés vezes
mais probabilidade de ter problemas respiratérios no parto. De acordo com pesquisas
recentes, niveis elevados de acidos biliares podem interferir na sintese normal de uma
substancia chamada surfactante, que auxilia no desenvolvimento do sistema respiratorio do
bebé apbs o nascimento. O parto deve ser agendado num local que possa atender esses
bebés, pois ha maior probabilidade de ser internado numa unidade de cuidados intensivos
neonatais (UCIN) apds o nascimento. (61)

Tem-se verificado uma diminuigdo acentuada nas complicacdes fetais possivelmente
devido a uma maior conscientizacdo sobre a doenga, acompanhamento mais proximo e
experiéncia em centros especializados. (57,59)

Tratamento: O acido ursodesoxicélico (UDCA) é o tratamento mais usado para tratar
ICP. E utilizado na dosagem de 10-15 mg/kg/dia, sendo eficaz na redugdo do prurido, na
melhoria dos testes hepéticos e dos niveis séricos endégenos de acidos biliares em mulheres
com ICP. (50,52,54,56-60) Para além disso, diminui as concentragcdes de metabolitos
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sulfatados de progesterona. Estudos também mostraram que aumenta a expressao da
bomba de exportagcao de sais biliares (MDR3 e BSEP). (54) Um outro efeito do tratamento
materno com UDCA no curso da ICP é a melhoria do prognéstico fetal através da reducao
dos acidos biliares no compartimento fetal, enquanto restaura a capacidade de a placenta
realizar a transferéncia desses compostos para a mae. (60)

A colestiramina, resina de troca iénica forte, reduz a absorcao dos acidos biliares no
ileo aumentando a sua excrecao fecal. No entanto, ndo é considerado um tratamento de
primeira linha pois pode contribuir para o aparecimento de esteatorreia e aumentar o défice
de vitamina K. (50,58,59) A plasmaférese foi experimentada e pode diminuir a gravidade do
prurido, além de melhorar parcialmente os disturbios bioquimicos, mas é um procedimento
de alto risco, devendo, por esta razao, ser reservado para casos graves em que todas as
outras opgdes de tratamento forem esgotadas. Outra opgao para esses casos é a drenagem
nasobiliar.  No  entanto, continua a haver necessidade de  melhores
medicamentos/procedimentos para tratar a ICP. (53)

Mentol, locbes e anti-histaminicos (orais e tépicos) demonstraram ser seguros e
eficazes no alivio do prurido. No entanto, essas substancias ndo atuam a nivel da funcao
hepatica ou dos niveis de acidos biliares. (55,58)

Como as concentracoes séricas elevadas de acidos biliares estdo associadas ao risco
de natimorto e os acidos biliares séricos podem continuar a aumentar com o avango da
gestacao, é aconselhavel continuar a monitorizar, devendo ser efetuados testes semanais de
funcao hepatica ao longo da gravidez. (53,58)

Em geral, o parto resolve os sintomas maternos acompanhados pela normalizagcao
dos testes hepaticos séricos. (52,54,57) Assim, o parto precoce tornou-se amplamente
implementado no tratamento da ICP devido ao aumento das taxas de morte fetal com o
avanco da idade gestacional, particularmente ap6és a 362 semana. O parto antes de 36
semanas pode ser indicado dependendo das circunstancias laboratoriais e clinicas.
(53,55,58,62) Quando o parto esta a ser considerado, a vitamina K deve ser administrada em
casos de prolongamento do tempo de protrombina secundario a colestase, para reduzir a
hemorragia periparto. (55)

A dexametasona pode ser usada, se necessario, para promover a maturidade
pulmonar fetal antes do parto de um feto prematuro. (54,56) Para além disso, deve ser
administrada vitamina K ao recém-nascido imediatamente a seguir ao parto para reduzir o
risco de hemorragia intracraniana, sobretudo se a mée tiver sido medicada com
colestiramina.(50)

Como a ICP pode ser um preditor para o desenvolvimento de doenga hepatica e biliar

materna no futuro (54), € importante confirmar que os sintomas, testes bioquimicos de funcao
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hepética e as concentragbes séricas de &cidos biliares voltam ao normal dentro de 3 meses
apés o parto. (53)

Recorréncia: A ICP recorre durante as gestagdes subsequentes em 45-70% com
gravidade variavel (53,57,59), com tendéncia a ser mais grave e a ocorrer em idade
gestacional mais precoce. (58) A ocorréncia em 60-90% das gestagdes subsequentes sugere
uma alteragao genética com expressao provocada pelas hormonas da gravidez ou pelo uso
de anticoncetivos orais. (50)

Para mulheres com ICP anterior de inicio precoce, com concentracdes séricas de
acidos biliares acima ou iguais a 40 mmol/L, ha 20% de hip6teses de ter uma mutagao
patogénica no gene ABCB11/ABCB4. Assim, nestes casos, € aconselhavel considerar
triagem genética, assim como aquelas com histoérico familiar de doenga hepatobiliar. (53)

B.2.2. Sindrome HELLP (hemdlise, enzimas hepaticas aumentadas, plaquetas
baixas)

Os disturbios hipertensivos da gravidez sdo uma das principais causas de mortalidade
materna e perinatal em todo o mundo, com pré-eclampsia/eclampsia complicando 2% a 8%
das gestacoes e responsavel por 25% das complicagdes maternas graves, incluindo a morte.
(53) Define-se hipertensao arterial (HTA) na gravidez como tensao arterial sistélica superior
ou igual a 140 mmHg ou diastdlica superior ou igual a 90 mmHg, em duas medi¢cdes
separadas por, pelo menos, 4 horas. (62)

A pré-eclampsia geralmente envolve mulheres normotensas previamente saudaveis,
apés 20 semanas de gestagdo, geralmente no terceiro trimestre, sem fatores de risco
conhecidos ou partos anteriores. (63) Esta condi¢ao é caracterizada, normalmente, por niveis
de pressao arterial elevados associados a presenga de proteinas na urina. (48,52,55,63,64)
O controlo rigoroso da pressao arterial € essencial, mas o envolvimento hepatico esta
relacionado a uma pré-eclampsia mais grave, devendo ser realizado o parto. (52) Se a mae
desenvolver convulsdes generalizadas, a condicdo é chamada de eclampsia. (48,55)

A sindrome HELLP foi descrita pela primeira vez em 1982 por Weinstein. (54,65,66)
Ocorre em 0,5 a 0,9% de todas as gestacdes (65—-67) e em até 20% das mulheres com pré-
eclampsia. (52,53) Pode também ocorrer em gravidas normotensas e sem proteinuria.
(50,52-54,66) Ou seja, pode representar uma complicacao ou progressao da pré-eclampsia
grave, no entanto, essa relagdo foi contestada por evidéncias recentes de que podem ser
disturbios separados, ja que hipertensao ou proteinuria estao ausentes em, pelo menos, 15
a 20% das pacientes com sindrome HELLP. (64) Esta patologia € caracterizada por anemia
hemolitica, enzimas hepaticas elevadas e plaguetas baixas. (52-54) Avaliando a progressao

natural da sindrome, Weinstein concluiu que a trombocitopénia ocorre primeiro,
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desenvolvendo-se, posteriormente o aumento das enzimas hepéticas e finalmente a
hemdlise. (65)

Existem doengas graves que podem mimetizar a sindrome HELLP, como AFLP, a
sindrome hemolitico-urémica (SHU), a purpura trombocitopénica tromboética (PTT) e o LES.
Estas patologias podem apresentar elevada morbidade e mortalidade, pelo que um
diagnéstico diferencial € necessario para que seja realizada uma gestao adequada. (66,68)

Etiologia: Até hoje, nao foi possivel identificar-se, a nivel mundial, uma causa genética
para um risco aumentado de sindrome HELLP. Um provavel mecanismo etiolégico é
representado pelo efeito combinado de multiplas variantes genéticas com efeitos adicionais
de fatores maternos e ambientais. (63,67)

Alguns estudos afirmam que variantes genéticas no gene Fas e VEGF (Fator de
crescimento endotelial vascular) e mutacao do fator de coagulagéo V Leiden (FVL) estao
associadas a um risco aumentado de HELLP em comparagao com mulheres saudaveis. Para
além disso, variantes no gene do recetor de glicocorticéide e no gene do recetor do tipo Toll
(TRL) aumentam o risco de sindrome HELLP. (67) Embora a razao precisa ainda nao tenha
sido totalmente elucidada, niveis inadequados de citocinas que levam a uma série de
modificagbes fisiopatoldgicas parecem ser a base desta sindrome. (67)

Foi recentemente relatado que pacientes com infecdo por SARS-CoV-2 durante a
gravidez apresentam risco aumentado de pré-eclampsia e sindrome HELLP. (64)

Os fatores de risco sdo idade materna avangada, multiparidade e etnia caucasiana.
(50,52,54)

Fisiopatologia: As principais caracteristicas fisiopatolégicas da pré-eclampsia séao
invasoes trofoblasticas superficiais que afetam a remodelacao de artérias espiraladas, o que
leva a diminuicdo do fluxo sanguineo da placenta uterina, aumento do stress oxidativo
placentario e ainda um desequilibrio entre fatores angiogénicos e anti-angiogénicos. Estas
alteracdes preparam o terreno para o desenvolvimento de HELLP pois induzem disfuncgao
endotelial e uma resposta inflamatéria sistémica. (50,53,55,63,64)

Particulas sinciciotrofoblasticas e outros fatores placentarios interagem com as células
imunoldgicas maternas e as células endoteliais vasculares, ativando a cascata de coagulacao
e o complemento. A regulagéo prejudicada do complemento pode levar ao desenvolvimento
de microangiopatia tromboética observada em gravidas com sindrome HELLP. (67) O nivel
seérico do fator von Willebrand multimérico ativo (VWF) é maior neste distarbio em
comparagdo com a gravidez normal. E libertado por células endoteliais vasculares fortemente
ativadas e promove a agregacao plaquetaria favorecendo a adesao das plaquetas a intima
dos vasos e, por conseguinte, a trombocitopénia.(63,67) Esta deposigéo e agregacao das
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plaquetas nas areas de endotélio alterado agravam, ainda mais, as lesdes da intima (50,67),

diminuindo a producgéo de prostaciclina. Estas alteragdes contribuem para o desencadear de

vasoconstricdo generalizada, mais agravada ainda pelo aumento da produgéao de endotelina

com potente atividade vasoconstritora.(50)

Por outro lado, os eritrécitos vao sofrendo danos a medida que passam através dos

vasos sanguineos com comprometimento do endotélio e da deposigao de fibrina nas paredes

vasculares, resultando em anemia hemolitica microangiopatica (MAHA). (53,65,67)

A nivel do tecido hepatico, a lesdo isquémica resultante desencadeia a libertagao de

mediadores pro-inflamatorios, resposta ao stress oxidativo dos hepatécitos e aumento da

lesdo das células hepéticas. (53,55,67) As enzimas hepaticas elevadas refletem lesdo na

microcirculagao hepatica e consequente comprometimento de sua fungéo. (65)

Apresenta-se, na figura 15, o esquema da fisiopatologia da sindrome HELLP.

Diminuigao do fluxo sanguineo

Aumento do stress oxidativo

Desequilibrio entre fatores

da placenta = isquémia placentario angiogénicos e anti-angiogénicos
T i |
Resposta inflamatdria sistémica (ativagdo da cascata de coagulagdo e do complemento)
¥
Ativagao e disfungéo endotelial
|
v v v
Fragmentacao dos GV Agregagao plaquetaria e adeséo a Libertagao de mediadores pro -
v intima dos vasos inflamatorios com consequente
Anemia hemolitica microangiopatica lesdo de hepatdcitos
: 7

Anemia, LDH e bilirrubina

elevada, haptoglobina diminuida

A 4

Plaquetas baixas

Enzimas hepéticas aumentadas

A

Figura 15 - Esquema da fisiopatologia da sindrome HELLP
Alteragcbes na placenta associadas a pré-eclampsia predispéem o desenvolvimento da sindrome
HELLP. Lesao isquémica com libertagdo aumentada de mediadores inflamatdrios na circulagdo materna e
desequilibrio entre fatores pro e antiangiogénicos levam a ativagdo das vias de coagulacdo e do
complemento. A cascata de coagulagdo é ativada pela adeséo das plaquetas ao endotélio ativado e
danificado. Os glébulos vermelhos s&o lisados a medida que fluem através dos vasos danificados, causando
anemia hemolitica microangiopatica. Lesao microvascular de multiplos érgdos e necrose hepatica levam as
manifestagées clinicas da sindrome HELLP (Adaptado de (53))

Diagndstico: A sindrome HELLP pode ser diagnosticada antes do parto (em 70% dos

casos, entre a 272 e a 302 semana de gestacao) ou apés o parto (desde algumas horas, até

ao 6°%ia, com a média a ocorrer as 48 horas). (50,52-54,64,65) O diagnéstico € baseado

principalmente na apresentacao clinica e na avaliagcao laboratorial.
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« Manifestacoes clinicas: As gravidas com esta sindrome, geralmente apresentam dor
epigastrica e no quadrante superior direito (sobre o figado), nduseas acompanhadas,
ou nao, por vomitos, ganho de peso ou edema, cefaleia e mal-estar. (52-56,64) Por
outro lado, um numero significativo de gravidas é assintomatico. Ao exame,
hipertensdo e proteindria estdo presentes em até 85% dos casos. (52,54,55) A
ictericia é rara, ocorrendo em apenas 5% dos casos. (56) No entanto, as mulheres
com sindrome HELLP podem, também, apresentar sintomas inespecificos ou sinais
subtis de pré-eclampsia. Os sintomas geralmente progridem continuamente e a sua
intensidade, geralmente, muda espontaneamente. A sindrome HELLP é caracterizada
por exacerbacao durante a noite e recuperacao durante o dia. (66)

« Achados laboratoriais: A hemdlise resulta da anemia hemolitica microangiopatica,

podendo ser identificada macroscopicamente pela presenga de hemoglobinémia ou
hemoglobinuria em cerca de 10% das mulheres gravidas com sindrome HELLP. A
hemoglobina libertada, devido a hemdlise, é convertida em bilirrubina ndo conjugada
no baco ou liga-se a haptoglobina. O complexo hemoglobina-haptoglobina é
rapidamente sequestrado pelo figado, o que leva a uma diminuigao pronunciada dos
niveis plasmaticos de haptoglobina, chegando por vezes a niveis indetetaveis, uma
vez que esta proteina ndo é produzida em resposta ao seu consumo. (65,66)
Alteracbes bioquimicas notaveis incluem hemolise - altos niveis séricos de bilirrubina
total superior ou igual a 1,2 mg/dl ou lactato desidrogenase (LDH) superiores a 600
Ul/I ou haptoglobina inferior ou igual a 25 mg/dl - elevacao das transaminases (AST
superior a 70 UI/L ou duplicagdo do valor habitual) e contagem de plaquetas inferior
a 100000/mm?3. (62) A contagem de glébulos brancos é maior nestas doentes e esta
correlacionada com a gravidade da sindrome. (67)
Um outro indicador da anemia hemolitica microangiopatica é a presenca de glébulos
vermelhos fragmentados (esquizécitos) ou contraidos com espiculas (equindcitos) no
esfregaco de sangue periférico. (63,65-67) Glébulos vermelhos policromaticos
também sao observados e 0 aumento da contagem de reticuldcitos reflete a libertagao
compensatoéria de gldébulos vermelhos imaturos no sangue periférico. (66) O tempo de
protrombina permanece normal, a menos que haja evidéncia de coagulacao
intravascular disseminada (CID) ou lesdo hepatica grave. (53,54,64) Teores de acido
urico sérico superior a 464 pmol/L (7,8 mg/dL) esta associado a aumento da
mortalidade materna e fetal. (54)

A ultrassonografia abdominal é indicada para avaliar o tamanho do figado, paténcia

da vascularizacdo e sinais de hipertensao portal. Ascite detetada por imagem e/ou

clinicamente, pode estar presente e frequentemente é transitéria com caracteristicas de
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liquido ascitico consistentes com hipertensao portal. (53) Este exame continua a ser uma
ferramenta rapida e segura para descartar hematomas subcapsulares e rotura hepatica. (55)
A bidpsia hepatica continua sendo um procedimento de alto risco devido a
trombocitopénia.(54)

Na figura 16 estdo representados os sistemas de classificacdo reconhecidos da
sindrome HELLP: Tennessee e Mississippi. (54,65—67)

HELLP class  Tennessee Classification Mississippi classification

| Platelets < 100-10%/L Platelets < 50-10%/L
AST =70 IU/L AST or ALT =70 IU/L
LDH = 600 IU/L LDH = 600 IU/L

2 Platelets < 100-10%/L
> 50-109/L
AST or ALT =70 IU/L
LDH > 600 IU/L

3 Platelets < 150-10%/L
> 100-10%/L
AST or ALT =40 IU/L
LDH = 600 IU/L

Figura 16 - Sistemas de classificacdo da sindrome HELLP:
Tennessee e Mississippi (66)

A classificacdo de Tennessee é amplamente utilizada para diagnéstico. (67,68) Neste
tipo de classificacdo, o resultado pode ser completo (demonstracdo de hemdlise,
aminotransferases elevadas e trombocitopénia) ou incompleto, isto €, englobando apenas um
ou dois componentes da triade. (50,53,54,65,67,68) A classificagdo de Mississippi sublinha a
gravidade do disturbio de acordo com a intensidade da trombocitopénia. (50,67,68) Estas
classes tém sido usadas para o estabelecimento de medidas mais agressivas (plasmaférese,
por exemplo), bem como para prognosticar a rapidez da recuperacao pés-parto e o desfecho
materno e perinatal. (50)

Complicacoes: As complicagbes maternas e fetais da sindrome HELLP séao
relevantes. A taxa de mortalidade materna é de 1% e a perinatal é de 6 a 70%. (52,54) No
entanto, foram relatadas taxas de mortalidade materna mais elevadas em casos de
hemorragia cerebral ou rotura hepatica. (66)

As complicagdes maternas incluem edema pulmonar e CID, com evidéncia de
produtos de degradacdo de fibrina elevados e dimeros d, fibrinogénio baixo e aumento
secundario do tempo de protrombina. (50,52). A mortalidade materna também esta
relacionada com casos em que ocorre descolamento prematuro da placenta, hemorragia pés-

parto ou insuficiéncia renal aguda. (64) As complicagdes neuroldgicas potencialmente fatais

78



Raquel Amaro Relatdrio de estagio

da sindrome HELLP s&o raras, mas incluem hemorragias cerebrais extensas ou a nivel do
tronco cerebral, trombose e infartos ou edema cerebral complicado por hérnia cerebral. (66)

A obstrucao sinusoidal hepatica e intra-congestao vascular contribuem para aumento
da pressao hepatica e necrose, levando a hemorragia subcapsular e intraparenquimatosa. A
neovascularizagdo, desencadeada pela lesdo isquémica, pode contribuir ainda mais para o
risco de hemorragia, dada a fragilidade dos novos vasos no contexto dos episodios
hipertensivos. A hemorragia intra-hepatica, se extensa, leva a um hematoma subcapsular,
com risco de rotura com expansao, aumento abrupto da pressdo arterial ou trauma.
(50,53,55,64,65,67) Deve suspeitar-se de infarto hepatico quando existe dor no quadrante
superior direito com febre, enquanto inchago abdominal ou apresentacéo de choque podem
ocorrer em caso de rotura hepatica. (56)

O mau prognéstico perinatal é devido ao descolamento prematuro da placenta, hipdxia
intrauterina, asfixia, prematuridade e baixo peso ao nascer. (64,66) A trombocitopénia
neonatal ocorre entre 15% e 38% dos casos e é um fator de risco significativo para
hemorragia intraventricular e complicagdes neuroldgicas de longo prazo. Também foram
relatadas complicacdes tipicas apés o parto prematuro, como a sindrome do stress
respiratério e persisténcia do canal arterial. (66)

Tratamento: Todas as gravidas com diagnostico de sindrome HELLP devem ser
transferidas para um hospital dotado de todos os recursos obstétricos e com unidades de
cuidados intensivos, tanto para recém-nascidos como para adultos. (50)

O apoio da anestesiologia e imunohemoterapia sdo importantes para considerar
suporte transfusional (plaquetas, plasma fresco congelado, concentrado eritrocitario) em caso
de coagulopatia ou trombocitopénia inferior a 40000/ mm? e a plasmaférese em situagoes
refratarias. (62) A transfusdo de plaquetas deve ser considerada antes do parto,
especialmente se houver probabilidade de cesariana. (56)

Uma vez que a sindrome HELLP se desenvolve, o Unico tratamento eficaz é o parto
imediato, especialmente apds 34 semanas de gestacdo. Deve administrar-se sulfato de
magnésio para prevenir convulsdes maternas, sempre que os valores tensionais estiverem
aumentados e corticosteroides para, ndo s6 promover a maturidade pulmonar fetal, quando
a gestacdo é inferior a 34 semanas, como aumentar da contagem das plaquetas.
(50,52,55,64—66) Em caso de agravamento da pressao arterial e/ou dos parametros
laboratoriais, ocorréncia de disfungao hepatica grave, CID ou deslocamento prematuro da
placenta a interrupg¢ao imediata da gestacao é necessaria, seja qual for o tempo de gravidez.
(50) A cesariana é a opgao mais segura nas complicagbes hepaticas, CID, complicagbes

neurologicas graves e no edema pulmonar grave ou quando ndo ha resposta rapida a
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terapéutica. (62) Uma intervengdo cirurgica, incluindo transplante de figado, pode ser
necessaria se houver evidéncia de rotura do figado. (64)

Ap6s o parto, uma monitorizagdo rigorosa da mae deve continuar, pois algumas
mulheres podem piorar a trombocitopénia e aumentar os niveis de LDH até 2 dias apés o
parto, o que podera desencadear um processo hemorragico. Habitualmente, a sindrome
HELLP esta completamente regredida uma semana apés o parto, mas na classe | do sistema
de Mississippi, a normalizagao dos parametros requer um periodo mais longo, assim como
em situagdes em que ocorreu deslocamento prematuro da placenta, CID ou disfungéo renal
importante. (50,52,68)

Recorréncia: As mulheres com sindrome HELLP, principalmente as portadoras de
hipertensao arterial crénica, apresentam uma taxa elevada de complicacdes em futuras
gestacdes (pré-eclampsia, parto pré-termo, entre outras), mas a probabilidade de ocorrer
uma nova sindrome HELLP é relativamente baixa. (50) O risco de recorréncia relatado mais
elevado foi de 7%. (55)
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Conclusao

O estagio curricular realizado no Laboratério Fernanda Galo, em Tomar, foi muito
positivo no que se refere a aquisicdo de competéncias, tendo sido possivel aprofundar e por
em pratica muitos dos conhecimentos adquiridos no Mestrado em Analises Clinicas. Ao longo
de seis meses, foi possivel ver e contactar diretamente com um elevado numero de
equipamentos utilizados na realizagdo de um leque muito alargado de parametros nas
diversas areas, perceber os principios do seu funcionamento, verificar como é feito o
processamento das amostras e o controlo de qualidade dos resultados obtidos, bem como
percecionar eventuais interferéncias sobre cada um dos parametros, de forma a prevenir a
sua ocorréncia e, assim, contribuir para que sejam entregues aos utentes resultados precisos
e fiaveis.

Relativamente a teméatica desenvolvida na monografia e que relacionava a bioquimica
clinica na gravidez, em particular na avaliagéo da fungéo hepéatica e patologias que Ihe podem
estar associadas, foram referidas as alteragdes fisiologicas que ocorrem ao nivel das
diferentes fung¢des incluindo, necessariamente, na fungao hepatica. No entanto, é importante
salientar a necessidade de saber distinguir o limiar entre o fisiol6gico e o patoldgico para que,
quando necessario, seja realizado um diagnéstico rapido e preciso, tendo presente que é
fundamental perceber quando a doenca hepatica esta, ou néo, relacionada com a gravidez,
ja que se diferenciam os modos de atuacgao a adotar. Para o efeito, a investigacao deve incluir
a histéria clinica, o exame fisico e os exames laboratoriais e imagioldgicos.

Uma vez que, por um lado, a doencga hepatica na gravidez se pode apresentar desde
alteracdes subtis no perfil bioquimico do figado a uma insuficiéncia hepatica fulminante e, por
outro lado, como as duas patologias descritas - colestase intra-hepatica e sindrome HELLP -
sao bastante complexas, é fundamental a existéncia de uma equipa multidisciplinar para que
os efeitos e eventuais complicagdes sejam reduzidas ao minimo possivel, tanto para a mae

como para o seu bebé.
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