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Resumo

O presente relatorio de estagio refere-se ao estagio curricular realizado no &mbito do
Mestrado em Analises Clinicas ministrado pela Faculdade de Farmacia da Universidade de
Lisboa, tendo sido realizado no servigo de Patologia Clinica do Hospital de Braga. Este estagio
abrangeu as areas da Quimica Clinica, Imunologia, Microbiologia, Hematologia e Biologia
Molecular e teve a duracdo de 750 horas. O seu objetivo é dar a conhecer as atividades por
mim desenvolvidas e os conhecimentos adquiridos neste periodo de estagio. Assim, para
cada uma das valéncias sao mencionados os equipamentos com que contactei e as técnicas
utilizados durante o meu periodo de estagio, bem como atividades desenvolvidas para além

dos objetivos do estagio.

Palavras-chave: Quimica Clinica, Imunologia, Microbiologia, Hematologia e Biologia

Molecular

4 Sofia Alexandra Abranches Matias



Dissertacdo — Mestrado em Analises Clinicas

Abstract

This internship report was carried out within the curricular internship of the master’'s
degree in Clinical Analyses taught by the Faculty of Pharmacy of the University of Lisbon, have
been carried out in the Clinical Pathology service of the Braga Hospital. This internship covered
the areas of Clinical Chemistry, Immunology, Microbiology, Hematology and Molecular Biology
and lasted 750 hours. This report objective is to give knowledge about the place where |
performed my curricular internship, as well as the activities developed by me in this internship.
Thus, for each of the valences are mentioned the equipment and techniques used during my

internship period, as well as activities developed beyond the objectives of the internship.

Keywords: Clinical Chemistry, Immunology, Microbiology, Hematology and Molecular Biology
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Siglas e abreviaturas

ADA - Adenosina desaminase

ADP - Difosfato de adenosina

AEQ - Avaliagdo Externa da Qualidade
ALP — Fosfatase alcalina

ALT - Alanina aminotransferase

ANA — Anticorpos antinucleares

ANCA — Anticorpos anti citoplasma dos
neutrofilos

APTT — Tempo de tromboplastina
parcial ativada

ASCA - Anticorpos anti-
Saccharomyces cerevisiae

AST — Aspartato Aminotransferase
ATP — Trifosfato de adenosina

BASO - Basofilos

BCG — Verde de bromocresol

BTC — Butiriltiocolina

CMV - Citomegalovirus

CK — Creatina cinase

CK-MB - |Isoenzima cardiaca da
creatina cinase

CQl - Controlo de Qualidade Interno
CRE - Enterobacteriales resistentes
aos carbapenemos

ctCO2 — Concentracao total de didxido
de carbono no sangue

CTFF - Capacidade Total de Fixacao do
Ferro

DGGMR - 1,2-O-Dilauryl-rac-glycero-3-
glutaric acid-(6'-methylresorufin)
(substrato cromogéneo da lipase)
DMAE — Ester dimetil de acridina

DNA — Acido desoxirribonucleico
dsDNA — DNA de dupla hélice

DTNB - 2-acido nitrobenzadico

EBNA — Antigénio nuclear para o virus
Epstein-Barr

K3EDTA — Acido etilenodiamino tetra-
acético

EGTA - Acido Egtazic

ELISA - Ensaio de ImunoAbsorgao
Enzimatica

ENA - Anticorpos anti-antigénios
nucleares extraiveis

EO - Eosindfilos

EUCAST - Comité Europeu de Testes
de Sensibilidade Antimicrobiana

FITC — Fluoresceina

IFI — Imunofluorescéncia indireta

IG — Granulécitos Imaturos

IMT — Tecnologia de multissensores
integrados

IP — Fosfato inorganico

IPF — Fragéo das plaquetas imaturas
IRC - Insuficiéncia Renal Crénica

IRF — Fracao dos reticulocitos imaturos
GPL - Unidades fosfolipidicas 1gG (1 ug
de anticorpo IgG)

HbA1 — Hemoglobina A1

HbA1c — Hemoglobina glicosilada
HbA2 — Hemoglobina A2

HbS — Hemoglobina S

HbC — Hemoglobina C

HbF — Hemoglobina fetal

hCG - Gonadotrofina coridnica humana
HCOs — lao bicarbonato

HCT - Hematdcrito

HDL - Lipoproteinas de alta densidade
HGB — Hemoglobina

HIL — Hemodlise, ictericia e lipémia

HLA - Antigénios leucocitarios
humanos

HPLC — Cromatografia liquida de alto
rendimento

HSV - Virus Herpes Simplex

LA — Anticoagulante Lupico

LBA — Lavado broncoalveolar

LCR - Liquido cefalorraquidiano

LD - Lactato desidrogenase

LDL - Lipoproteinas de baixa
densidade

LYMPH - Linfécitos

MALDI-TOF - Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization Time Of Flight
MCH — Hemoglobina corpuscular média
MCHC - Concentragdo de hemoglobina
corpuscular média

MCYV — Volume corpuscular médio

MN — Células Mononucleares

MONO - Mondcitos

MPO - Mieloperoxidase

MPV - Volume plaquetario médio

MRSA - Staphylococcus aureus
meticilina resistentes
NAD* - Nicotinamida adenina
dinucledtido oxidado
NADH - nicotinamida adenina

dinucleodtido reduzido
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NADPH - Fosfato de dinucleétido de
nicotinamida e adenina

NEQAS - Servico de Avaliagdo Externa
da Qualidade do NHS

NEUT - Neutrdfilos

NRBC - Eritrécitos nucleados
NT-proBNP — Fragmento N-terminal do
péptido natriuréticos cerebral

P5P — Piridoxal-5’-fosfato

pCO2 — Pressao parcial do didéxido de
carbono

PCR - Reacéo de polimerase em cadeia
PETINIA — Técnica de imunoensaio de
inibigdo turbidimétrica melhorada por
particulas homogéneas

PLT - Plaquetas

PMN — Células polimorfonucleares

pO2 — Pressao parcial do oxigénio

PR — Particulas sintéticas gentamicina
PR3 — Proteinase 3

PT — Tempo de Protrombina

RIQAS - Servico Internacional de
Avaliagdo Externa da Qualidade da
Randox

RBC - Eritrocitos

RDW - indice de distribuicdo dos
eritrocitos

RET - Reticulécitos

RET-He — Conteudo de hemoglobina
nos reticuldcitos

Rpm — Rotacdes por minuto

RPR — Reagina Plasméatica Rapida
SAFLAS - Algoritmo de Sinalizagao
Adaptativa Sysmex baseado no
reconhecimento de Forma

SFL — Luz dispersa frontalmente

SNPs - Polimorfismos de um unico
nucledétido

SSC - Luz dispersa lateralmente

TNB - 5-tio-2-nitrobenzoato

TSA — Teste de suscetibilidade aos
antibioticos

VIH - Virus da Imunodeficiéncia
Humana

VHC - Virus da Hepatite C

VLDL - Lipoproteinas de muito baixa
densidade

VS — Velocidade de Sedimentacao
VWF — Fator de Von Willebrand

WBC - Leucécitos

YGT — Gama glutamil transferase

12

Sofia Alexandra Abranches Matias



Dissertacdo — Mestrado em Andlises Clinicas

Parte |

Sofia Alexandra Abranches Matias

13



Dissertacdo — Mestrado em Andlises Clinicas

1. Introducao

O presente relatério de estagio tem como principal objetivo a consolidagdo dos
conhecimentos tedricos adquiridos no decorrer do Mestrado em Analises Clinicas, bem
como a aquisicao de competéncias técnicas e a correlagado dos conhecimentos tedricos
previamente adquiridos e estas técnicas.

Assim sendo, engloba uma apresentagdo do local onde decorreu o estagio, a
identificagdo das metodologias utilizadas na determinagdo de diversos analitos, as
carateristicas das diferentes valéncias que fizeram parte do estagio realizado, bem
como a importancia do controlo de qualidade interno (CQIl) e da avaliacao externa da
qualidade (AEQ) na rotina do laboratério. Encontra-se ainda informacao sobre os
produtos bioldgicos necessarios para cada analise, os equipamentos utilizados e o
desenvolvimento de técnicas manuais.

O estagio curricular efetuado no ambito do Mestrado em Analises Clinicas teve
lugar no Servico de Patologia Clinica do Hospital de Braga, entre o dia 15 de margo de
2022 e o dia 26 de agosto de 2022, num total de 750 horas, tendo compreendido as
areas de Quimica Clinica, Imunologia, Hematologia, Microbiologia e Biologia Molecular,

e tendo sido orientado pela Dra. Maria Joao Filipe de Sousa.

1.1. Caraterizagao do Servigo de Patologia Clinica

O Servigo de Patologia Clinica é dirigido pelo Dr. Aurélio Mesquita, Médico
Patologista Clinico, que na qualidade de diretor de servigo, dirige toda a equipa
multidisciplinar de médicos, farmacéuticos e bidlogos. A equipa de técnicos superiores
de diagndstico e terapéutica, bem como os assistentes operacionais s&o coordenados
pela Técnica Superior Catarina Rebelo.

O Servigo de Patologia Clinica do Hospital de Braga dedica-se ao diagnéstico de
doencgas atraveés da analise laboratorial e encontra-se localizado em meio hospitalar,
respondendo as necessidades do internamento, das consultas externas, da central de
colheitas, do hospital de dia, do bloco operatério, da cirurgia de ambulatério e do servigo
de urgéncia do Hospital de Braga. Assim sendo, este funciona em regime permanente,
garantindo uma resposta eficaz a todos os tipos de utentes, tendo um horario de rotina,
de segunda a sexta-feira entre as 8:30 e as 16:30, e um horario de urgéncia todos os

dias, 24 horas por dia.
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O Hospital de Braga, onde se encontra integrado o Servi¢o de Patologia Clinica,
€ o hospital publico de referéncia nos distritos de Braga e Viana do Castelo, conta com
704 camas e presta cuidados de saude a cerca de 1,2 milhdes de utentes. As suas
instalacbes tém 3312 colaboradores que se distribuem pelas areas da assisténcia
médica, investigacao e ensino universitario, sendo que 68 sédo colaboradores do servigo
de Patologia Clinica.

A equipa de profissionais do servico de Patologia Clinica é constituida por
Médicos Patologistas Clinicos (9), Médicos internos de formagado especifica (5),
Farmacéuticos (4), Técnicos Superiores de Saude (2), Técnicos Superiores de
Diagnostico e Terapéutica (39), Assistentes Técnicos (5) e Assistentes Operacionais
(4)".

1.1.1. Missao

O Hospital de Braga tem como missao prestar cuidados de saude de exceléncia,
através de uma pratica caraterizada pela qualidade, competéncia, rigor, eficiéncia e
diferenciacdo, fortalecendo o principio da humanizacdo e envolvimento com a
comunidade, e promovendo simultaneamente a valorizacdo pessoal e técnica dos seus
colaboradores.

Paralelamente, incentiva o ensino e fomenta a investigacdo, em estreita
colaboragao com instituicdes universitarias, nas varias vertentes das ciéncias da saude.

O servigo de Patologia Clinica tem como missao propria assegurar a realizagao
de exames laboratoriais nas areas da Hematologia, Quimica Clinica, Imunologia,
Microbiologia e Biologia Molecular, com qualidade e celeridade, acompanhando de
forma eficaz a atividade assistencial do Hospital de Braga e, prestando apoio no
diagndstico precoce, progndstico e monitorizagéo das diferentes patologias e situagdes
clinicas, na instituicdo de terapéuticas eficazes e na avaliagdo e monitorizagdo da

resposta terapéutica).

1.1.2. Visao

O Hospital de Braga tem como visdo ser uma referéncia na prestagdo de
cuidados em saude em Portugal, assente nas melhores praticas clinicas e na inovagéo,
promovendo o desenvolvimento sustentado, a par de uma relacdo de exceléncia com

os seus utentes, familiares e profissionais(".
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1.1.3. Valores e Principios

O Hospital de Braga tem como valores: respeito; desenvolvimento humano;
competéncia; responsabilidade; paixdo; compromisso; e inovagdo. Simultaneamente,
tem como principios: o respeito pela dignidade humana e orientagdo com foco no utente;
o talento, formacéao, multidisciplinaridade e trabalho em equipa; uma cultura de gestao
e pratica assistencial centradas em elevados padroes éticos; a promog¢ao da saude na
sociedade e envolvimento na comunidade; o fomento de praticas de sustentabilidade,

nomeadamente ambiental; a eficiéncia no uso dos recursos e probidade na conduta‘®.

1.2. Fluxograma geral("
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2. Rececgao e Triagem de amostras

Atividades acompanhadas no periodo de estagio:
Registo da receg¢do de amostras pelo Laboratério
Divisédo entre a triagem geral e a triagem de microbiologia
Triagem das amostras para as diferentes valéncias
Centrifugacéao e preparagao de aliquotas
Nidmero de analises realizadas pelo Servigo de Patologia em 2022:
3168 270
Nidmero de doentes que utilizaram o Servigo de Patologia Clinica em 2022:

568 393

A rececéo e triagem das amostras estdo englobadas na fase pré-analitica, fase
onde ocorrem a grande maioria dos erros laboratoriais. E nesta fase que também se
insere a preparagao dos utentes e a colheita das amostras. Para minimizar estes erros
existem protocolos que eliminam variagdes introduzidas pelo ser humano e que
permitem a standartizacado dos procedimentos dentro do laboratério.

No caso do servigo de Patologia Clinica do Hospital de Braga, a preparagéo dos
doentes, bem como a colheita das amostras, nao é realizada no mesmo espaco fisico
onde se encontra o laboratério, podendo as amostras serem provenientes dos varios
servigos do hospital, ou da central de colheitas, que se localiza noutra area do hospital.
Assim sendo, tive a oportunidade de visitar a Central de Colheitas, porém nao fez parte

do meu estagio a permanéncia na mesma.

2.1 Rececgao administrativa de amostras

Para que as amostras entrem no laboratorio é necessaria a passagem pelo setor
de rececado de pedidos e amostras. Este setor, composto por 3 assistentes técnicos,
assegura a introducdo das prescrigdbes médicas no sistema informatico (Clinidata),
confirma a recegdo de todas as amostras necessarias para a realizagdo das analises
prescritas, identifica as amostras com cdédigos de barras (se ndo vierem do local de
origem ja com codigo de barras) e distribui as amostras entre a triagem geral e a triagem

da microbiologia.
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2.2 Triagem de amostras

ApoOs a rececdo, as amostras vao ser triadas. Sendo o setor da triagem que realiza
a triagem, o processamento, a conservacao, o tratamento e a aliquotagem das amostras
recebidas e procede ao encaminhamento das amostras e aliquotas para as diferentes
areas laboratoriais da fase analitica.

O processamento das amostras prende-se com a centrifuga¢do dos tubos, a fim de
separar o plasma, ou soro, dos restantes componentes celulares sanguineos, a 3500
rotagdes por minuto (rpm) durante 10 minutos e a medigédo do volume das amostras de
urina a tempo determinado, para a execugao de calculos, por exemplo, no caso da
clearance da creatinina. Apds o processamento das amostras, sdo realizadas as
aliquotas necessarias e distribuidas pelas diferentes valéncias manualmente.

Para além do processo inicial de triagem e do processamento das amostras, esta
area a responsavel pela rececado dos tubos apos a realizagéo das analises na area da
Quimica Clinica, procedendo a verificagdo da realizagdo das mesmas e posterior
arquivamento. O arquivamento das amostras é feito de forma semelhante em todas as
areas devendo ser inserido no sistema informatico (Clinidata) o numero do frigorifico, da
bandeja e da posi¢ao ocupada por cada tubo (linha e coluna), permitindo que, em caso
de necessidade, o0 acesso as amostras seja facil e intuitivo. Este arquivo de amostras
tem uma duracado de uma semana, sendo necessaria a libertagcao das bandejas ao final

deste tempo.

2.3 Gasimetrias

Este setor é ainda responsavel pela
realizacdo das gasimetrias provenientes dos
servicos hospitalares que nao possuem
unidades proprias para a sua realizacdo. As

gasimetrias s&o analises de cariz urgente,
pois sofrem alteragbes significativas com o
passar do tempo, e, por isso, sdo processadas
com a maior brevidade possivel. O seu
processamento faz-se em 2 equipamentos
RapidLab 1265® da Siemens, que permitem a

. -~ 1 _ H H ®
determinacdo do pH, pCO2, pOa, ctCO;,, ctO,, ~Fgura 1 - Equipamento Rapidlab 1265% da
Siemens, para a realizagdo de gasimetrias (2).
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Na*, K*, Ca?*, ClI, gap anionico, glucose, lactato, ido bicarbonato, excesso de base,
hematocrito e de fragcbes da hemoglobina (hemoglobina total, oxihemoglobia,
desoxihemoglobina, metahemoglobina, carboxihemoglobina e sulfohemoglobina),
podendo ser realizadas em sangue arterial, ou venoso.

As determinagdes realizadas no RapidLab 1265® baseiam-se em eletroquimica, que
consiste na medig¢ao de corrente numa célula eletroquimica com dois ou mais elétrodos.
O mecanismo de reconhecimento molecular faz-se através de sensores concebidos,
para medir, de forma seletiva, a atividade de uma determinada substancia especifica.
Sendo que a concentragdo dessa substancia € medida através de potenciometria ou
amperometria, dependendo da substancia. Existem ainda alguns parametros que séo

obtidos através de calculos.®

Tabela 1 - Valores de referéncia para adulto dos pardmetros medidos numa gasimetria(?

Parametro Valores de referéncia Método utilizado
Equilibrio Acido-Base
pH 7,37 -7,45 ) )
Potenciometria
pCO- 35— 46 mmHg
HCOgs 21 — 26 mmol/L Calculo
ctCO, 23 — 28 mmol/L Calculo
Eletrdlitos
Na* 135 — 145 mmol/L
K* 3,6 —4,8 mmol/L ) )
Potenciometria
Ca? 1,15 - 1,35 mmol/L
Cr 95 — 105 mmol/L
Hiato aniodnico 8 — 16 mmol/L Calculo
Metabolitos
Glicose (sangue capilar) 70 — 100 mg/dL
Glicose (plasma venoso) 70 — 115 mg/dL ,
Amperometria com
Lactato (sangug total/plasma < 16 mg/dL biosensores
arterial)
Lactato (plasma venoso) 4,5 - 20 mg/dL
. Equacéo de
Bicarbonato ) Henderson-Hasselbach

Nivel de oxigénio

pO, ‘ 70 — 100 mgHg ‘ Amperometria

Co-oximetria

Fracdes da hemoglobina ‘ - ‘ Espetrofotometria
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3. Amostras inadequadas para analise

A fase pré-analitica é a principal responsavel pelo aparecimento de amostras
que nao estdo em condicdes de serem analisadas, provocando interferéncia nos
parametros que pretendemos determinar. Entre os varios tipos de amostras

inadequadas para analise destacamos as amostras:

Hemolisadas — amostras em que houve rutura dos eritrécitos, com libertacéo do
conteudo intracelular dos mesmos e aparecimento da tonalidade vermelha no
soro/plasma;

Ictéricas — amostras com tons amarelos, no soro/plasma, subsequentes a
disturbios hepatobiliares;

Lipémicas — amostras com elevada concentracdo de lipoproteinas ricas em
triglicéridos, que conferem turvagao ao soro;

Coaguladas — amostras com formagao de coagulo, proveniente, por exemplo,
da falta de homogeneizacdo dos tubos apds a colheita, ou de uma colheita mais
demorada/dificil;

Proporgdo sangue-anticoagulante errada — amostras em que os tubos com
anticoagulante nao foram preenchidos com sangue dentro da margem de tolerancia
indicada pela marca presente no mesmo. Podendo haver pouco anticoagulante para o
volume de sangue, ou anticoagulante em excesso. Esta interferéncia tem particular

relevancia no estudo da coagulagao.

Estas irregularidades podem ter diferente impacto consoante o analito em causa,
podendo mesmo ser critério de descarte da amostra e pedido de repeticao de colheita.
Enquanto as amostras coaguladas e com proporgao sangue:anticoagulante errada sao
a partida descartadas, as amostras com as trés primeiras interferéncias mencionadas
(HIL) séo avaliadas automaticamente nos auto-analisadores (determinagao de indices
de hemdlise, lipémia e bilirrubinemia, numa escala de 0 a 6), sendo o critério de rejeicao

da amostra diferente consoante o parametro que pretendemos determinar.
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4. Valéncia de Quimica Clinica

Responsavel da area:
Dr. Eurico Castro (Farmacéutico, Assessor Sénior)

Orientador do estagio nesta valéncia:
Dr. Eurico Castro

Periodo de estagio:
15 de marco a 27 de abril de 2022

Atividades acompanhadas no periodo de estagio:
Manutencéo e calibracdo de equipamentos
Execucao e validagado do controlo de qualidade interno (CQl)
Rececao das amostras previamente triadas
Avaliacdo da conformidade de amostras
Processamento de amostras

Execucdo e apreciagdo dos resultados obtidos na avaliagdo externa da
qualidade (AEQ)

Validagao técnica de resultados
Validagao clinica de resultados
Arquivo das amostras analisadas
Gestéao de stocks
Numero de amostras analisadas no periodo de estagio:

179 832

A Quimica Clinica é a area laboratorial que estuda as vias e processos
metabdlicos do organismo e as alteragdes inerentes a estes, com vista ao diagnéstico,
monitorizagdo e prevencdo da doenca. E uma area que se encontra em larga escala
automatizada e que abrange a maior parte das analises de rotina, sendo realizadas
analises a variados tipos de amostra, nomeadamente, soro, plasma, urina (tipo Il,
aleatdria e a tempo determinado), sangue total, LCR (liquido cefalorraquidiano), LBA
(lavado bronco-alveolar), calculos renais, etc.

Atualmente no servigo de Patologia Clinica do Hospital de Braga a area de
Quimica Clinica encontra-se subdividida em Quimica Geral e Imunoquimica, sendo que
0 meu estagio incidiu sobre a divisdo de Quimica Geral, tendo tido oportunidade de

conhecer, de forma superficial, a divisdo de Imunoquimica e o trabalho la realizado.
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4.1. Atellica Solution Analizer® — Siemens Healthineers

O Atellica® € um equipamento
composto por trés mddulos ligados
em cadeia, onde sao realizados a
maior parte dos parédmetros da

Quimica Geral. No servico de

Patologia Clinica, existem dois
. . ®
equipamentos Atellica®, cada um Figura 2 - Equipamento Atellica Solution Analizer®, que permite a
determinagdo da concentragdo de vdrios pardmetros quimicos, a
partir de métodos colorimétricos, eletroquimicos e de

amostras, um analisador de quimica munoensaio.

com um sistema de gestdo de

clinica, CH 930, e um analisador de imunoensaio, IM 1300. O analisador Atellica® CH
930 tem um componente fotométrico e um componente com tecnologia de multisensores
integrados (IMT). Assim, este conjunto de analisadores consegue determinar um
conjunto alargado de parametros em diferentes areas da quimica®.

A avaliagao da conformidade das amostras nos parametros HIL é realizada pelo
préprio equipamento, que atribui a estes parametros indices numa escala de 0 a 6. Cada
analise tem descrito, na bula, o indice a partir do qual cada um dos parametros passa a

ser um interferente.

41.1. Toxicologia e drogas terapéuticas

Acetaminofeno

O acetaminofeno, também conhecido como paracetamol, é utilizado como
analgésico em diversas férmulas e esta associado a hepato e nefrotoxicidade. O ensaio
realizado no Atellica baseia-se na conversdo de Acetaminofeno, pela
acilamidohidrolase, para produzir p-aminofenol. O p-aminofenol é assim convertido num
complexo colorido (5-(4-iminofenol)-8-quinolina) produzido pela reacdo com 8-
hidroxiquinolina-5-acido sulfénico, na presenca de ides de manganés. O aumento da
absorvancia a 596/805 nm ¢é diretamente proporcional a concentragao de acetaminofeno
na amostra.

Amostra: soro ou plasma em heparina de litio

Intervalo de medicado: 0,2 — 20,0 mg/dL (13,2 — 1322,0 umol/L)

Valores de referéncia: 1,0 — 2,0 mg/dL (66,0 — 132,0 umol/L)

concentracao toxica 4h pés-ingestéo > 15,0 mg/dL (993,0 ymol/L)
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concentragao téxica 12h pds-ingestdo > 4,0 mg/dL (265,0 umol/L)

Interferéncias: bilirrubina ndo conjugada, hemdlise e lipémia

Acido valproico

O acido valproico € um anticonvulsionante, que atua ao nivel dos recetores
GABA (acido gama-aminobutirico), no cérebro. A determinagédo da sua concentragao é
realizada pela técnica de Imunoensaio de inibicdo turbidimétrica melhorada por
particulas (PETINIA).

Amostra: Soro

Intervalo terapéutico: 50 — 100 ug/mL

Alcool etilico (etanol)

A determinagao da concentracdo do etanol é realizada através de um ensaio
enzimatico e permite inferir informagdes sobre a ingestdo de bebidas alcodlicas, tendo
particular relevancia no contexto rodoviario.

Amostra: Soro, plasma ou urina

Amicacina

A amicacina é um antibiético cuja concentragdo é determinada através de um
método enzimatico.

Amostra: Soro ou plasma

Intervalo terapéutico: Infecao leve vale 1—4 ug/mL

Infegao leve pico 20 — 25 ug/mL
Infecao grave vale 5 —8 ug/mL

Infegao grave pico 25— 30 pg/mL

Cafeina

A determinagdo da concentragdo de cafeina faz-se através da técnica de
imunoensaio homogéneo, que se baseia na competicdo entre a cafeina presente no
soro e a cafeina marcada com glicose-6-fosfato desidrogenase, pela ligagdo a um
anticorpo monoclonal especifico. Esta enzima converte NAD* (Nicotinamida adenina
dinucleétido oxidado) em NADH (Nicotinamida adenina dinucledétido reduzido) e, uma
vez ligada ao anticorpo, diminui a sua atividade. Assim, a alteracdo da absorvéancia, a
340 nm, é proporcional a atividade da enzima e a concentragao de cafeina na amostra.

Amostra: Soro

Intervalo de medicao: 1 — 30 pg/mL (5,2 -155 umol/L)
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Intervalo terapéutico: < 50 pg/mL

Carbamazepina

A técnica utilizada na determinagcdo da concentracdo da carbamazepina é a
PETINIA. As particulas sintéticas com carbamazepina vao competir com a
carbamazepina da amostra pela ligacao a um anticorpo monoclonal especifico da
carbamazepina. Assim, a velocidade de agregacdo € inversamente proporcional a
concentragcédo de carbamazepina na amostra, lida a 545 nm.

Amostra: Soro ou plasma em heparina de litio

Intervalo de medicao: 0,4 — 20,0 pyg/mL (1,7 — 84,7 ymol/L)

Intervalo terapéutico: 4,0 — 12,0 yg/mL (16,9 — 50,8 pmol/L)

Interferéncias: bilirrubina

Digoxina

A Digoxina é um farmaco antiarritmico e cardiotdnico, cuja concentracao é
determinada por quimioluminescéncia direta.

Amostra: Soro

Intervalo terapéutico: 0,9 — 2,0 ng/mL

Interferéncias: lipémia

Fenobarbital

A técnica utilizada na determinacdo da concentragdo do fenobarbital é a
PETINIA. As particulas sintéticas ligadas a fenobarbital vdo competir com o fenobarbital
da amostra pela ligagdo a um anticorpo monoclonal especifico para o fenobarbital.
Assim, a velocidade de agregacdo € inversamente proporcional a concentracdo de
fenobarbital na amostra, lida a 545 nm.

Amostra: Soro ou plasma em heparina de litio

Intervalo de medicéo: 3,0 — 80,0 pyg/mL (12,9 — 344,8 umol/L)

Intervalo terapéutico: 15,0 — 40,0 yg/mL (64,7 — 172,4 ymol/L)

Interferéncias: lipémia

Fenitoina
A técnica utilizada na determinacao da concentracao da fenitoina € a PETINIA.
As particulas sintéticas ligadas a fenitoina vao competir com a fenitoina da amostra pela

ligacdo a um anticorpo monoclonal especifico para a fenitoina. Assim, a velocidade de
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agregacao é inversamente proporcional a concentragdo de fenitoina na amostra, lida a
545 nm.
Amostra: Soro ou plasma em heparina de litio
Intervalo de medicao: 2,0 — 40,0 yg/mL (7,9 — 158,4 pmol/L)
Intervalo terapéutico: 10,0 — 20,0 pg/mL (39,6 — 79,2 umol/L)

Interferéncias: hemdlise, bilirrubina e lipémia

Gentamicina

A metodologia utilizada para a determinagdo da concentragdo da gentamicina
envolve a técnica PETINIA que utiliza um conjugado de particulas sintéticas ligadas a
gentamicina e um anticorpo monoclonal especifico para a gentamicina. A gentamicina
presente na amostra compete com as particulas pelo anticorpo, diminuindo a velocidade
de agregacgdo. Assim, a velocidade de agregacgdo, que pode ser lida a 545 nm, é
inversamente proporcional a concentragao de gentamicina na amostra.

Amostra: Soro ou plasma em heparina de litio

Intervalo de medicao: 0,5 — 12,0 pyg/mL (1,1 — 25,9 pmol/L)

Intervalo terapéutico: 4,0 — 10,0 ug/mL (8,64 — 21, ymol/L)

Interferéncias: bilirrubina

Litio

A determinagdo da concentracdo de litio é realizada através de um ensaio
colorimétrico, sendo que este farmaco € utilizado comummente como agente
terapéutico de doencgas psiquiatricas.

Amostra: Soro

Intervalo terapéutico: 0,6 — 1,2 mmol/L

Interferéncias: lipémia

Metotrexato

A concentracao de metotrexato é determinada pela técnica de imunoensaio
enzimatico homogéneo, que se baseia na competicdo para a ligagdo aos anticorpos, do
farmaco presente na amostra e do farmaco sintético marcado com a enzima glicose-6-
fosfato desidrogenase. A atividade enzimatica diminui apds a ligagao do anticorpo, pelo
que a concentragdo do farmaco na amostra pode ser medida em termos de atividade
enzimatica. A enzima ativa converte o NAD* em NADH, resultando numa alteracao da
absorvancia a 340 nm.

Amostra: Soro
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Intervalo de medicdo: 0,1 — 2 ymol/L

Intervalo terapéutico: 0 — 5 ymol/L (24h apés a toma)

0 — 1 umol/L (48 apds a toma)

Teofilina

A Tecfilina esta naturalmente presente no cacau e no cha, mas é também um
farmaco do grupo dos anti-histaminicos. A concentragao deste farmaco é determinada
através de turbidimetria.

Amostra: Soro

Intervalo terapéutico: 10 — 20 ug/mL

Vancomicina
A Vancomicina ¢ um antibiético, sendo que a sua concentragao deve ser
estudada antes da administragdo da dose terapéutica (vale) e novamente apés 1h do
término da perfuséo do antibiético. A determinagao da concentracdo de Vancomicina é
realizada através da técnica PETINIA.
Amostra: Soro
Intervalo terapéutico: Criancas 5—10 ug/mL
Adultos vale 15 — 20 ug/mL
Adultos pico 25 — 40 ug/mL

Interferéncias: bilirrubina

4.1.2. Quimica geral

Acido urico
O 4cido urico é convertido pela uricase em alantoina e peroxido de hidrogénio.
E formado um composto colorido a partir do peréxido de hidrogénio, 4-aminofenazona
e N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3-metilanilina mediante a influéncia catalitica da
peroxidase. A formagado do composto resultante, lida a 545 nm, é proporcional a
concentragao de acido urico.
Amostra: Soro, plasma em heparina de litio ou urina
Intervalo de medicao: Soro e plasma 0,5 — 20,0 mg/dL (30 — 1190 pmol/L)
Urina 0,9 — 180,0 mg/dL (54 — 10710 ymol/L)
Valores de referéncia: Soro/plasma Mulher 3,1 — 7,8 mg/dL (184 — 464 ymol/L)
Soro/plasma Homem 3,7 — 9,2 mg/dL (220 — 547 pymol/L)
Urina 250 — 750 mg/24h (1,48 — 4,43 mmol/24h)
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Interferéncias: hemolise e bilirrubina

Acidos biliares totais

Os acidos biliares totais sdo determinados através de um método enzimatico
ciclico, onde ha a conversao destes em oxosteroides. Durante a oxidacdo dos acidos
biliares pela enzima a-3-hidroxiesteroide desidrogenase, ocorre a redugdo do NAD* a
NADH. Sendo que a concentracdo NADH, que pode ser medida a 410 nm, é
proporcional a concentracao de acidos biliares presentes na amostra.

Amostra: Soro, plasma em heparina de litio, plasma em heparina de soédio e

plasma em K3EDTA

Intervalo de medicdo: 1,0 — 180 ymol/L

Valores de referéncia: 1,0 — 6,0 ymol/L

Adenosina desaminase (ADA)

A determinagdo da atividade catalitica da ADA faz-se através do kit ADA
Liguochem, em canal aberto, e utiliza um método colorimétrico cinético, baseado na
acgao hidrolitica da ADA sobre a adenosina para formar inosina, que por acéo da purina
nucleésido fosforilase, a xantina oxidase e a peroxidase da lugar a um composto
colorimétrico (quinoneimina), cuja formagéao de monitoriza a 545 nm.

Amostra: Soro ou plasma em heparina de litio

Intervalo de medicdo: 0 — 100 U/L

Valores de referéncia: 4,8 — 23,1 U/L

Interferéncias: aumento - hemdlise e o tratamento com azatioprina

diminuicéo - acido ascérbico, L-cisteina, acido homogentisico e a

bilirrubina

Aldolase

A determinagdo da atividade da aldolase faz-se através do kit da BEN
biochemical enterprise, em canal aberto, na presenga do substrato 1,6-bisfosfato-D-
frutose e das enzimas triosefosfato isomerase, glicerol-3P-desidrogenase, lactato
desidrogenase e por fim aldolase. A aldolase vai converter NADH em NAD*, sendo que
a diminuicdo da absorvéncia correspondente a oxidagdo do NADH em NAD* é
proporcional a atividade da aldolase na amostra, a 340 nm.

Amostra: Soro, plasma em heparina de litio ou plasma em KsEDTA

Intervalo de medicdo: 0 — 25 U/L

Valores de referéncia: 1,2 — 8,8 U/L
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Alanina aminotransferase (ALT)

A determinacao da alanina aminotransferase (ALT) faz-se através do ensaio
Atellica CH Alanina Aminotransferase P5P, que utiliza piridoxal-5’-fosfato como ativador
da ALT. Apos a ativacao da ALT, esta vai catabolizar a reagéo entre a alanina e o a-
quetoglutarato, que vai originar piruvato e L-glutamato. A reagdo do piruvato com o
NADH vai levar a uma diminuicao da absorvancia, a 340/410 nm, que é proporcional a
atividade da ALT.

Amostra: soro ou plasma em heparina de litio

Intervalo de medicdo: 9 — 1000 U/L

Valores de referéncia: 7 — 40 U/L

Interferéncias: hemoalise e lipémia

Aspartato aminotransferase (AST)

Bem como na determinacao da atividade da alanina aminotransferase, também
na determinagao da aspartato aminotransferase temos um método baseado na reagao
de ativacado da AST com o pridoxal-5’-fosfato. Segue-se a reagao iniciada pela adi¢ao
de a-quetoglutarato como segundo reagente, que origina oxaloacetato e L-glutamato, e
por fim a reacdo do oxalaxetato com o NADH. A concentracdo de NADH é medida pela
respetiva absorvancia a 340/410 nm e a velocidade de reducdo da absorvancia é
proporcional a atividade da AST.

Amostra: Soro ou plasma em heparina de litio

Intervalo de medicdo: 8 — 1000 U/L

Valores de referéncia: 13 — 40 U/L

Interferéncias: hemdlise, bilirrubina e lipémia

Albumina

A Albumina é determinada pelo ensaio Atellica CH Albumin, que se baseia no
método de Doumas, Watson e Biggs e utiliza uma solugdo de verde de bromocresol
como corante de fixagcdo. A formagao do complexo albumina-BCG é uma reagao ponto
final a 596/694 nm.

Amostra: soro ou plasma

Intervalo de medicao: 1,0 — 6,0 g/dL (10 — 60 g/L)

Valores de referéncia: 3,2 — 4,8 g/dL (32 — 48 g/L)

Interferéncias: hemolise
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Aménia
A amoénia é determinada através de um método enzimatico, sendo um
componente importante no estudo da funcéao renal.
Amostra: Plasma em heparina de litio

Valores de referéncia: 18,7 — 54,5 umol/L

Interferéncias: hemdlise, bilirrubina e lipémia

Amilase

A atividade da amilase é determinada pelo ensaio Atellica CH amylase 2, que
tem por base o desbloqueamento do p-nitrofenil-maltoheptésido bloqueado por
etilideno, seguido do desbloqueamento do p-nitrofenol pela a-glucosidase, que é medido
a 410/694 nm. A concentracao de p-nitrofenol livre é proporcional a atividade da amilase.

Amostra: Soro, plasma em heparina de litio ou urina

Intervalo de medicao: 20 — 1500 U/L

Valores de referéncia: Soro e plasma 30 — 118 U/L

Urina < 650 U/L

Interferéncias: lipémia

Bilirrubina direta

O ensaio que permite a determinagdo da concentragdo da bilirrubina direta
baseia-se num método de oxidagdo quimica que utiliza o vanadato como agente
oxidante, produzindo biliverdina. A reducao da absorvancia a 451 nm é proporcional a
concentragao de bilirrubina direta na amostra.

Amostra: soro ou plasma em heparina de litio

Intervalo de medicdo: 0,1 — 15,0 mg/dL (2 — 256 ymol/L)

Valores de referéncia: < 0,3 mg/dL (< 5 pmol/L)

Interferéncias: lipémia

Bilirrubina total

A determinacado da bilirrubina total inicia-se com a oxidagdo da bilirrubina pelo
vanadato para produzir biliverdina, na presenca de um detergente. Esta reagcdo de
oxidagdao provoca a redugdo na absorvancia a 451 nm, de forma proporcional a
concentracao de bilirrubina total na amostra, tanto a conjugada, como a ndo conjugada.

Amostra: Soro ou plasma em heparina de litio

Intervalo de medicao: 0,15 — 35,0 mg/dL (3 — 599 umol/L)

Valores de referéncia: < 60 anos 0,3 — 1,2 mg/dL (5 — 21 ymol/L)
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60 — 90 anos 0,2 — 1,1 mg/dL (3 — 19 pymol/L)

> 90 anos 0,2 - 0,9 mg/dL (3 — 15 umol/L)
Interferéncias: lipémia

Bilirrubina indireta
A Bilirrubina indireta é calculada através da substracao da Bilirrubina direta a

Bilirrubina total, ndo tendo uma determinacgao por qualquer tipo de método instrumental.

Calcio
Os ibes calcio formam um composto colorido com arsenazo lll, que é medido a
658 nm. A quantidade de calcio presente na amostra é diretamente proporcional a
intensidade do composto colorido formado.
Amostra: Soro, plasma em heparina de litio ou urina
Intervalo de medicao: Soro e plasma 1,0 — 16,0 mg/dL (0,25 — 4,00 mmol/L)
Urina 1,0 — 32,0 mg/dL (0,25 — 8,00 mmol/L)
Valores de referéncia: Soro e plasma 8,7 — 10,4 mg/dL (2,18 — 2,60 mmol/L)
Urina 24h 100 — 300 mg/24h (2,50 — 7,50 mmol/24h)
Urina aleatéria Mulher 0,9-37,9 mg/dL (0,23-9,47 mmol/L)
Urina aleatéria Homem 0,5-35,7 mg/dL (0,13-8,92 mmol/L)

Interferéncias: lipémia

Capacidade Total de Fixagao do Ferro

A Capacidade Total de Fixagao do Ferro (CTFF) é a concentragdo maxima de
ferro que as proteinas séricas, maioritariamente a transferrina, tém capacidade de
transportar. A determinagao deste parametro realiza-se por espetrofotometria, podendo
o complexo formado com o ferro ser lido a 560nm.

Amostra: Soro

Valores de referéncia: < 2 meses 59 — 175 ug/dL
2meses — 17 anos 250 — 400 pg/dL
> 17 anos 240 — 425 ug/dL

Interferéncias: bilirrubina e lipémia

Cloro

A determinacao da concentragao de cloro na amostra faz-se através do IMT que
contém quatro elétrodos, sendo trés seletivos para os ides sodio, potassio e cloro e outro

usado como elétrodo de referéncia. Assim, a amostra é posicionada no sensor € os ides
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de cloro vao estabelecer um equilibrio com a superficie do elétrodo, sendo gerado um
potencial proporcional ao algoritmo da atividade do analito na amostra. O potencial
gerado na amostra é comparado ao potencial gerado numa solugdo padrao e a
concentracao dos ides € calculada pela equacgao de Nernst.
Amostra: Soro, plasma em heparina de litio ou urina
Intervalo de medicado: Soro e plasma 50 — 200 mmol/L (mEg/L)
Urina 20 — 330 mmol/L (mEg/L)
Valores de referéncia: Soro e plasma 98 — 107 mmol/L (mEg/L)
Urina 110 — 250 mmol/L/24h (mEq/L/24h)

Cobre

A determinacao da concentracao sérica do cobre é feita em canal aberto através
de uma reacgao de ponto final, determinada aos 571 nm, onde o cobre que se encontra
ligado a ceruloplasmina reage com o 4-(3,5-dibromo-2-piridilaso)-N-etil-N-(3-
sulfopropil), formando um composto colorimétrico. O aumento da absorvéncia é
proporcional & concentracdo de cobre na amostra.

Amostra: plasma em heparina de litio

Intervalo de medicao: 17 — 500 pg/dL

Valores de referéncia: 70 — 155 ug/L

Colesterol HDL

A determinacdo da concentracdo de HDL consiste em dois passos. Primeiro, a
eliminacdo de quilomicras, colesterol VLDL e colesterol LDL, através da colesterol
esterase e da colesterol oxidase. De seguida, a medicao especifica do colesterol HDL,
apos a libertacdo deste pelo surfactante e inibicao da colesterol esterase da primeira
reacao por azida sodica. A intensidade do corante quinoneimina produzida na reagao
de Trinder é diretamente proporcional a concentragdo de colesterol quando medido a
596 nm.

Amostra: Soro e plasma em heparina de litio

Intervalo de medicao: 20 — 129 mg/dL (0,52 — 3,34 mmol/L)

Valores desejavel: > 60,0 mg/dL (= 1,60 mmol/L)

Colesterol LDL
Tal como na determinacdo da concentracdo do colesterol HDL, também na
determinacgao da concentracao do colesterol LDL existem dois passos. Sendo que no

primeiro a colesterol esterase e a colesterol oxidase eliminam o colesterol (exceto o
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LDL) e no segundo passo se da a medi¢ao especifica do colesterol LDL, apds a sua
libertacdo pelo detergente. A intensidade da quinoneimina produzida na reagédo de
Trinder é diretamente proporcional a concentracao de colesterol LDL quando medido a
596 nm. Para além da determinagao enzimatica, este parametro pode ser determinado

por calculo, através da Formula de Friedwald®.

Equagdo 1 - Equagdo que permite a determinagdo da concentragdo de colesterol LDL, com base nas concentragées do
colesterol total, colesterol HDL e triglicéridos
Triglicéridos

Colesterol LDL = Colesterol total — (Colesterol HDL + c

Amostra: Soro ou plasma em heparina de litio
Intervalo de medicao: 5,0 — 1000,0 mg/dL (0,13 — 25,90 mmol/L)
Valores desejaveis: < 129,0 mg/dL (< 3,30 mmol/L)

Interferéncias: bilirrubina e lipémia

Colesterol Total

Tal como nas técnicas anteriores, os ésteres de colesterol sdo hidrolisados pela
enzima colesterol-esterase em colesterol e acidos gordos livres, sendo que neste caso
nao temos o primeiro passo de eliminagao de fracbes. O colesterol é convertido em
colest-4-en-3-ona pela colesterol-oxidase, na presenga de oxigénio, para formar
peroxido de hidrogénio. E formado um composto colorimétrico a partir do peréxido de
hidrogénio, da 4-aminoantipirina e do fenol mediante a influéncia catalitica de
peroxidase. A absorvancia desse composto colorimétrico, a quinoneimina, € medida
como uma reagao de ponto final a 505 nm.

Amostra: Soro ou plasma em heparina de litio

Intervalo de medicado: 25 — 618 mg/dL (0,65 — 16,01 mmol/L)

Valores desejaveis: < 200 mg/dL (5,18 mmol/L)

Interferéncias: bilirrubina

Colinesterase

A colinesterase catalisa a hidrolise de butiriltiocolina (BTC) em butirato e
tiocolina, reduzindo 5,5-ditiobis (2-acido nitrobenzdico) (DTNB) para 5-tio-2-
nitrobenzoato (TNB). Assim, o aumento da absorvancia a 410 nm é proporcional a
atividade de colinesterase na amostra.

Amostra: Soro ou plasma em heparina de litio

Intervalo de medicdo: 1 500 — 30 000 U/L
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Valores de referéncia: 7 000 — 19 000 U/L

Interferéncias: bilirrubina e lipémia

Creatina Cinase (CK)

A determinacio da atividade da creatina cinase faz-se através da reacao desta
com difosfato de adenosina (ADP) para formar trifosfato de adenosina (ATP). O ATP vai
intervir na reagao da hexoquinase-G6PD gerando NADPH, sendo que este faz aumentar
a absorvéncia, que pode ser lida a 340 nm.

Amostra: soro ou plasma em heparina de litio

Intervalo de medicdo: 15 — 1300 U/L

Valores de referéncia: Mulheres 34 — 145 U/L

Homens 46 — 171 U/L

Interferéncias: hemolise

CK-MB massa

A isoenzima cardiaca da creatina cinase (CK-MB) esta presente nas células
musculares e é libertada por estas, quando ha lesdo muscular, sendo por isso utilizada
como marcador da lesao cardiaca. A determinacao da sua concentracao faz-se através
de quimioluminescéncia direta.

Amostra: Soro ou plasma

Valores de referéncia: <5 ng/mL

Interferéncias: hemolise

Creatinina

A creatinina é determinada através de espetrofotometria, a 505/571 nm, através
do ensaio Atellica CH Crea_2, onde a creatinina reage com o acido picrico em meio
alcalino produzindo um complexo de creatinina picrato avermelhado. Para este ensaio
é feita uma correcdo com branco de amostra, para eliminar a interferéncia da bilirrubina,
€ uma corregdo com diminuicdo de 0,3 mg/dL, devido a interagdo de proteinas nao
especificas. O resultado da creatinina é geralmente acompanhado do calculo da
clearance de creatinina, um parametro calculado com base nas concentragdes de
creatinina no soro e na urina e o fluxo urinario.

Amostra: Soro, plasma em heparina de litio ou urina

Intervalo de medicao: Soro e plasma 0,15 — 30,00 mg/dL (13 — 2652 pmol/L)

Urina 3,00 — 245,00 mg/dL (265 — 21658 umol/L)
Valores de referéncia: Soro e plasma — Mulher 0,55 — 1,02 mg/24h (49 — 90 umol/L)
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Homem 0,7 — 1,3 mg/24h (62 — 115 pmol/L)
Urina — Mulher 600 — 1800 mg/24h (5,3 — 15,9 mmol/24h)
Homem 950 — 2490 mh/24h (8,4 — 22,0 mmol/24h)

Interferéncias: bilirrubina e lipémia

Ferro
O ferro é um mineral importante na ligagdo do oxigénio a hemoglobina, sendo
que um aumento, ou uma diminuicdo da sua concentragdao tem implicacées
hematoldgicas. A determinag&o da concentragao do ferro faz-se através de uma reacao
colorimétrica com ferrozina, que é lida a 560nm.
Amostra: Soro ou plasma
Valores de referéncia: < 1 més 100 — 250 pg/dL
1 més — 7 anos 40 - 100 pg/dL
7 anos — 14 anos 50 — 120 pg/dL
> 14 anos Homem 65— 175 pg/dL
> 14 anos Mulher 50 — 170 pg/dL

Interferéncias: hemolise e lipémia

Folatos

Os folatos estao envolvidos no desenvolvimento dos eritrécitos e na sintese dos
acidos nucleicos, sendo a determinacdo da sua concentracdo feita por
quimioluminescéncia.

Amostra: Soro ou sangue total

Valores de referéncia: > 5,38 ng/mL

Interferéncias: hemolise

Fosfatase alcalina (ALP)

A determinacgao da atividade da fosfase alcalina é feita através do ensaio Atellica
CH Alkaline Phosphatase Concentrated, que se baseia na transfosforilagdo do p-
nitrofenilfosfato a p-nitrofenol, na presenga de um tampéao de transfosforilagao e de ides
de magnésio e zinco. A variagado da absorvancia a 410/478 nm devido a formagao de p-
nitrofenol é diretamente proporcional a atividade da ALP.

Amostra: Soro ou plasma em heparina de litio

Intervalo de medicao: 20 — 1000 U/L

Valores de referéncia: 46 — 116 U/L

Interferéncias: lipémia
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Fosforo Inorganico
O fésforo é determinado pelo ensaio Atellica CH Inorganic Phosphorus (IP), que
se baseia na reacao entre o fésforo inorganico e o molibdato de aménio, na presenca
de acido sulfurico, que leva a producgao de fosfomolibdato nao reduzido, que é medido
como uma reacgao de ponto final a 340/658 nm.
Amostra: Soro, plasma em heparina de litio ou urina
Intervalo de medicao: Soro e plasma 0,3 — 20,0 mg/dL (0,10 — 6,46 mmol/L)
Urina 4,0 — 100,0 mg/dL (1,26 — 32,30 mmol/L)
Valores de referéncia: Soro e plasma 2,4 — 5,1 mg/dL (0,78 — 1,65 mmol/L)
Urina 0,4 — 1,3 g/24h (12,9 — 42,0 mmol/24h)

Interferéncias: lipémia

Gama-Glutamil Transferase (yGT)

A determinacido da concentracido da yGT inicia-se com a reacido do substrato
sintético L-y-glutamil-3-carboxi-4nitroanilida com a glicilglicina, que atua como recetor
do grupo y-glutamil, sendo libertado 5-amino-2-nitrobenzoato, que tem um maximo de
absorcao aos 410 nm. Esta reacdo é catalisada pela yGT, sendo a absor¢ao a 410 nm
proporcional a concentracido desta enzima.

Amostra: Soro ou plasma em heparina de litio

Intervalo de medicdo: 7 — 1200 U/L

Valores de referéncia: Mulher < 38 U/L

Homem < 73 U/L

Interferéncias: bilirrubina e lipémia

Glicose

A determinagéao da glicose faz-se através do método da hexoquinase, que utiliza
um reagente de dois componentes. A adi¢do do primeiro reagente, que contém tampao,
ATP e NAD, é utilizada para corrigir as interferéncias das substancias presentes na
amostra, sendo lida uma primeira absorvancia apés a sua adigdo. De seguida é
adicionado o segundo reagente, que inicia a conversao da glicose com a redugao do
NAD™* a NADH, permitindo a leitura da segunda absorvancia a 340 nm. A diferenca entre
as absorvancias medidas é proporcional a concentragao da glicose.

As determinagbes da glicose de forma seriada aos 0, 60, 90 e 120 min sao
utilizadas na realizacdo da Prova de Tolerancia Oral a Glicose, bem como na Prova

de Tolerancia Oral a Lactose. Na primeira prova, é realizada a ingestdao de um
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preparado com 75¢g de glicose, que tem em vista o estudo da Diabetes e da Diabetes
Gestacional®. No caso da segunda prova, é ingerido um preparado com 50g de lactose
e tem como objetivo o estudo da deficiéncia em Lactase®.

Amostra: Soro, liquido cefalorraquidiano (LCR), plasma em heparina de litio,
plasma em K3EDTA com potassio, fluoreto de sédio/oxalato de potassio ou urina.

Intervalo de medicao: 4 — 700 mg/dL

Valores de referéncia: Soro e plasma 74 — 106 mg/dL (4,1 — 5,9 mmol/L)
Urina < 0,5 g/24h (2,8 mmol/24h)
LCR 40— 70 mg/dL (2,2 — 3,9 mmol/L)

Lactato
O lactato é determinado pelo ensaio Atellica CH Lac_2 que mede o lactato no
plasma por meio de um ensaio enzimatico. Este ensaio tem como principio a reagao de
oxidagdo do lactato a piruvato e peréxido de hidrogénio, com a formacdo de um
composto colorimétrico capaz de ser medido espetrofotometricamente a 545/694 nm.
Amostra: plasma com heparina de litio, plasma com fluoreto de sddio, plasma
com K3EDTA ou liquido cefalorraquidiano (LCR).
Intervalo de medicao: Plasma 0,6 — 110,0 mg/dL (0,07 — 12,21 mmol/L)
LCR 0,9 - 70 mg/dL (0,10 — 7,77 mmol/L)
Valores de referéncia: Plasma 4,5 — 19,8 mg/dL (0,50 — 2,20 mmol/L)
LCR 5,4 — 19,8 mg/dL (0,60 — 2,20 mmol/L)

Interferéncias: hemolise e bilirrubina

Lactato desidrogenase

A lactato desidrogenase (LD) catalisa a conversao de L-lactato em piruvato na
presenca de NAD*, sendo a atividade enzimatica da LD proporcional a velocidade de
producao de NADH. A quantidade de NADH produzida é determinada pela medi¢ao do
aumento na absorvancia a 340 nm.

Amostra: Soro ou plasma em heparina de litio

Intervalo de medicdo: 14 — 750 U/L

Valores de referéncia: 120 — 246 U/L

Interferéncias: lipémia

Lipase
O ensaio Atellica CH Lipase permite a medi¢do da atividade da enzima lipase

pela sua reacéo enzimatica, onde o substrato cromogéneo da lipase (DGGMR) é clivado
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pela agéo catalitica desta para formar 1,2-o-dilaurilrac-glicerol e um intermédio instavel,
que se decompbe espontaneamente em acido glutarico e metilsorufina. Assim, a
atividade da lipase é proporcional a producao de metilsorufina a 571/694 nm.

Amostra: Soro ou plasma em heparina de litio

Intervalo de medicdo: 8 — 700 U/L

Valores de referéncia: 12 — 53 U/L

Interferéncias: hemolise e bilirrubina

Magnésio
O magnésio pode ser determinado pelo ensaio Atellica CH Magnesium, que se
baseia na reacdo do azul de xilidil modificado, onde os ides de magnésio reagem com
o azul de xilidil em meio alcalino para formarem um composto roxo-avermelhado soluvel
em agua, que pode ser medido a 505/694 nm. O calcio compete pela ligagao ao azul de
xilidil e por isso sofre complexacdo com EGTA.
Amostra: soro, plasma em heparina de litio ou urina
Intervalo de medicao: Soro e plasma 0,50 — 5,00 mg/dL (0,21 — 2,06 mmol/L)
Urina 1,00 — 14,00 mg/dL (0,41 — 5,75 mmol/L)
Valores de referéncia: Soro e plasma 1,60 — 2,60 mg/dL (0,66 — 1,07 mmol/L)
Urina 24 — 255 mg/24h (0,99 — 10,45 mmol/24h)

Interferéncias: lipémia

Microalbumina

A Microalbumina € a concentracdo de albumina determinada em amostras de
urina para avaliagao da funcao renal e é obtida por turbidimetria.

Amostra: Urina

Valores de referéncia: 30 — 300 mg/24h

Mioglobina

A Mioglobina é uma proteina de transporte intracelular de oxigénio, utilizada no
estudo da lesdo muscular e cardiaca. A determinagao da concentragao desta proteina
€ realizada por quimioluminescéncia direta.

Amostra: Soro ou plasma

Valores de referéncia: < 110 ng/mL
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NT-proBNP

O fragmento N-terminal do péptido natriuréticos cerebral (NT-proBNP) é
libertado em pequenas quantidades quando a atividade cardiaca € normal. Quando
temos insuficiéncia cardiaca ha um aumento da concentragcdo deste fragmento, sendo
que essa concentracao é determinada por quimioluminescéncia direta.

Amostra: Soro ou plasma

Valores de referéncia: < 75anos < 125 pg/mL

>75anos <450 pg/mL

Piruvato

A determinacdo do piruvato é feita em canal aberto, através de um método
enzimatico, onde a lactato desidrogenase vai catabolizar a reagdo do piruvato com o
NADH (em excesso), produzindo lactato e NAD*. A absorvancia sera lida a 340 nm
sendo que esta é inversamente proporcional a concentragcao de piruvato.

Amostra: sangue total em K3EDTA desprotainizado (com acido perclérico)

Intervalo de medicao: 0,09 — 3,18 mg/dL (0,009 — 0,318 mmol/L)

Valores de referéncia: 0,3 — 0,8 mg/dL (0,03 — 0,08 mmol/L)

Potassio
A determinacao da concentragao de potassio na amostra faz-se através do IMT.
Assim, a amostra € posicionada no sensor e os ides de potassio vao estabelecer um
equilibrio com a superficie do elétrodo, sendo gerado um potencial proporcional ao
algoritmo da atividade do analito na amostra. O potencial gerado na amostra é
comparado ao potencial gerado numa solugdo padrdo e a concentracdo dos ides €
calculada pela equacao de Nernst.
Amostra: Soro, plasma em heparina de litio e urina
Intervalo de medic&o: Soro/plasma 1 — 10 mmol/L (mEqg/L)
Urina 2 — 300 mmol/L (mEq/L)
Valores de referéncia: Soro 3,5 — 5,1 mmol/L (mEq/L)
Plasma 3,4 — 4,5 mmol/L (mEq/L)
Urina 25 — 125 mmol/L/24h (mEq/L/24h)

Interferéncias: hemolise

Proteinas Totais
O ensaio para a determinacdo das proteinas totais baseia-se no método de

Weichselbaum, utilizando o reagente de biureto. As ligacdes peptidicas de proteinas
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interagem com os ides cupricos do reagente de biureto, para formar um complexo roxo
que é medido como uma reagao de ponto final a 545 nm.

Amostra: Soro ou plasma em heparina de litio

Intervalo de medicao: 2,0 — 12,0 g/dL (20 — 120 g/L)

Valores de referéncia: 5,7 — 8,2 g/dL (57 — 82 g/L)

Proteinas Totais na urinal/liquor

A determinacéo da concentragao das proteinas totais na urina e no liquor utilizam
um método diferente, uma vez que sao liquidos bioldgicos com uma concentragao muito
inferior a verificada no sangue. Este método é uma analise quimica de ponto final, que
se baseia na medicdo da variagdo de absorvancia que ocorre quando o complexo de
pirogalol vermelho-molibdato se liga a grupos basicos aminoprotonados de proteinas a
um pH acido. O aumento de absorvancia a 596 nm é proporcional a concentragao de
proteina na amostra.

Amostra: Urina ou liquido cefalorraquidiano (LCR)

Intervalo de medicao: 1,0 — 125,0 mg/dL (10 — 1250 mg/L)

Valores de referéncia: Urina 24h 1 -14 mg/dL (10 — 40 mg/L)

LCR 8 — 32 mg/dL (80-320 mg/L)

Interferéncias: hemolise

Sédio
A determinacao da concentragdo de sédio na amostra faz-se através do IMT.
Assim, a amostra é posicionada no sensor e os ides de sodio vao estabelecer um
equilibrio com a superficie do elétrodo, sendo gerado um potencial proporcional ao
algoritmo da atividade do analito na amostra. O potencial gerado na amostra é
comparado ao potencial gerado numa solugdo padrdo e a concentracdo dos ides é
calculada pela equacgéo de Nernst.
Amostra: Soro, plasma em heparina de litio e urina
Intervalo de medicdo: Soro e plasma 50 — 200 mmol/L (mEq/L)
Urina 10 — 300 mmol/L (mEq/L)
Valores de referéncia: Soro e plasma 136 — 145 mmol/L (mEg/L)
Urina 40 — 220 mmol/L/24h (mEqg/L/24h)

Triglicéridos
Para a determinagcdo da concentracao, os triglicerideos sao convertidos em

glicerol e acidos gordos livres, pela lipase, sendo o glicerol é convertido em glicerol-3-
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fosfato por agdo da glicerol quinase, seguindo-se a sua conversdo em peroxido de
hidrogénio pela glicerol-3-fosfato-oxidase. E entdo formado um composto colorido a
partir do perdoxido de hidrogénio, 4-aminofenazona e 4-clorofenol, através da
peroxidase, cuja absorvancia € medida, como uma reacao de ponto final, a 505 nm.
Amostra: Soro, plasma em heparina de litio ou plasma em K3EDTA com potassio
Intervalo de medicado: 10 — 550 mg/dL (0,11 — 6,22 mmol/L)
Valores de referéncia: < 150 mg/dL (< 1,70 mmol/L)

Interferéncias: bilirrubina

Troponina

A troponina é um complexo de trés proteinas que em associacao participam no
processo de contracdo muscular do musculo esquelético e cardiaco, sendo o seu estudo
essencial em caso de leséo cardiaca. A determinagao da concentragao da troponina é
realizada através de quimioluminescéncia direta.

Amostra: Soro ou plasma

Valores de referéncia: < 0,045 ng/mL

Ureia
Para a determinagao da sua concentracéo a ureia é hidrolisada na presencga de
agua e urease para produzir amonia e didxido de carbono, sendo que a amonia reage
com o 2-oxoglutarato na presenca de glutamato desidrogenase e NADH, levando a
oxidacao do NADH a NAD®. A reducao da absorvéncia a 340 nm vai ser proporcional a
concentracao de ureia.
Amostra: Soro, plasma em heparina de litio ou urina
Intervalo de medicao: Soro e plasma 5 — 150 mg/dL (1,8 — 53,6 mmol/L)
Urina 35 — 1000 mg/dL (12,5 — 357,0 mmol/L)
Valores de referéncia: Soro e plasma 9 — 23 mg/dL (3,2 — 8,2 mmol/L)
Urina 12 — 20 g/24h (0,43 — 0,71 mol/24h)

Interferéncias: hemolise

Vitamina B12

A vitamina B12 é uma proteina necessaria a eritropoiese, sendo a sua
concentragao determinada por quimioluminescéncia.

Amostra: Soro ou plasma

Valores de referéncia: 211 — 911 pg/mL

Interferéncias: hemolise
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4.1.3. Proteinas Especificas

As proteinas especificas, sdo conhecidas como proteinas de fase aguda, cuja
concentracdo plasmatica aumenta (proteinas de fase aguda positiva), ou diminui
(proteinas de fase aguda negativa) em resposta a um periodo de inflamagdo. Algumas

destas proteinas contribuem para a sépsis, sendo importante a sua monitorizagéo!.

a1-antitripsina
A a1-antitripsina € uma proteina de fase aguda positiva e a sua concentracao
pode ser determinada por turbidimetria.
Amostra: Soro ou plasma
Valores de referéncia: < 1 dia 145 — 270 mg/dL
> 1 dia 78 — 200 mg/dL

Interferéncias: bilirrubina e lipémia

B2-microglobulina

A B2-microglobulina é uma proteina de fase aguda positiva cuja concentracéo é
determinada através de um ensaio turbidimétrico.

Amostra: Soro ou plasma

Valores de referéncia: 1000 — 2400 ng/mL

Ceruloplasmina

A Ceruloplasmina é uma proteina de fase aguda positiva e a sua concentragao
é determinada por turbidimetria.

Amostra: Soro ou plasma

Valores de referéncia: 20 — 60 mg/dL

Cistatina C

A Cistatina C é uma proteina associada a monitorizagao da fungao renal, cuja
concentragdo é determinada por turbidimetria.

Amostra: Soro ou Plasma

Intervalo de medicao: 0,27 — 9,4 mg/L

Valores de referéncia: 0,62 — 1,11 mg/L
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Complemento C3
A proteina C3 do complemento € uma proteina de fase aguda positiva cuja
concentracao é determinada através de turbidimetria.
Amostra: Soro
Valores de referéncia: 90 — 180 mg/dL

Interferéncias: bilirrubina

Complemento C4
Bem como a proteina C3, a proteina C4 também é uma proteina do complemento
de fase aguda positiva, cuja concentragao é determinada através de turbidimetria.
Amostra: Soro

Valores de referéncia: 10 — 40 mg/dL

Interferéncias: bilirrubina

Ferritina

A ferritina € uma proteina de fase aguda positiva, que tem como principal fungao
0 armazenamento de ferro. A sua concentracdo ¢é determinada por
quimioluminescéncia.

Amostra: Soro ou plasma

Valores de Referéncia: Ferropenia absoluta < 30 ng/mL
Ferropenia funcional 30 — 50 ng/mL
Ferropenia na gravidez <70 ng/mL
Ferropenia na insuficiéncia cardiaca <100 ng/mL ou

100 — 300 ng/mL, saturacao < 20%
Ferropenia na IRC < 500 ng/mL, saturacédo < 20%

Ferropenia na doenga intestinal inflamatdria <100, saturagéo < 20%

Haptoglobina

A Haptoglobina é uma proteina de fase aguda positiva, que se liga a
hemoglobina apds a hemdlise, permitindo a reciclagem deste componente dos
eritrocitos. A concentragao de haptoglobina é determinada através de turbidimetria.

Amostra: Soro

Valores de referéncia: 40 — 280 mg/dL

Interferéncias: hemolise e bilirrubina
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Lipoproteina A
A determinacao da lipoproteina A é feita através de turbidimetria, sendo que o
doseamento desta lipoproteina se encontra associado ao estudo do colesterol LDL.
Amostra: Soro ou plasma

Valores de referéncia: < 30 mg/dL

Interferéncias: bilirrubina e lipémia

Procalcitonina

A procalcitonina € uma proteina de fase aguda positiva utilizada no diagnéstico
da sépsis, cuja concentragao € determinada por quimioluminescéncia.

Amostra: Soro ou plasma

Valores de referéncia: < 0,05 ng/mL

Se 0,05 — 0,5 ng/mL baixo risco de sépsis
Se 0,5 — 2 ng/mL moderado risco de sépsis

Se > 2ng/mL elevado risco de sépsis

Proteina C Reativa

A Proteina C Reativa é a principal proteina de fase aguda positiva, sendo um
dos primeiros indicadores de um estado inflamatério ou infecioso. A determinacao da
concentracao de proteina C reativa é feita por turbidimetria.

Amostra: Soro ou plasma

Valores de referéncia: < 1 dia <5mg/L

1dia—1semana <3 mg/L
> 1 semana <5mg/L

Interferéncias: hemolise e lipémia

Transferrina

A Transferrina € uma proteina de fase aguda negativa, que é responsavel pelo
transporte de ferro no sangue, sendo que alteragées na concentragdo desta proteina
estdo associadas a doencas hematolégicas e a processos inflamatérios. Esta
concentracao € determinada por turbidimetria.

Amostra: Soro ou plasma

Valores de referéncia: 215-380 mg/dL

Interferéncias: lipémia
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4.2. Altino Max AX-4030® - Arkray

O Aution Max AX-4030® é um analisador ~—

automatico que permite a realizacédo da analise sumaria

da urina, utilizando o sistema de tiras de teste e tendo | .

capacidade para 225 amostras por hora. Cada tira

permite determinar a presenca de diversos elementos

na urina, tais como, glucose, eritrocitos, leucécitos, I,,,,“'{,.’.ﬂjm.mii
urobilinogénio, nitritos, bilirrubina, proteinas e cetonas.

Este equipamento permite ainda a determinagao do pH,
Figura 7 - Equipamento Aution Max AX-

da gravidade especifica, da cor e da turbidez da ,y;0e .0 permite o andlise sumdria de

amostra. urinas.

As urinas analisadas, tanto neste, como nos restantes analisadores de urinas
mencionados adiante, ndo necessitam de nenhum tratamento prévio, exceto quando se
apresentam viscosas, ou com elevada turbidez. Neste caso, devem ser centrifugadas a
1500 rpm durante 10 minutos, previamente a sua inser¢éo no equipamento para evitar

danos neste.

4.3. Sedimax® — Menarini diagnostics

Em linha com o Aution Max AX-4030°,
encontra-se o Sedimax®. Este aparelho automatico
permite a analise do sedimento urinario, sendo que
parte da amostra € aspirada e centrifugada a 2000
rpom durante 10 segundos, permitindo a deposigao do
sedimento urinario no fundo da cuvette. Apdés a

centrifugagcdo, a camara digital incorporada no

microscopio vai fotografar 15 campos e um software

de processamento de imagem vai detetar as
i Figura 4 - Equipamento Sedimax®, que se
particulas presentes nesses 15 campos. Este encontra em linha com o Aution Max Ax-

4030°®, e que permite a andlise automdtica

software permite a identificacdo de eritrocitos, .o uringrio.

leucdcitos, cilindros hialinos, cilindros patoldgicos, células epiteliais, células epiteliais de
transicao, células tubulares renais, bactérias, leveduras, cristais de oxalato de calcio,
cristais de acido urico, muco e espermatozoides. Estas imagens podem posteriormente

ser analisadas por um especialista, na validagdo de resultados, sendo que sempre que
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suscitem duvidas é realizada a observacdo do sedimento entre lamina e lamela, ao
microscopio 6ético. Esta observagdao manual é também realizada aquando do pedido do
estudo da morfologia eritrocitaria, uma vez que o software de imagem mencionado nao

procede a este estudo.

4.4. Aution Max AX-4280® - Arkray

O Aution Max AX-4280° é um analisador -« ¥

automatico em tudo idéntico ao Aution Max AX- X

4030°, que permite a realizagdo da analise sumaria
da urina, utilizando o sistema de tiras de teste e tendo
capacidade para 225 amostras por hora. A principal

diferenca € que nao se encontra em linha com um

analisar automatico de sedimento urinario, pelo que é

essencialmente utilizado para amostras que pedem Figura 5 - Equipamento Aution Max AX-

exclusivamente a andlise sumaria da urina. 4280°, que permite a andlise sumdria de
urinas.

4.5. Capillarys 2° - Sebia

O Capillarys 2® é um sistema
automatizado multiparametros para
eletroforese capilar, que realizada
todos os procedimentos desde a
identificacdo da amostra até a

transmissao informatica dos

resultados obtidos.
Figura 6 - Equipamento Capillary 2® da casa comercial Sebia, que

Na eletroforese capilar asS permite a realizagio de eletroforeses de proteinas,
imunoeletroforeses e imunofenotipagem, por eletroforese
capilar.

separadas através da mobilidade eletroforética, com fluxo constante. Neste

moléculas com carga elétrica séo

equipamento temos 8 tubos de silica que vao ser utilizados em simultineo em cada
amostra, sendo que a capacidade maxima é de 104 amostras, distribuidas por 13
raques.

No servico de Patologia Clinica do Hospital de Braga sao realizadas, neste

equipamento, tanto eletroforeses de proteinas, como imunoeletroforeses.
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4.6. Técnicas Manuais

Calculos Urinarios

Os calculos urinarios sédo constituidos por substancias organicas e inorganicas
insoluveis, como o oxalato e o fosfato de calcio, a cistina, o acido urico, etc., sendo que
as etiologias inerentes a formacdo dos mesmos sdo variaveis. O kit utilizado no
Laboratério de Patologia do Hospital de Braga pertence a casa comercial BEN
Biochemical Enterprise e permite a identificacdo (presenca/auséncia) de 8
componentes diferentes de calculos urinarios: o oxalato, o calcio, o magnésio, 0 aménio,
o carbonato, o fosfato, o acido urico e a cistina. Podem estar presentes varios destes
componentes no mesmo calculo urinario, pelo que a amostra usada para a realizagéo
destes testes deve ser homogénea e representativa. E ainda importante ressalvar que

os calculos urinarios constituidos por colesterol ndo podem ser identificados por este kit.

Benzodiazepinas
As benzodiazepinas sao drogas com efeitos ansiolitico, hipndtico,
anticonvulsionante e relaxante muscular, que perduram por 4 a 8 horas. A maioria das
benzodiazepinas tém uma via metabdlica comum e sao excretadas na urina sob a forma
de oxazepam, que pode ser detetado até 7 dias apds o consumo da droga. O teste para
a detecao de benzodiazepinas é um teste rapido imunocromatografico da Xiamen Boson
Biotech, com base na reagao antigénio anticorpo, realizado na urina.
Cutoff: 300 ng/mL
Sensibilidade: 100%
Especificidade: 98%
Interferéncias: Glucose > 2000 mg/dL
Albumina > 2000 mg/dL
Hemoglobina > 10 mg/dL
Ureia > 4000 mg/dL
Acido drico > 10 mg/dL
Opioides
Os opioides sao drogas utilizadas no controlo da dor, sendo que o seu marcador
metabdlico é a morfina, que pode ser detetada apds varios dias da sua ingestéo. O teste
para a detecao de opioides € um teste rapido imunocromatografico da Xiamen Boson
Biotech, com base na reagao antigénio anticorpo, realizado na urina.
Cutoff: 300 ng/mL
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Sensibilidade: 99%
Especificidade: 99%
Interferéncias: Glucose > 2000 mg/dL
Albumina > 2000 mg/dL
Hemoglobina > 10 mg/dL
Ureia > 4000 mg/dL
Acido urico > 10 mg/dL
Marijuana
Os agentes da marijuana sdo conhecidos como canabinoides e atuam como
estimulantes do sistema nervoso central. A sua detegdo faz-se através do 11-nor-A°-
THC-9-COOH, que é o metabolito excretado na urina nos 3 a 10 dias apds 0 consumo.
O teste para a detegdo de canabinoides € um teste rapido imunocromatografico da
Xiamen Boson Biotech, com base na reagao antigénio anticorpo, realizado na urina.
Cutoff: 50 ng/mL
Sensibilidade: 99%
Especificidade: 100%
Interferéncias: Glucose > 2000 mg/dL
Albumina > 2000 mg/dL
Hemoglobina > 10 mg/dL
Ureia > 4000 mg/dL
Acido arico > 10 mg/dL

BhCG
A gonadotrofina coriénica humana (hCG) é a hormona produzida aquando do
desenvolvimento da placenta e aumenta apés 7 a 10 dias da concecdo, mantendo-se
durante toda a gravidez, o que permite a detegdo da gravidez de uma forma precoce.
O teste para a detegao de BhCG é um teste rapido imunocromatografico da MONLAB,
com base na reac¢ao antigénio anticorpo, que pode ser realizado na urina, no soro ou no
plasma.
Cutoff: 50 ng/mL
Sensibilidade: 100%
Especificidade: 100%
Interferéncias: Acetominofeno > 20 mg/dL
Acido acetilsalicilico > 20 mg/dL
Acido ascérbico > 20 mg/dL
Acido gentisico > 20 mg/dL
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Atropina > 20 mg/dL
Bilirrubina > 2 mg/dL (urina) e > 40 mg/dL (soro ou plasma)
Cafeina > 20 mg/dL
Glucose > 2000 mg/dL
Hemoglobina > 1 mg/dL
Triglicéridos > 1200 mg/dL
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5. Valéncia de Imunologia

Responsavel da area:
Dr. Fernando Mota Garcia (Médico, Assistente Graduado Sénior)
Orientadores do estagio nesta valéncia:
Dr. Fernando Mota Garcia
Dra. Juliana Almeida (Médica, Assistente Hospitalar)
Periodo de estagio:
11 de abril a 20 de maio de 2022
Atividades acompanhadas no periodo de estagio:
Manutencdo e calibra¢do de equipamentos
Execucdo e validacdo do controlo de qualidade interno (CQl)
Rececdo das amostras previamente triadas
Avaliagao da conformidade de amostras
Processamento de amostras
Validagdo técnica de resultados
Validagdo clinica de resultados
Numero de amostras analisadas no periodo de estagio:

2376

A imunologia é a area responsavel pelo estudo da autoimunidade e da serologia
infeciosa. Para além disso, por uma questdo organizacional, é nesta area que se
realizam as técnicas de citometria de fluxo, imunofenotipagem de linfécitos, pesquisa do
antigénio HLA-B27, anadlise de espermograma e analise citologica de lavados
broncoalveolares.

Na minha passagem por esta area pude acompanhar numerosas técnicas, algumas
delas que ja conhecia e outras com as quais tive um primeiro contacto. Gostaria de
destacar a espetroscopia de fluorescéncia como a area que mais me fascinou, uma vez
que requer maior conhecimento e experiéncia por parte do especialista que se dedica a

interpretagdo dos seus resultados.
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5.1. Zenit UP® + Zenit G-Sight®

O Zenit UP® é um equipamento que
permite a automatizacao dos métodos de ELISA,
microarray e imunofluorescéncia indireta (IFI)
através de um sistema preciso e confiavel de
processamento de microplacas e laminas. No
contexto do laboratério de Imunologia do
Hospital de Braga é utilizado apenas para a

técnica de Imunofluorescéncia indireta, com

processamento de laminas®. Figura 7 - Equipamento Zenit UP® que realizagéo
ensaios por imunofluorescéncia(8).

As laminas resultantes do método de o
imunofluorescéncia indireta podem ser interpretadas
através da captacao de imagens pelo sistema Zenit G-
Sight®, que vai analisar e reconhecer padrbes de
fluorescéncia nestas laminas, relacionados com a
presenca de determinados anticorpos, sendo estes

posteriormente avaliados por um especialista, que

podera confirmar, ou alterar o resultado sugerido pelo
Figura 8 - Equipamento Zenit G-Sight®,

software deste equipamento(g). que permite a andlise e reconhecimento
de  padrées em  ldminas  de
imunofluorescéncia indireta(9).

5.1.1. Autoimunidade

Anticorpos antinucleares (ANA)

Os anticorpos antinucleares (ANA) constituem um marcador de numerosas
patologias autoimunes, tratando-se de anticorpos anti-antigénios celulares. A sua
detecao é feita por imunofluorescéncia indireta em células Hep-2, ou variantes desta
linhagem celular.

Amostra: Soro
Substrato: Células Hep-2
Conjugado: 1gG anti-humana de cabra marcado com FITC

Interferéncias: Hemolise e lipémia acentuadas.
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Anticorpos anti-antigénios nucleares extraiveis (ENA)

Os anticorpos anti
antigénios nucleares extraiveis
(ENA) sao detetados a partir de
imunofluorescéncia indireta.

Cada poco da l&mina,

correspondente a um doente, tem
; Figura 9 - Ldmina ZENIT-AmiDot® com 4, ou 8 pogos que contém um
um array de 9x9 com até 38 painel especifico de até 38 anticorpos diferentes quantificados em

antigénios diferentes duplicado™.

quantificados em duplicado!'?. Os antigénios recorrentemente analisados no servigo de
imunologia sdo Ro60, Ro52, La, Sm, RNP, PMscl 100, dsDNA, histonas, ribossomal P,
Ku, PCNA, JO-1, Scl 70, Mi-2, PL7/12, elastase e CENP B.

Tabela 2 - Valores utilizados para a determinagéo da presencga, ou auséncia, de anti-antigénios nucleares
extraiveis (ENA), em U/ml (1),

(U/ml) Ro 60 | Ro 52 La Sm RNP | PMscl 100 dsDNA | Histonas | Ribossomal P
Positivo >15 > 20 >15 > 22 > 20 > 22 >8 > 25 > 21
Equivoco 9-15 10-20 9-15 12-22 | 13-20 12-22 5-8 15-25 11-21
Negativo <9 <10 <9 <12 <13 <12 <5 <15 <M
Ku PCNA | JO-1 Scl70 Mi-2 PL7/12 Elastase CENP B
Positivo >20 >20 >20 >20 >20 >18 >20 >20
Equivoco | 10-20 | 10-20 | 10-20 | 10-20 | 10-20 8-18 10-20 10-20
Negativo <10 <10 <10 <10 <10 <8 <10 <10

Amostra: Soro
Conjugado: IgG/IgA anti-humana de cabra

Interferéncias: Hemolise e lipémia acentuadas.

Anticorpos anti-endomisio

O endomisio contém colagénio, reticulina e o antigénio alvo, a enzima
transglutaminase tecidular. O padrao observado no substrato € descrito como padrao
“favo de mel” ou “rede de galinheiro” a circundar as fibras musculares.
Amostra: Soro
Substrato: Seccdes da porgao distal de eséfago de primata
Conjugado: IgA anti-humana marcada com FITC

Interferéncias: Hemolise e lipémia acentuadas.
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Anticorpos anti-musculo liso

Os anticorpos anti-musculo liso sao dirigidos a microfilamentos de F-actina,
tropomiosina, troponina e tubulina e/ou filamentos intermediarios de desmina e
vimentina, do musculo liso.
Amostra: Soro
Substrato: Seccdes de figado, rim e estbmago de rato
Conjugado: IgG anti-humana marcada com FITC

Interferéncias: Hemolise e lipémia acentuadas.

Anticorpos anti-LKM

O padrao liver/kidney/microsomal é observado na presenca de autoanticorpos
que tém como antigénios alvo enzimas do citocromo P450, sendo subclassificado em
diferentes tipos de acordo com as enzimas alvo (LKM1, 2 e 3).
Amostra: Soro
Substrato: Secc¢des de figado, rim e estbmago de rato
Conjugado: IgG anti-humana marcada com FITC

Interferéncias: Hemolise e lipémia acentuadas.

Anticorpos anti-mitocéndria
Os anticorpos anti-mitocondriais sao anticorpos dirigidos a proteinas da
membrana mitocondrial interna e externa.
Amostra: Soro
Substrato: Secgdes de figado, rim e estdbmago de rato
Conjugado: 1gG anti-humana marcada com FITC

Interferéncias: Hemolise e lipémia acentuadas.

Anticorpos anti-célula parietal gastrica

Os anticorpos anti-célula parietal estbmago tém como alvo as subunidades a
(92kDa) e B (60-90kDa) da ATPase H+/K+ gastrica, localizada na membrana intracelular
e apical das células parietais.
Amostra: Soro
Substrato: Seccdes de figado, rim e estbmago de rato
Conjugado: IgG anti-humana marcada com FITC

Interferéncias: Hemolise e lipémia acentuadas.

Anticorpos anti-musculo estriado
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Os anticorpos anti-musculo estriado sdo autoanticorpos cujo alvo sdo as
proteinas da jungdo neuromuscular. Os trés epitopos mais reconhecidos pelos
anticorpos anti musculo estriado sédo a tinina, o recetor de rianodina e Kv1.4 (uma
subunidade a do canal de potassio VGKC), que apresentam valor de diagndstico e
prognéstico estabelecido.

Amostra: Soro
Substrato: Seccdes de musculo esquelético de primata
Conjugado: IgG anti-humana marcada com FITC

Interferéncias: Hemolise e lipémia acentuadas.

Anticorpos anti-ilhéus de Langerhans
Os anticorpos anti-ilhéus pancreaticos reagem com diversos antigénios
citoplasmaticos e membranares das células dos ilhéus de Langerhans.
Amostra: Soro
Substrato: Secgdes de pancreas de primata
Conjugado: IgG anti-humana marcada com FITC

Interferéncias: Hemolise e lipémia acentuadas.

Anticorpos anti-suprarrenal

Os autoanticorpos anti suprarrenal apresentam reatividade dirigida as enzimas
170-hidroxilase (P450c17) e 21R-hidroxilase (P450c21) e Cholesterol desmolase
(P450scc), sendo que estas correspondem a zona glomerulosa e fasciculada.
Amostra: Soro
Substrato: Seccdes de glandula suprarrenal de primata
Conjugado: 1gG anti-humana marcada com FITC

Interferéncias: Hemolise e lipémia acentuadas.
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5.2. Microscopio de fluorescéncia

Nem todas as técnicas de

imunofluorescéncia indireta sao realizadas nos

equipamentos automatizados, bem como nem

todas as laminas de imunofluorescéncia indireta
sdo alvo de leitura por equipamentos
automatizados. Algumas laminas, preparadas
quer  manualmente, quer  através de

v

Figura 10 - Microscépio de fluorescéncia Motic
BA410®, que permite a detegdo de padrées de

responsavel. fluorescéncia(12).

equipamentos automatizados sao observadas ao
microscopio de fluorescéncia, sendo a

interpretagdo  realizada pelo especialista

O microscopio de fluorescéncia utilizado na area de Imunologia é do modelo

Motic BA410e, que possui um sistema de filtros para FITC(?),

Anticorpos anti Rickettsia spotted fever e anti Rickettsia typhus IgG e IgM

Os membros do género Rickettsia sao tradicionalmente caracterizados em dois
grupos principais o grupo spotted fever e typhus. A serologia por imunofluorescéncia
indireta € o método gold standard para o diagnéstico de infegdo por estes agentes.

Tipo de amostra: soro ou plasma

Substrato: antigénio de Rickettsia rickettsii e antigénio de Rickettsia typhi inativado
Conjugado: IgG anti-humana de cabra marcada com fluoresceina purificada por
afinidade especifica da cadeia de rato

IgM anti-humana de cabra marcada com fluoresceina purificada por

afinidade especifica da cadeia de rato

Resultados: IgM > 1:64 presuncgéao de infecao recente ou atual
<1:64 auséncia de infegao
IgG = 1:256 presuncgao de infegéo recente ou atual

1:256 — 1:64 infecdo passada ou resposta precoce a uma
infecao recente
<1:64 auséncia de infegao

Interferéncias: Hemolise e lipémia
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Espermograma

A avaliagdo laboratorial do sémen, em
contexto hospitalar, € Gtil ndo sé no estudo da
infertilidade, mas também na confirmacao da
eficacia de vasectomias. Sendo que esta
avaliagao é realizada em trés partes.

Na primeira parte, é feita a avaliagdo da
cor, do volume, do pH e da viscosidade da
amostra.

Na segunda parte, € montada uma

camara de Neubauer e preenchida com a

amostra diluida, permitindo o estudo da

motilidade dos espermatozoides, bem como a

sua contagem. A classificagdo  dos
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Figura 11 - Exemplo de esfregaco corado de
sémen com presenga de espermatozoides com
defeitos de cabega, peca intermédia e cauda.

espermatozoides quanto a sua motilidade é realizada ao microscdopio 6tico e vai dividi-

los em progressivos rapidos, progressivos, in situ e imoveis.

Por ultimo, sao realizados dois esfregacos

corados, para a avaliagdo morfolégica

e classificacdo dos defeitos presentes como defeitos de cabecga, defeitos de peca

intermediaria e defeitos de cauda. Sendo ainda calculado o indice de teratozoospermia

e realizada uma avaliagédo da morfologia celular.

5.3. Zenit RA®

O Zenit RA®, da Menarini, é um
equipamento que permite a automatizacao da
detecao de autoanticorpos por

quimioluminescéncia. Esta técnica em particular

é baseada num método indireto
quimioluminescente de dois passos e utiliza
particulas magnéticas revestidas com antigénio
como fase soélida e um anticorpo marcado com o
éster dimetil de acridina (DMAE) como marcador

para a detegdo (conjugado)'®).

Figura 12 - Equipamento Zenit RA responsdvel
pela detegdo de autoanticorpos por
quimioluminescéncia (13).

Anticorpos anti-dsDNA (double-stranded DNA)
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A pesquisa de anticorpos anti-dsDNA é fundamental em patologias como o
Lupus eritematoso sistémico, com relevancia para o seu diagnéstico, classificacao e
monitorizagao.

Amostra: Soro ou plasma em K3EDTA
Substrato: Particulas magnéticas revestidas com dsDNA
Conjugado: IgG anti-humana de rato marcada com um derivado de éster de acridina

Intervalo de medicdo: 0 — 600 Ul/mL

Resultados: Negativo < 30 Ul/mL
Zona cinzenta 30— 50 Ul/mL
Positivo > 50 Ul/mL

Interferéncias: Hemolise, lipémia, contaminacdo bacteriana, inativacdo por calor,
presencga de anticorpos heterofilos, efeito de hook em concentragdes superiores a 1984
Ul/mL.

Anticorpos anti-B2-glicoproteina |
A B2-glicoproteina | € uma proteina soluvel que desempenha diversas fungdes
incluindo a regulagdo do complemento e hemostase. E o alvo antigénico de

autoanticorpos presentes na sindrome anti fosfolipidica.

Amostra: Soro, plasma em K3EDTA ou plasma em heparina de litio
Substrato: Particulas magnéticas revestidas com antigénio 32-glicoproteina |
Conjugado: IgG/IgM anti-humana de rato marcada com um derivado de éster de acridina
Intervalo de medicdo: 0 — 867 UA/mL
Resultados: Negativo <10 UA/mL

Positivo > 10 UA/mL

Interferéncias: Hemdlise, lipémia, efeito de hook em concentragdes superiores a 699

UA/mL para anti-B2-glicoproteina | IgM e a 1076 UA/mL para anti-B2-glicoproteina | IgG.

Anticorpos antimembrana basal glomerular

O alvo dos anticorpos antimembrana basal glomerular é o colagénio tipo IV, que
pode ser encontrado na membrana basal glomerular, no pulmao, olho, céclea e também
a nivel cerebral e testicular.
Amostra: Soro, plasma em K3EDTA ou plasma em citrato de sédio
Substrato: Particulas magnéticas revestidas com antigénio NC1a3(1V)
Conjugado: IgG anti-humana de rato marcada com um derivado de éster de acridina
Intervalo de medicdo: 0 — 1000 UA/mL
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Resultados: Negativo <40 UA/mL

Positivo =40 UA/mL
Interferéncias: Hemolise, lipémia, efeito de hook em concentragdes superiores a 1552
UA/mL.

Anticorpos anti-neutroéfilo
Os anticorpos anti citoplasma dos neutrofilos (ANCA) tém como alvo a proteinase
3 (PR3) e mieloperoxidase (MPO).
Amostra: Soro, plasma em K3EDTA ou plasma em heparina de litio
Substrato: Particulas magnéticas revestidas com antigénio mieloperoxidase
Particulas magnéticas revestidas com antigénio proteinase 3
Conjugado: IgG anti-humana de rato marcada com um derivado de éster de acridina
Intervalo de medig¢édo: MPO 0 — 860 UA/mL
PR3 0-500 UA/mL

Resultados: Negativo <10 UA/mL
Zona cinzenta 10 a 25 UA/mL
Positivo > 25 UA/mL

Interferéncias: Hemdlise, lipémia, efeito de hook em concentragdes superiores a 1843

UA/mL para o anti-MPO e concentracdes superiores a 4501 UA/mL para o anti-PR3.

Anticorpos anti-transglutaminase
As transglutaminases sdo um grupo de enzimas amplamente distribuido que
catalisam modificagbées pos translacionais nas proteinas. A transglutaminase tecidual,
transglutaminase 2, € uma enzima ubiqua, que ndo se encontra restrita a nenhum
compartimento celular especifico e que exerce diversas fungdes fisioldgicas, estando
amplamente associada a doencga celiaca.
Amostra: Soro, plasma em K3EDTA ou plasma em heparina de litio
Substrato: Particulas magnéticas revestidas com antigénio t-TG
Particulas magnéticas sensibilizadas com anticorpos monoclonais de rato
anti-IgA humana
Conjugado: IgA anti-humana de cabra e IgG anti-humana de rato marcadas com um
derivado de éster de acridina
Intervalo de medicao: 0 — 200 UA/mL
Resultados: Negativo <10 UA/mL
Positivo =10 UA/mL
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Interferéncias: Hemolise, lipémia, efeito de hook em concentragcbes superiores a 17400

UA/mL para anti-B2-glicoproteina | IgA e a 2200 UA/mL para anti-p2-glicoproteina | IgG.

Anticorpos anti-gliadina desaminada

Em complementaridade com os anticorpos anti-transglutaminase, a pesquisa de
anticorpos anti-gliadina é util perante a suspeita de doenga celiaca, particularmente na
populacao pediatrica.
Amostra: Soro, plasma em K3EDTA ou plasma em heparina de litio
Substrato: Particulas magnéticas revestidas com antigénio gliadina (péptidos
desaminados especificos)
Conjugado: Anticorpos anti-IgA humana de cabra e anti-lgG humana de rato marcadas
com um derivado de éster de acridina
Intervalo de medicao: 0 — 200 UA/mL
Resultados: Negativo <10 UA/mL

Positivo > 10 UA/mL

Interferéncias: Hemoalise, lipémia, efeito de hook em concentragdes superiores a 1970

UA/mL para anti-gliadina IgA e a 5500 UA/mL para anti-gliadina IgG.

Anticorpos anti-cardiolipina

Os anticorpos anti-cardiolipina sdo um grupo heterogéneo de anticorpos
podendo ser detetados em multiplas situagdes clinicas como patologias autoimunes,
cerebrovasculares e infeciosas.
Amostra: Soro, plasma em K3EDTA ou plasma em heparina de litio
Substrato: Particulas magnéticas revestidas com cardiolipina de elevada pureza e (32-
glicoproteina | humana
Conjugado: Anticorpos anti-lgG humana de ratinho marcada com um derivado de
isoluminol e anti-lgM humana de ratinho marcada com um derivado de isoluminol
Intervalo de medicéo: IgG 0 — 280 U GPL/mL

IgM 2 — 255 U GPL/mL

Resultados: 1gG Negativo <20 U GPL/mL
Positivo baixo 20 - 39,9 U GPL/mL
Positivo moderado 40 - 79,9 U GPL/mL

Positivo alto = 80 U GPL/mL

IgM Negativo <13 U GPL/mL
Zona cinzenta 13-14,9 U GPL/mL
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Positivo baixo 15 -39,9 U GPL/mL
Positivo moderado 40 -79,9 U GPL/mL
Positivo alto =80 U GPL/mL

Interferéncias: Hemodlise, lipémia, ictericia, infecdo por Treponema pallidum

(possibilidade de reagdes cruzadas)

5.4. Dynex DSX Best 2000®

O Dynex DSX Best 2000° é um
equipamento com um sistema de ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) automatizado para a
detecdo de autoanticorpos, que conta com

capacidade para 96 amostras distribuidas numa

microplaca.

Figura 13 - Equipamento Dinex Best 2000®
para realizagdo de ELISA para dete¢do de
autoanticorpos(14).

5.4.1. Autoimunidade

Anticorpos anti-mitocondriais M2

Os anticorpos anti-mitocondriais do subtipo M2 séo dirigidos a proteinas do
componente E2 do complexo de enzimas da familia 2-oxoacido desidrogenase. Neste
ensaio detetam-se anticorpos dirigidos a subunidade E2 do complexo desidrogenase
mitocondrial.
Amostra: Soro, plasma em K3EDTA ou plasma em heparina de litio
Substrato: TMB (3,3,5,5’ tetramethylbenzidine) com peréxido de hidrogénio
Conjugado: Anticorpos anti-lgG humana de cabra marcada com peroxidase

Intervalo de medicdo: 1 — 200 U/mL

Resultados: Negativo <10 U/mL
Positivo >10 U/mL

Interferéncias: Hemolise, lipémia e ictericia

Anticorpos anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA)
Os anticorpos anti Saccharomyces cerevisiae tém como alvo antigénico o
polissacarideo manano da parede celular de Saccharomyces cerevisiae e foram

identificados como um marcador relevante da doenga de Crohn.
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Amostra: Soro, plasma em citrato de sodio
Substrato: TMB/H202
Conjugado: Anticorpos anti-lgA humana marcada com peroxidase
Anticorpos anti-lgG humana marcada com peroxidase

Intervalo de medicdo: 5 — 320 U/mL

Resultados: Negativo <18 U/mL
Zonacinzenta 18 —22 U/mL
Positivo > 22 U/mL

Interferéncias: Hemolise e lipémia acentuadas e contaminagao por bactérias.

Anticorpos anti-fator intrinseco

Os anticorpos anti-fator intrinseco sdo um marcador muito especifico para o
diagnostico de gastrite autoimune e sindromes de deficiéncia de B12 associados a esta
patologia (anemia perniciosa, mielose funicular, etc.) e podem ser quantificados através
de métodos de ELISA.
Amostra: Soro, plasma em K3EDTA, plasma em heparina ou plasma em citrato de sddio
Substrato: TMB/H202
Conjugado: Anticorpos anti-lgG humana de coelho marcada com peroxidase
Intervalo de medicdo: 2 — 200 UR/mL
Resultados: Negativo < 20 UR/mL

Positivo =20 UR/mL

Interferéncias: Hemolise, ictericia ou lipémia acentuadas.

5.4.2. Serologia infeciosa

Borrelia spp.

O teste serolégico para infegéo por Borrelia spp. esta indicado para diagnéstico
em caso de suspeita de infegao pelo agente e realiza-se através de técnicas de ELISA,
podendo ser posteriormente realizado um teste confirmatério por Western blot.
Amostra: Soro, plasma em citrato de sddio, LCR ou liquido sinovial
Substrato: TMB/H202
Conjugado: Anticorpos anti-IlgM humana marcada com peroxidase

Anticorpos anti-lgG humana marcada com peroxidase

Intervalo de medicdo: 5 - 200 U/mL

g e . Absorvancia da amostra
Resultados: Calcular o indice de positividade ( = )

Absorvancia do cut of f
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Negativo <0,90
Zona cinzenta 0,90-1,10
Positivo =21,10

Interferéncias: Hemolise, ictericia ou lipémia acentuadas.

Pesquisa de anticorpos anti-Adenovirus
O diagnostico de Adenovirus permite detetar imunoglobulinas das classes IgM e
IgG e é realizado através de uma ELISA.
Amostra: Soro ou plasma em citrato de sodio
Substrato: TMB/H202
Conjugado: Anticorpos anti-lgG e anti-IlgM humana marcada com peroxidase
Ponto de corte: 0,150 — 0,900
Resultados: A absorvancia do controlo negativo deve ser menor do que metade da
absorvancia do ponto de corte e a absorvancia do controlo positivo deve ser superior a

do ponto de corte, permitindo a determinagao do resultado da amostra

Negativo <09
Duvidoso 09-1,1
Positivo =211

Interferéncias: Hemolise ou lipémia

5.4.3. Outros testes

Estudo do complemento — CH50

O complemento € um conjunto de proteinas envolvidas na protegdo do
hospedeiro e, do qual sdo conhecidas trés vias de ativagdo. A via classica € iniciada
pela formagdo de um complexo antigénio-anticorpo e pode ser avaliada pelo
doseamento do CH50.
Amostra: Soro
Substrato: TMB (3,3’,5,5 tetramethylbenzidine) com perdxido de hidrogénio
Conjugado: Anticorpos anti-lgG humana de cabra marcada com peroxidase de rabano
Intervalo de medicao: 0 — 300 Eg/mL

Resultados: Valores de referéncia 79 — 187 Eg/mL

Interferéncias: Lipémia e amostras inativadas pelo calor ou contaminadas

Doseamento da cromogranina
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As graninas sao proteinas produzidas pelas células neuroendécrinas utilizadas
frequentemente na avaliacdo de tumores neuroendécrinos, através do seu doseamento
por ELISA.

Amostra: Soro ou plasma em K3EDTA
Substrato: TMB (3,3’,5,5’ tetramethylbenzidine)
Conjugado: Anticorpos monoclonal anti-humano conjugado com HRP
Resultados: Negativo < 100 ng/mL
Positivo = 100 ng/mL

Interferéncias: Efeito de gancho com concentragdes superiores a 100 000 ng/mL

Pesquisa de imunocomplexos circulantes (CIC-C1q)

Os imunocomplexos circulantes podem depositar-se nos tecidos e induzir
processos inflamatérios. No caso dos imunocomplexos que se ligam ao C1q, estes
encontram-se associados ao Lupus eritematoso sistémico e sao Uteis na avaliacdo da
atividade da patologia, sendo doseados através de técnicas de ELISA.

Amostra: Soro ou plasma em K3EDTA
Substrato: TMB (3,3’,5,5’ tetramethylbenzidine) com peréxido de hidrogénio
Conjugado: Anticorpos anti-lgG humana de coelho marcada com peroxidase
Limite de detecao: 0,1 UR/mL
Resultados: Negativo < 20 UR/mL

Positivo = 20 UR/mL

Interferéncias: Hemolise, lipémia e ictericia

5.5. Auto-LIA™ |I®

O Auto-LIA™ [I1®, da Fujirebio, € um
equipamento que permite a realizacdo de
Western blots e imunoensaios de forma
totalmente automatizada, da hibridacdo até

ao desenvolvimento da cor, e é utilizado para

a deteg&o de anticorpos('®). |
Figura 14 - Equipamento Auto-LIATMII® da Fujirebio,

que permite a realizagdo de  ensaios
imunoenzimdtico(15).

5.5.1. Autoimunidade
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Anticorpos anti-neuronais

A detecao destes anticorpos, realizada através de Western blot, esta associada
a sindrome paraneoplasica neurolégica.
Amostra: Soro, plasma em ETDA, plasma em heparina ou plasma em citrato de sédio
Substrato: cloreto de tetrazélico nitro azul (5-bromo-4-cloro-3-indolifosfato)
Conjugado: Anticorpos anti-lgG humana de cabra marcada com fosfatase alcalina
Resultados: Avaliar cada amostra classificando semi-quantitativamente para cada
antigénio em +/- se banda com cor débil e 1+,2++ ou 3+++ de acordo com a intensidade
da cor da banda (mediana, forte, muito forte).

Interferéncias: Hemolise, ictericia e lipémia acentuadas

Anticorpos anti-proteinas do ouvido interno (68 KDa)

A determinacao de anticorpos anti HSP 70 (a que corresponde o antigénio 68
KDa) pode ser util para prever a resposta a corticoterapia num conjunto de doentes com
patologia autoimune do ouvido interno, caracterizada por perda de audicao rapidamente
progressiva e pode ser realizada por Western blot.
Amostra: Soro
Substrato: Heat shock protein 70 (HSP70) recombinante purificada
Conjugado: Anticorpos anti-IgG humana
Resultados: Avaliar cada amostra classificando semi-quantitativamente para cada
antigénio em +/- se banda com cor débil e 1+, 2++ ou 3+++ de acordo com a intensidade
da cor da banda (mediana, forte, muito forte).
Interferéncias: Hemolise, ictericia e lipémia acentuadas e concentracao de fator
reumatoide > 100 EU/mL
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5.5.2. Serologia Infeciosa

Pesquisa de anticorpos anti-Borrelia spp.

O teste seroldgico para infecdo por Borrelia spp. esta indicado
em caso de suspeita de infecdo pelo agente e realiza-se através de
técnicas de ELISA, como vimos anteriormente, podendo ser

posteriormente realizado um teste confirmatoério por Westernblot.

Amostra: Soro, plasma em K3EDTA, plasma em heparina, plasma em

citrato ou LCR

Substrato: TMB

Conjugado: Anticorpos anti-lgG humana de coelho marcada com
peroxidase
Anticorpos anti-lgM humana de coelho marcada com
peroxidase

Resultados: verificar a existéncia da linha de controlo (1?), da linha da

classe do anticorpo (IgM ou IgG) e o controlo de ponto de corte. Atribuir

s |

ReaktKontr —m=

p100 — =

VISE —

OspA —

OspCBg1 —
OspCBsa —
OspCBg2 —

p41iBg — i

p4tiBa —
p18 —

pontuacéo a cada uma das linhas visiveis, de acordo com a Ffigura 95 - Exemplo de tira de
teste, para detegdo de anticorpos

tabela. anti-Borrelia spp., com legenda
das bandas correspondentes.

Tabela 3 - Pontos atribuidos a cada linha visivel na tira de teste, para detegdo de anticorpos anti-Borrelia

Spp.
Ariee p100 VIsE p58 p41 p39 OspA | OspC | p18
IgG 5 6 4 1 5 5 5
IgM 5 5 4 1 4 5 5
IgM IgG
Negativo < 5 pontos < 5 pontos
Zona cinzenta 6 pontos 6 — 7 pontos
Positivo = 7 pontos = 8 pontos

Interferéncias: Hemolise, ictericia e lipémia acentuadas, amostras inativadas pelo calor,

reagéo cruzada com Treponema spp., CMV e amostras positivas para anticorpos

antinucleares.
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Pesquisa de anticorpos anti-VIH1 e anti-VIH2

A pesquisa de anticorpos anti-VIH é realizada através de
um immunoblot e os anticorpos sao dirigidos a proteinas e
glicoproteinas especificas para VIH1 e VIH2, nomeadamente
sgp120, gp41, p31, p24, p17, sgp105 e gp36, 0 que permite o
diagnéstico diferencial.
Amostra: Soro, plasma em K3EDTA, plasma em heparina ou
plasma em citrato de sédio
Substrato: TMB
Conjugado: Anticorpos anti-lgG humana de cabra marcada com

fosfatase alcalina

Background control s

3+

Resultados: Para que o teste seja valido, deve avaliar-se a banda Figura 16 - EXE'”Z/O de tira de
para etecdo

de controlo de cada tira de teste, bem como as bandas +/-, 1+ e antigénios do VIH, com legenda

teste,

3+, que vao servir de comparacao para a leituras das bandas dos
antigénios de cada amostra, para a avaliagdo semiquantitativa.
VIH-1: especificas sgp120 e gp41
VIH-2: especificas sgp105 e gp36

Interferéncias: Presencga de anticorpos anti-estreptavidina

Pesquisa de anticorpos anti-VHC

O virus da hepatite C (VHC) tem proteinas estruturais e nao
estruturais, que podem ser detetas por immunoblot: regido
hipervariavel E2, regiao da helicase NS3, NS4A, NS4B e NS5A.
Amostra: Soro, plasma em K3EDTA, plasma em heparina ou plasma
em citrato de sodio
Substrato: TMB
Conjugado: Anticorpos anti-lgG humana de cabra marcada com
fosfatase alcalina
Resultados: Para que o teste seja valido, deve avaliar-se a banda de
controlo de cada tira de teste, bem como as bandas +/-, 1+ e 3+, que
vao servir de comparagao para a leituras das bandas dos antigénios

de cada amostra, para a avaliagdo semiquantitativa. Para ser

Streptavidin ==z

3+

das bandas correspondentes.

1+ lepmriems

+/- i

[ =

C2 mm

£2 lose e

NS3

NS4 (e

NSS

-

de

considerada positiva a amostra tem de apresentar pelo menos ;g 104 - Exemplo de tira

duas linhas +/-.

VHC, com legenda
Interferéncias: Presenca de anticorpos anti-estreptavidina bandas correspondentes.
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Pesquisa de anticorpos anti-Leishmania
A leishmaniose € uma zoonose doméstica que envolve caes,

mas que também afeta os humanos. O diagndstico seroldgico, através

!‘1‘
il

de um immunoblot constitui uma alternativa de facil implementacéo e
utilizag&o na rotina laboratorial.

Amostra: Soro ou LCR —
Substrato: TMB

Conjugado: Anticorpos anti-lgG humana de cabra marcada com

fosfatase alcalina.

Resultados: Uma amostra positiva pode apresentar numerosas bandas

entre 8 e 200 kDa, sendo que a presenca de uma banda nos 14 kDa ou
e . L . P16

16 kDa ¢ indicativa da presenca de anticorpos IgG anti-Leishmania Pl4 >

Interferéncias: Hemolise, ictericia e lipémia acentuadas

] . Figura 113 - Exemplo de tira de

(interpretar com precaugao) teste para a detecio de

Leishmania por Western blot
positiva.

Pesquisa de anticorpos anti-Taenia solium

A infegdo pelo estagio larval de Taenia solium é responsavel pelo
desenvolvimento de cisticercose, sendo que o diagndstico é feito com o auxilio de testes
serolégicos (Westernblot) e exames de imagem.
Amostra: Soro ou LCR
Substrato: TMB
Conjugado: Anticorpos anti-IgG humana de cabra marcada com fosfatase alcalina.
Resultados: Uma amostra positiva pode apresentar numerosas bandas entre 2 e 200
kDa, sendo por questdes de especificidade apenas as bandas entre 6 e 55 kDa sao
selecionadas. As bandas presentes com maior frequéncia sao 6-8, 12, 23-26, 39, 50-55
kDa. A banda P6-8 pode surgir como uma banda nos 6 kDa unica e espessa, ou como
uma dupla banda. A banda P50-55 surge como uma banda ampla com contornos
irregulares. As bandas 6-26 kDa e 39-55 kDa s&o as mais especificas e de mais facil
leitura e interpretacao. A presenga de pelo menos duas bandas bem definidas entre as
cinco previamente descritas € indicativo de cistercose ou neurocistercose (LCR)
Interferéncias: reagbdes cruzadas com helmintos e Plasmodium falciparum, hemdlise,

lipémia e ictericia

Pesquisa de anticorpos anti-Toxocara canis

66 Sofia Alexandra Abranches Matias



Dissertacdo — Mestrado em Andlises Clinicas

- - —

A pesquisa de anticorpos para este agente é relevante prestained MW

para estabelecer um diagndstico e ¢é realizada por recombinant
Westernblot. POS Staalzgzr)ds
Amostra: Soro ou LCR l
Substrato: TMB =]
Conjugado: Anticorpos anti-lgG humana de cabra marcada a

1 25
com fosfatase alcalina, NaNs; e estabilizadores. 4 %
Resultados: Uma amostra positiva pode apresentar bandas - 100
entre 15 e 200 kDa. Pesquisar bandas de 24-35 kDa de baixo 1 E
peso molecular € mais especifica, uma vez que a presencga de =50 §
bandas de alto peso molecular 70-90 kDa e 100-200 kDa pode 35 37 =
ser resultante de uma reacao cruzada com outros helmintos. o, — [p)
A presenca simultdnea de duas bandas entre 24 e 35 kDa é - 5
indicativa da presenga de anticorpos especificos para ! | - s

Toxocara canis. Figura 19 - Exemplo de tira de

Interferéncias: Hemolise, ictericia e lipémia acentuadas teste para a detecdo de
Toxocara canis por Westernblot
positiva.

5.6. LIAISON® e LIAISON XL®

A gama LIAISON® da DiaSorin, que no Laboratério de Patologia do Hospital de
Braga conta com dois equipamentos, um LIAISON® e um LIAISON XL®. Estes
pertencem a uma gama de analisadores por quimioluminescéncia automatizados, que

utilizam uma tecnologia com microparticulas paramagnéticas em fase solida('®),

Figura 130 - Equipamento LIAISON® da DiaSorin para a Figura 21 - Equipamento LIAISON XL" da DiaSorin

realiza¢éo de ensaios por quimioluminescéncia (16). para  a  realizagio  de  ensaios  por
quimioluminescéncia (16).
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5.6.1. Serologia Infeciosa

Pesquisa de anticorpos anti-capside EBV
O virus Epstein-Barr ou herpesvirus humano 4 manifesta-se nos adultos como
um sindrome mononucledsico, sendo que os testes serologicos, que utilizam a
quimiluminescéncia, sao frequentemente utilizados para distinguir os estados de infe¢cao
por este agente, bem como no diagndstico diferencial de outros agentes patogénicos
responsaveis por sindromes mononucledsicos.
Amostra: Soro, plasma em citrato, plasma em K3EDTA e plasma em heparina
Substrato: TMB
Conjugado: Anticorpos anti-IgM e anti-lgG humana de ratinho marcada com um derivado
do isoluminol
Intervalo de medicao: IgM 10 - 160 U/mL
IgG 10 — 750 U/mL
Resultados: IgM  <20U/mL  Negativo
IgM 20 — 40 U/mL Duvidoso
IgM > 50 U/mL Positivo

IgG <20 U/mL Negativo ou fase precoce de uma infegao primaria
IgG =20 U/mL Positivo
Interferéncias: Hemodlise, ictericia e lipémia acentuadas, amostras que contém
particulas sélidas, contaminacao bacteriana e rea¢des cruzadas com anticorpos IgM

contra o virus da rubéola, CMV ou parvovirus B19.

Pesquisa de anticorpos anti-early EBV

Amostra: Soro, plasma em citrato, plasma em K3EDTA e plasma em heparina
Substrato: TMB

Conjugado: Anticorpos anti-lgG humana de ratinho marcada com um derivado do
isoluminol

Intervalo de medicdo: 5 - 150 U/mL

Resultados: <10U/mL  Negativo
10 — 40 U/mL Duvidoso
>40 U/mL Positivo
Interferéncias: Hemodlise, ictericia e lipémia acentuadas, amostras que contém

particulas solidas e contaminacao bacteriana
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Pesquisa de anticorpos anti EBNA (Epstein-Barr nuclear antigen)

Amostra: Soro, plasma em citrato, plasma em K3EDTA e plasma em heparina
Substrato: TMB

Conjugado: Anticorpos anti-lgG humana de ratinho marcada com um derivado do
isoluminol

Intervalo de medicdo: 3 - 600 U/mL

Resultados: <5 U/mL Negativo
5—-20U/mL Duvidoso
>20 U/mL Positivo
Interferéncias: Hemodlise, ictericia e lipémia acentuadas, amostras que contém

particulas solidas e contaminagéo bacteriana

Pesquisa de anticorpos anti-HSV1

O Virus herpes simplex 1 (HSV-1) é o agente etiolégico de multiplas infegbes e
os testes seroldgicos auxiliam na identificagdo de infegcao, quer passada, quer recente.
Amostra: Soro
Substrato: TMB

Conjugado: Anticorpos anti-lgG humana de rato marcada com um derivado do

isoluminol

Resultados: < 0,9 Negativo
09-11 Duvidoso
>1,1 Positivo

Interferéncias: Hemodlise, ictericia e lipémia acentuadas, amostras que contém

particulas solidas e contaminagéo bacteriana

Pesquisa de anticorpos anti-HSV2

O Virus Herpes simplex 2 (HSV-2) é o principal agente etiolégico de Ulcera
genital, sendo também responsavel pelo herpes neonatal. Os testes seroldgicos,
nomeadamente a determinagado de IgG por quimiluminescéncia, podem auxiliar na
identificagdo da infegéo.
Amostra: Soro, plasma em citrato, plasma em K3EDTA e plasma em heparina
Substrato: TMB
Conjugado: Anticorpos anti-lgG humana de ratinho marcada com um derivado do
isoluminol

Resultados: < 0,9 Negativo
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09-11 Duvidoso
>1,1 Positivo
Interferéncias: Hemodlise, ictericia e lipémia acentuadas, amostras que contém

particulas solidas e contaminagao bacteriana

Pesquisa de anticorpos anti-HSV1/2 IgM
A pesquisa de anticorpos da classe IgM permite diferenciar uma infecao recente,
de uma infecao passada.
Amostra: Soro
Substrato: TMB
Conjugado: Anticorpos anti-lgM humana de ratinho marcada com um derivado do

isoluminol e anticorpos anti-IlgG humana de ratinho policlonal ndo especifica

Resultados: < 0,9 Negativo
09-11 Duvidoso
>1,1 Positivo

Interferéncias: Hemodlise, ictericia e lipémia acentuadas, amostras que contém

particulas solidas e contaminacao bacteriana

Pesquisa de anticorpos anti-Parvovirus B19

O Parvovirus B19 é um virus com tropismo para as células percursoras
eritrocitarias, sendo que a serologia € fundamental no diagnéstico da infegao por este
agente. Neste caso o diagndstico serolégico é feito através de um ensaio
quimioluminescente.
Amostra: Soro
Substrato: TMB
Conjugado: Antigénio recombinante VP2 do parvovirus B19 conjugado com um derivado
do isoluminol

Intervalo de medicdo: IgM 0,1 — 48

IgG 0,1 — 46
Resultados: IgM  <0,9 Negativo
igM  0,9-1,1 Duvidoso
IgM =11 Positivo
IgG <0,9 Negativo
lgG 09-1/1 Duvidoso
IgG =211 Positivo
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Interferéncias: Hemodlise, ictericia e lipémia acentuadas, fator reumatoide,
mononucleose infeciosa, amostras que contém particulas soélidas e contaminacgao

bacteriana

5.6.2. Outros testes

Doseamento da 25-hidroxi-vitamina D

A vitamina D atua como precursor hormonal e tem ag¢éo na absorgcéo do calcio,
no metabolismo 6sseo, na regulacdo do desenvolvimento celular e na atividade
imunoldgica. Assim, o seu doseamento € util para o diagnéstico de insuficiéncia, bem
como para a monitorizacdo da terapéutica, sendo feito através de um ensaio
quimioluminescente.
Amostra: Soro, plasma em K3EDTA ou plasma em heparina de litio
Substrato: TMB
Conjugado: 25-OH vitamina D conjugada com um derivado do isoluminol

Intervalo de medicdo: 4 — 150 ng/mL

Resultados: Deficiéncia <10 ng/mL
Insuficiéncia 10 — 30 ng/mL
Suficiéncia 30 — 100 ng/mL
Toxicidade > 100 ng/mL

Interferéncias: Hemolise, ictericia e lipémia acentuadas

5.7. Cytomics FC500®

O Cytomics FC500%®, da Beckman Coulter,
€ um citdmetro de fluxo que permite a introducao
quer de um carrocel de amostras, quer de uma
placa, para analise, e tem capacidade para realizar
analises de 5 cores com um laser duplo de 488nm

e 635 nm!'"), Este aparelho encontra-se situado na

area de Imunologia e ¢é utilizado para
imunofenotipagem de linfécitos no diagnostico e Figura 22 - Equipamento Cytomics FC500°, da

L . Beckman Coulter, utilizado para realizagdo de
monitorizagdo de doentes com VIH, bem como na citometria de fluxo(17).

monitorizagdo de doentes de neurologia.
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Exame citologico do Lavado Bronco-Alveolar (LBA)

O processamento de um LBA auxilia no diagnéstico de doencas pulmonares e
inclui a contagem celular total e diferencial, bem como a imunofenotipagem dos
linfécitos. A contagem celular total é realizada no equipamento Sysmex XN-2000° e a
execucéao do citoesfregago na citocentrifuga Cytospin 3 SHANDON®, sendo que ambos
0s equipamentos se encontram localizados na area da Hematologia. A contagem
diferencial é posteriormente realizada ao microscopio 6tico e a imunofenotipagem dos
linfocitos é realizada por citometria de fluxo.

Amostra: LBA
Marcadores monoclonais: CD45, CD3, CD4, CD8, CD19, CD56 e CD16

Imunofenotipagem de linfécitos T, B e NK

A imunofenotipagem de linfocitos é relevante no seguimento de doentes com
imunodeficiéncia secundaria ao VIH, no diagnéstico de imunodeficiéncias primarias e
na monitorizagao de doentes sob terapéuticas (ex: rituximab).
Amostra: Sangue total em K3EDTA
Marcadores monoclonais: CD45, CD3, CD4, CD8, CD19, CD56 e CD16

5.8. Quantum Blue®

O Quantum Blue® de segunda
geragcdo, da Buhlmann, vai analisar a
intensidade das bandas controlo e teste de

uma imunocromatografia, transformando a

intensidade, num valor quantitativo,
Correspondente a concentracao na amostra. Figura 23 - Equipamento Quantum Blue® da Buhlmann

Neste caso, é utilizado na monitorizagéo da 9que permite a quantificagéo de bandas em cassetes de
imunocromatografia(18).
terapéutica com Adalimumab e o
Infliximab('8),
O Adalimumab e o Infliximab s&o utilizados em multiplas patologias, sendo que
os doentes deixam de responder a estes farmacos ao longo do tempo. Assim, o
doseamento destes farmacos, bem como a pesquisa de anticorpos contra estes sao

fundamentais para o ajuste da terapéutica.
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Doseamento de Adalimumab
Amostra: soro
Intervalo de medicéo: 1,3 — 35 pg/mL

Intervalo terapéutico: 5 — 12 ug/mL
Resultados: Deve considerar-se que a cassete é valida quando a linha de controlo é

visivel. Uma linha na zona de teste indica presenca de Adalimumab e deve ser
quantificada no aparelho, no entanto, a auséncia de linha aparente também deve ser
confirmada pelo aparelho.

Interferéncias: Reagao cruzada com certolizumabe, efeito de gancho em concentracoes
superiores a 369 ug/mL, hemolise, lipémia, ictericia, fator reumatoide superior a 497,3

IU/mL e TNFa superior a 2,6 ng/mL.

Doseamento de Anti-Adalimumab
Amostra: soro
Resultados: Deve considerar-se que a cassete é valida quando a linha de controlo é
visivel. Uma linha na zona de teste indica presenga de Adalimumab e deve ser
quantificada no aparelho, no entanto, a auséncia de linha aparente também deve ser
confirmada pelo aparelho.

Negativo se a concentragéo < 1,3 pg/mL

Positivo se a concentragéo > 1,3 pg/mL
Interferéncias: Reacdo cruzada com Infliximab, efeito de gancho em concentracoes

superiores a 150 pg/mL, hemdlise, lipémia, ictericia, fator reumatoide superior a 796

lU/mL.

Doseamento de Infliximab
Amostra: soro
Intervalo de medicao: 0,4 — 20 pg/mL

Intervalo terapéutico: 3 — 7 pg/mL
Resultados: Deve considerar-se que a cassete é

@!-LFTLus.m
- 20230131

0 [LoT 2815

P

valida quando a linha de controlo é visivel. Uma NEB—
Figura 24 - Exemplo de cassete de
imunocromatografia com amostra

§

linha na zona de teste indica presenga de Adalimumab e

deve ser quantificada no aparelho, no entanto, a auséncia positiva para o doseamento do
. ) . Infliximab.

de linha aparente também deve ser confirmada pelo

aparelho.
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Interferéncias: Reagéo cruzada com certolizumab, efeito de gancho em concentracdes
superiores a 369 ug/mL, hemolise, lipémia, ictericia, fator reumatoide superior a 497,3

IU/mL e TNFa superior a 2,6 ng/mL.

Doseamento de Anti-Infliximab
Amostra: soro
Resultados: Deve considerar-se que a cassete é valida quando a linha de controlo é
visivel. Uma linha na zona de teste indica presenca de Adalimumab e deve ser
quantificada no aparelho, no entanto, a auséncia de linha aparente também deve ser
confirmada pelo aparelho.

Negativo se a concentragéo < 1,3 pg/mL

Positivo se a concentragao = 1,3 ug/mL
Interferéncias: Reacao cruzada com certolizumab, efeito de gancho em concentracoes
superiores a 150 pg/mL, hemdlise, lipémia, ictericia e fator reumatoide superior a 796
IU/mL.

5.9. Técnicas manuais

5.9.1. Aglutinagao e Hemaglutinagao

Rickettsia spp. - reagao de Weil-Felix

A reacéo de Weil-Felix baseia-se no principio de que alguns antigénios de certos
serotipos da bactéria Proteus spp. apresentam reacdo cruzada com espécies de
Rickettsia spp. sofrendo aglutinagao.
Amostra: soro
Substrato: suspensio das bactérias Proteus OX2, Proteus OX19 e Proteus OXK
Resultados: formagao de aglutinagado corresponde a uma amostra positiva, sendo que
o controlo positivo tem de apresentar um resultado positivo e o controlo negativo tem de
apresentar um resultado negativo. O titulo correspondera a diluicdo do ultimo circulo
onde se observar aglutinagcéo

Interferéncias: hemdlise e lipémia
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Brucella spp. — Reagao de Wright

A brucelose é uma infecao
zoonotica causada por bactérias de
Brucella spp.. Os testes de aglutinacao

especificos para  Brucella  spp.

envolvem a aglutinacao de antigénios

bacterianos por anticorpos especificos.

w: soro Figura 25 - Exemplo de cartéio com reagdo de Wright negativa
Substrato: suspensdo das bactérias (¢ €sauerde) e positiva(a direita).
Brucella abortus e Brucella melitensis
Resultados: formacgao de aglutinados corresponde a uma amostra positiva, sendo que
o controlo positivo tem de apresentar um resultado positivo e o controlo negativo tem de
apresentar um resultado negativo. O titulo correspondera a diluicdo do ultimo circulo
onde se observarem os aglutinados

Interferéncias: hemolise e lipémia

Salmonella typhi — Reagao de Widal

A reacgdo de Widal é uma técnica seroldgica auxiliar no diagnostico de febre
tifoide. Este teste baseia-se na demonstragéo da presenga de aglutininas no soro do
doente reativas aos antigénios H (flagelares A, B e C) e O (somaticos A, B e C) de
Salmonella typhi.
Amostra: soro
Resultados: formagao de aglutinados corresponde a uma amostra positiva, sendo que
o controlo positivo tem de apresentar um resultado positivo e o controlo negativo tem de
apresentar um resultado negativo. O titulo correspondera a diluicdo do ultimo circulo
onde se observarem os aglutinados

Interferéncias: hemoalise e lipémia
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Treponema pallidum - rapid plasma reagin (RPR)

O diagndstico de sifilis, no ﬂ___npg uma

Laboratério de Patologia Clinica do (

Hospital de Braga, inicia-se com um O
teste de rastreio treponémico CLIA. No

caso deste teste ser negativo, o \{"1 ((edL &\'\/
resultado é libertado, ja no caso de ser

positvo €& efetuado este teste O O O

complementar nao treponémico, o RPR.

Figura 26 - Cartdo de aglutinagéo com partlculas de carvdo
Se este teste for positivo confirma-se 0 RPR com amostra positiva ao titulo 1/64.

diagnéstico. Se, por outro lado, for negativo tera de se realizar um terceiro teste (TPHA).
Amostra: soro, plasma ou LCR

Resultados: formacao de aglutinagéo corresponde a uma amostra positiva, sendo que
em caso de teste reativo deverao realizar-se diluicbes seriadas para determinacao do
titulo de reatividade

Interferéncias: hemolise, ictericia, lipémia, fator reumatoide e efeito prozona com titulos

superiores a 1/128.

Treponema pallidum — Treponema pallidum hemagglutination assay (TPHA)

Através de um método indireto de hemaglutinagdo, poderemos confirmar a
presencga, ou auséncia de Treponema pallidum, sempre que as técnicas mencionadas
anteriormente sdo contraditorias. Para isso a amostra € mistura com o reagente,
podendo gerar agregados de células.

Amostra: soro, plasma ou LCR

Tabela 4 - Resultados possiveis para o teste do Treponema pallidum

Resultados: N Massa de células uniforme a cobrir todo o
- Fortemente positivo (4+) pOCo

Massa de células a cobrir parcialmente a
base do pogo

Positivo (3+)

Massa uniforme de células rodeada de anel

Positivo (2+) de células

Massa pequena de células rodeada por um

SRR Rl (1) anel mais pequeno e distinto de células

Anel de células bem definido com um centro

Indeterminado (+/-) claro

Negativo Botao compacto na base do pogo

Interferéncias: hemolise
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5.9.2. Imunocromatografia

Pesquisa de anticorpos anti-Leptospira

A pesquisa de anticorpos, IgG e IgM, anti-Leptospira interrogans é realizada por
imunocromatografia e € Util no diagnéstico de infecdo por este agente.
Amostra: soro, plasma em heparina, plasma em K3EDTA ou plasma em citrato de sédio
Conjugado: Anticorpos anti-lgG humana de rato

Anticorpos anti-lgM humana de rato

Resultados: Confirmar reacéo na linha controlo que contém anticorpos anti-rato de cabra
e quando positiva observar as linhas para IgM e IgG (linhas ténues devem ser
consideradas positivas)
IgM positivo = possivel infegao recente
IgM e IgG positivo - possivel infecdo antiga
IgG positivo - possivel infe¢do antiga

Interferéncias: hemolise, ictericia, lipémia e fator reumatoide

Pesquisa de anticorpos anti-Mycoplasma pneumoniae

O Mycoplasma pneumoniae é um agente comum de
pneumonia adquirida na comunidade. A pesquisa de
anticorpos IgM especificos para Mycoplasma pneumoniae é
util para o diagndstico de infegdo por este agente e faz-se
através de imunocromatografia.
Amostra: soro

Conjugado: Anticorpos anti-lgM humana marcado com

fosfatase alcalina com tampéao 0,1% de azida de sodio
Figura 27 - Cartdo de teste por
imunocromatografia para o
diagndstico de Mycoplasma

Resultados: Confirmar reagdo na linha controlo que contém
anticorpos anti-IgM humano e quando positiva observar a linha
de teste

IgM positivo > possivel infegao recente

Interferéncias: hemdlise, ictericia, lipémia e fator reumatoide
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6. Valéncia de Hematologia

Responsavel da area:
Dra. Marina Majar (Médica, Assistente Hospitalar)
Orientador do estagio nesta valéncia:
Dra. Beatriz Araujo (Médica, Assistente Hospitalar)
Periodo de estagio:
23 de maio a 1 de julho de 2022
Atividades acompanhadas no periodo de estagio:
Rececdo das amostras previamente triadas
Processamento e avaliagdo da conformidade de amostras
Execucdo e validacdo do controlo de qualidade interno (CQl)

Execucdo e apreciacdao dos resultados obtidos na avaliacdo externa da qualidade
(AEQ)

Manutencdo e calibra¢do de equipamentos
Gestao de stocks
Validagdo técnica de resultados
Validagdo clinica de resultados
Numero de amostras analisadas no periodo de estagio:

47 500

A Hematologia € conhecida, de forma generalizada, como a area que se ocupa do
estudo dos constituintes do sangue. Sendo que esse estudo inclui 0 hemograma, o
estudo das variantes de hemoglobina, o estudo da coagulacdo, a avaliacdo de
alteragdes em esfregacos de sangue periférico, a analise citoldgica de liquidos
biolégicos e a pesquisa de parasitas no sangue.

Neste estagio tive a oportunidade de aprofundar os meus conhecimentos em
Hematologia acompanhando as atividades desenvolvidas pelos profissionais da area,
mas também realizei outras atividades que beneficiaram o servico. Organizei e
categorizei as laminas de sangue periférico armazenadas no servigo para estudo, numa
laminoteca, organizada em patologia do glébulo rubro e patologia benigna e maligna da
série leucocitaria. Elaborei um guia pratico do diagnostico parasitologico no sangue, com

informagdes sobre os parasitas mais comuns no sangue. Tive a oportunidade de realizar
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uma apresentacdo de um artigo cientifico — Integrating Atrtificial Intelligence into
Haematology Training and Practice — com foco na implementacido de algoritmos de
inteligéncia artificial, nao s6 na area de Hematologia, mas integrando as diferentes areas

de conhecimento da Patologia Clinica.

6.1. Sysmex CS-2500°

O servico de Patologia Clinica do

Hospital de Braga conta com dois Sysmex CS- I =
® - . ~
25:)0 , :uz saod analisadores d? Icc;e:;:/llaEg,\eluS) . ___,__,,_L;__,u
automatizados da casa comercia y
~+= L= I

Healthineers. Estes equipamentos contam com

, . : r :
a tecnologia que permite avaliar a presenca de ' W

interferéncias HIL, bem como a presenca de

Figura 28 - Equipamento Sysmex CS-2500 da

coagulos e s&o utiizados tanto na rotina cosa  comercial  SIEMENS  Healthineers,

|aboratoria|, como para ensaios mais analisador do estudo da coagulagéo(19).

especificos'?,

Tempo de protrombina (PT)

O tempo de protrombina é o tempo necessario a coagulacao e permite avaliar
indiretamente a atividade dos fatores Il, V, VIl e X. No caso do kit da Siemens, utiliza
dois reagentes, o Tromborel S e 0 Dade Innovin.

Amostra: sangue total em citrato de sodio

Valores de referéncia: < 12 segundos

Tempo de tromboplastina parcial ativada (APTT)

O tempo de tromboplastina parcial ativada é o tempo necessario para a
coagulagao a partir da ativacao do fator Xll, permitindo avaliar indiretamente a atividade
dos fatores VIII, IX, Xl e Xll. No equipamento CS-2000, para além do kit que permite a
determinagdo do APTT de uma forma inicial, existe um kit (Dade Actin FS Activated
PTT) que permite a determinagdo deste tempo quando este se encontra alongado,
permitindo ter tempos mais precisos.

Amostra: sangue total em citrato de sédio

Valores de referéncia: < 28 segundos
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Tempo de trombina

O tempo de trombina é o tempo de coagulagdo na presenca de trombina em
excesso, que contribui para o estudo de patologias associadas ao fibrinogénio, fibrina e
heparina.

Amostra: sangue total em citrato de sodio

Valores de referéncia: 14 — 21 segundos

Fibrinogénio

A concentracao de fibrinogénio é determinada através do método de Clauss, que
consiste num ensaio que mede o tempo de conversao do fibrinogénio em fibrina, na
presenga de excesso de trombina, sendo que esse tempo € inversamente proporcional
a concentragao de fibrinogénio.

Amostra: sangue total em citrato de sddio

Intervalo de medicao: 0,80 — 12,00 g/L

Valores de referéncia: 2 — 4 g/L

D-dimeros

O INNOVANCE D-dimeros é um ensaio imunoturbidimétrico que permite a
quantificagdo dos D-dimeros (produtos de degradagéo da fibrina), permitindo a excluséo
de trombose venosa profunda e embolia pulmonar, como elevado valor preditivo
negativo.

Amostra: sangue total em citrato de sodio

Intervalo de medicado: 0,17 — 4,40 mg/L

Valores de referéncia: < 0,50 mg/L

Antitrombina lll

O INNOVANCE Antithrombin € um ensaio cromogénico baseado no fator Xa,
que mede a atividade da antitrombina Ill. A combinacdo com a quantificagcdo do
antigénio da antitrombina permite distinguir deficiéncias qualitativas de deficiéncias
quantitativas deste inibidor.

Amostra: sangue total em citrato de sodio

Intervalo de medicdo: 0 — 140 %

Valores de referéncia: 80 — 120%
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Anticoagulante lupico

O anticoagulante lupico (LA) é uma classe de imunoglobulinas que se ligam a
complexos formados por fosfolipidos carregados negativamente e a proteinas,
resultando no prolongamento dos tempos de coagulagédo. Para detetar a presenca de
anticoagulante lupico utiliza-se o kit da Siemens que contém um algoritmo com dois
reagente: LA1, para screening, e LA2, como teste confirmatadrio.

Amostra: sangue total em citrato de sédio

Suspeita de LA

Reagente LA1 Tempo de coagulacdo <42s » | Sem detecdo de LA

Tempo de
coagulagdo l
>42s

Reagente LA2

Tempo de coagulagdo <42s

LA existente

coagulagdo
>42s

Tempo de l

LA1 normal + LA2 normal Deficiéncia de fator

Teste de reposi¢ao L

Al >4 .
do plasma * LA2 norma LA existente +

deficiéncia de fator

L4 242, 143,
42

Outro inibidor

Esquema 1 - Esquematizagdo do algoritmo de utilizagdo dos reagentes do anticoagulante lipico, para determinagdo
da causa de alongamento dos tempos de coagulacéo

Proteina C

A determinagao da proteina C faz-se através de um ensaio coagulométrico, que
determina a atividade da proteina C.

Amostra: sangue total em citrato de sédio

Valores de referéncia: 70 — 140 %

Proteina S livre

A proteina S livre, associada a doengas tromboembdlicas, € detetada e
quantificada através do kit INNOVANCE free Protein S Ag, da Siemens, baseado na
ligagédo da proteina S a anticorpos monoclonais.

Amostra: sangue total em citrato de sodio

Intervalo de medicdo: 10 — 150%
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Valores de referéncia: Homem 70 — 140 %
Mulher 60 — 130 %

Anticoagulantes

O ensaio INNOVANCE Anti-Xa € um ensaio cromogénico utilizado para a
determinagdo quantitativa da atividade da heparina nao fracionada e de baixo peso
molecular, bem como de anticoagulantes orais (rivaroxabano e apixabano).

Amostra: sangue total em citrato de sédio

Intervalo de medicdo para anticoagulantes orais: 20 — 350 ng/mL

Intervalo de medicio para heparina: 0,10 — 1,50 Ul/mL

Valor de referéncia para heparina: 0 — 1 Ul/mL

Fator de Von Willebrand
No estudo do fator de von Willebrand sao utilizados dois ensaios. O ensaio
INNOVANCE VWF Ac é um ensaio para a determinacao da atividade do fator de Von
Willebrand através de turbidimetria. J& o ensaio VWF Ag € um ensaio por
imunoturbidimetria, que determina a presenca do antigénio, complementando o ensaio
anterior e permitindo a distingdo entre deficiéncias quantitativas e qualitativas do fator.
Amostra: sangue total em citrato de sodio

Intervalo de medicdo: 4 — 600 %

Valores de referéncia: 50 — 200 %

6.2. Sysmex XN-2000°®

O Sysmex XN-2000® é uma combinagéo
de dois analisadores huma mesma plataforma
analitica com capacidade de processar até 200
amostras por hora. Este equipamento para além
da analise do sangue total em K3EDTA

(hemograma), estuda liquidos biolégicos, como é

0 caso dos liquidos cefalorraquidiano, sinovial,

pericardico, peritoneal e pleural(® 2", »

Figura 29 - Equipamento Sysmex XN-2000 da casa
comercial Sysmex, que realiza a andlise da fra¢do
eritrocitdria, leucocitdria e plaquetdria.
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6.2.1. Leucécitos (WBC)

A analise dos

SFL

leucécitos € realizada por

XN - DIFF
citometria de fluxo &

fluorescente com corante de
polimetina especifico para
acidos nucleicos e lise celular “

especifica, sendo a realizacao

LINFO NEUT + BASO

do diferencial leucocitario

expressa num grafico que
mostra as diferentes f6C i
populagoes celulares, sendo Figura 30 - Grdfico exemplificativo do diferencial leucocitdrio realizado
que a luz dispersa pelo Sysmex XN-2000, com dreas para as diferentes populagGes celulares.
lateralmente corresponde a complexidade da morfologia da célula e a fluorescéncia
frontal corresponde ao tamanho. Assim, é possivel separar neutréfilos (NEUT), linfécitos
(LYMPH), monécitos (MONO), eosindfilos (EO), basdfilos (BASO) e granulécitos
imaturos (IG) no sangue periférico, bem como detetar células mononucleares (MN) e
polimorfonucleares (PMN) em liquidos bioldgicos. Com base na metodologia SAFLAS —
Sysmex Adaptative Flagging Algorithm based on Shape-recognition — que analisa o
numero de células, a forma, as dimensdes e a area de cada populagao no grafico, sdo
gerados alarmes para a andlise mais detalhada por parte do especialista®”.

Amostra: sangue total em K3EDTA ou liquidos biolégicos

Intervalo de medicéo: 0 — 440 x 10% /uL (sangue total)

0 — 10000 x103 /uL (liquidos biologicos)
Valores de referéncia: 4,5 — 11,0 x103 /uL

Tabela 5 - Valores de referéncia das populagdes leucocitdrias nas amostras analisadas no Sysmex XN-2000

~ NEUT | LYMPH | MONO | EO | BASO IG MN PMN
Populacoes

Amostra Sangue total em K3EDTA Liquidos Bioldgicos

Valores de
referéncia 54 — 62 25-33 3-7 1-3]10-0,75) 0-0,6 — —
(%)
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6.2.2.  Eritrécitos (RBC)

Como parte do hemograma, os eritrocitos, sdo quantificados por impedancia e
foco hidrodindmico, sendo estudados muitos outros parametros com eles relacionados,
como é o caso da concentragcdo de hemoglobina, o hematdcrito, etc..

Amostra: sangue total em K3EDTA ou liquidos biolégicos

Intervalo de medicdo: 0 — 8,60 x 10° /uL (sangue total)

0 — 5000 x 108 /uL (liquidos bioldgicos)

Valores de referéncia: Homem 4,3 — 5,9 x 108 /uL

Mulher 3,5 - 5,5 x 106 /uL

Hemoglobina (HGB)
A determinagdo da concentracdo de hemoglobina faz-se através do método de
sulfato Lauril de sédio, livre de cianeto.
Amostra: sangue total em K3EDTA
Valores de referéncia: Homem 13,5 — 17,5 g/dL
Mulher 12,0 — 16,0 g/dL

Hematécrito (HCT)
O hematdcrito € um parametro que indica a percentagem de eritrécitos no
volume total de sangue através de impedancia e foco hidrodinadmico.
Amostra: sangue total em K3EDTA
Valores de referéncia: Homem 41 — 53 %
Mulher 36 — 46 %

Volume corpuscular médio (MCV)
Amostra: sangue total em K3EDTA
Valores de referéncia: 80 — 100 fL

Hemoglobina corpuscular média (MCH)
Amostra: sangue total em K3EDTA

Valores de referéncia: 25 — 35 pg

Concentracao de hemoglobina corpuscular média (MCHC)
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Amostra: sangue total em K3EDTA

Valores de referéncia: 31 — 36 g/dL

Eritrécitos nucleados (NRBC)

Os NRBCs apresentam uma dimens&o e um nucleo semelhante aos linfocitos,
podendo ser classificados erradamente pelos analisadores hematologicos. O Sysmex
XN-2000 através de citometria de fluxo fluorescente contabilizada os NRBCs e corrige
a férmula leucocitaria, bem como a contagem total de leucécitos, apresentando os
NRBCs em percentagem (por 100 leucdcitos) e em concentragédo absoluta (por pL)@?.

Amostra: sangue total em K3EDTA

indice de distribuigdo dos eritrécitos (RDW)

O RDW é um indice que fornece informacao sobre a variagcdo do tamanho dos
eritrocitos em percentagem, sendo um parametro fundamental para avaliar a anisocitose
de uma populagao eritrocitaria.

Amostra: sangue total em K3EDTA

Valores de referéncia: 11,5 - 14,0 %

Reticulécitos (RET)
As células rubras

anucleadas circulantes no

FSC

sangue periférico sao
classificadas e diferenciadas %
pelo seu tamanho e estado de
maturagao. O Sysmex XN-2000
utiliza a citometria de fluxo

fluorescente para diferenciar os e

reticuldcitos em reticuldcitos de

SFL FSC = Luz dispersa frontal
baixa’ médla e alta SFL = Luz fluorescente lateral
A in(21 LFR = Reticulécitos de Baixa Fl énci
fluorescéncia®"). MFF Rtk e Ml et
HFR = Reticuldcitos de Alta Fluorescéncia
Amostra . Sang ue total em IRF = Fracdo Imatura dos Reticulocitos = MFR + HFR
K3EDTA Figura 31 - Grdfico de dispersdo dos reticulécitos com base na luz

dispersa frontalmente em fung¢do da luz fluorescente lateral e que
Valores de referéncia: 0,5 — 1,5% permite a distincdo dos eritrocitos imaturos(2),
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Fracao dos reticulécitos imaturos (IRF)

Os reticulécitos de média e alta fluorescéncia sdo considerados reticuldcitos
imaturos, sendo que a fragcao de reticulécitos imaturos € um indicador relacionado com
a eritropoiese, fundamental na resposta medular@.

Amostra: sangue total em K3EDTA

Valores de referéncia: 1,6 — 10,5 %

Conteudo de hemoglobina nos reticulécitos (RET-He)

Representado como RET-He nos equipamentos da Sysmex corresponde ao
equivalente de hemoglobina do RBCs e é medido através de citometria de fluorescéncia,
com o corante polimetina. Este parametro € um importante preditor precoce da anemia
ferropénica, bem como um marcador precoce apds o tratamento com ferro@®.

Amostra: sangue total em K3EDTA

Valores de referéncia: 28 — 35 pg

6.2.3. Plaquetas (PLT)

Neste equipamento, a contagem das plaquetas é realizada por impedancia e
foco hidrodindmico. Quando a precisdo desta contagem nao pode ser garantida por este
método, as plaquetas sdo marcadas com um fluoréforo, sendo realizada nova contagem
das plaquetas num novo canal que utiliza citometria de fluxo fluorescente, com o corante
Oxazina. Este segundo método minimiza as interferéncias da presenga de microcitos e
fragmentos, tanto de eritrécitos, como de leucdcitos, bem como de agregacgao
plaquetaria e marcada anisocitose®").

Amostra: sangue total em K3EDTA

Intervalo de medigdo: 0 — 5000 x 103 /uL

Valores de referéncia: 150 — 400 x 10° /L

Volume plaquetario médio (MPV)
Amostra: sangue total em K3EDTA
Valores de referéncia: 7,00 — 10,00 fL
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Fracao das plaquetas imaturas (IPF)

O Sysmex XN-2000 é capaz de §
analisar graus de imaturidade das plaquetas
da mesma forma que analisa reticulécitos, .
ou seja, as plaquetas com elevada
fluorescéncia sado consideradas plaquetas
imaturas, sendo apresentada a

PLT-F

percentagem de plaquetas imaturas face as

p|aquetaS tOtaIS(21 ) SFL FSC = Luz dispersa frontal

SFL = Luz fluorescente lateral

Amostra: sangue total em K3EDTA . o o ,
- Figura 32 - Grdfico de distribuicdo da luz dispersa

Valores de referéncia: 1,1 - 7,1 % frontalmente pelas plaquetas, em fun¢do da luz
fluorescente lateral.

6.3. Ves matic 30®

O Ves matic 30%°, da DIESSE, é um
equipamento automatizado que permite a
determinagdo da velocidade de sedimentagdao em
até 30 amostras simultaneamente, em 26

minutos®@.

Figura 33 - Equipamento Ves matic 30 da DIESSE
para determinagdo da velocidade de sedimentagdo.

6.3.1. Velocidade de Sedimentagao (VS)

A velocidade de sedimentagao do sangue é a velocidade com que os eritrécitos
sedimentam no fundo de uma suspensao de plasma sanguineo, sendo analisado o
coeficiente de sedimentagao, equivalente ao método gold standart — Westergren. Estes
resultados estdo aumentados em associagao a processos inflamatoérios, como é o caso
das doencgas autoimunes.

Amostra: sangue total em K3EDTA

Valor de referéncia: Homem 0 — 15 mm/12hora

Mulher 0 — 20 mm/12hora
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6.4. Adams A1c HA-8180T®

O Adams A1lc HA-8180T® é um
analisador automatico da ARKRAY para o
estudo da hemoglobina glicada (HbA1c),
através de HPLC (Cromatografia Liquida de
Alto Desempenho). No entanto, para além da
hemoglobina glicada, este equipamento
determina a hemoglobina A2 e a hemoglobina

fetal (HbF), podendo ainda detetar as

principais variantes de hemoglobina (S, C, E ou

D), quando presentes®).

Figura 34 - Equipamento Adams Alc HA-8180T da
ARKRAY utilizado no estudo da hemoglobina glicada
e outras variantes de hemoglobina.

6.4.1. Hemoglobina glicada

A Hemoglobina glicada (HbA1c) € um parametro que permite avaliar a
concentracdo média de glicose no sangue nos ultimos 3 meses, sendo utilizado
rotineiramente no diagndstico e controlo da diabetes@®.

Amostra: sangue total em K3EDTA

Valor de referéncia: Normal < 5,7 %

Pré-Diabetes 5,7 — 6,4 %
Diabetes 26,5 %

6.4.2. Variantes da hemoglobina (HPLC)

Apesar do equipamento disponivel estar mais direcionado para o estudo da
hemoglobina glicada, este tem capacidade de identificar e quantificar as principais
variantes de hemoglobina (HbA1, HbF, HbA2, S, C, E e D), podendo ainda alertar para
a presenca de outros picos anormais sem proceder a sua identificacio.
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6.5. Citocentrifuga Shandoai Cytospin 3°®

A Citocentrifuga Shandoai Cytospin 3°, -

da ThermoScientific, € uma centrifuga de baixa

velocidade utilizada para a realizacdo de il =i
ase)-f=y| ElIIE
citoesfregagcos de liquidos biolégicos e com H=H B BB

capacidade para 12 amostras em simultaneo. \
Os citoesfregagos consistem na deposicao de '
uma monocamada de células, mantendo a Figura 35 - Citocentrifuga Shandoar Cytospin 3 da

ThermoScientific ~ para a realizagéo de

integridade das mesmas e permitindo a sua
citoesfregacos.

contagem ao microscopio 6tico@”.

6.6. Outras técnicas

6.6.1. Analise do esfregaco de sangue periférico

O esfregago de sangue periférico permite avaliar e caraterizar todos os elementos
figurados do sangue (leucécitos, gldbulos rubros e plaquetas) ao microscépio, tendo um
papel bastante relevante no diagnéstico hemato-oncolégico. Este é realizado sempre
que ha um alerta (Flag) do equipamento XN-2000®, uma alteragdo numa linhagem,
valores fora dos valores de referéncia, ou suspeita de alguma alteragéo, por parte do
patologista clinico. Também sao feitas colaboragdes com os clinicos, com observagdes
de esfregagos com pedidos pertinentes por parte deles.

Para a analise da série branca e das plaquetas utiliza-se uma técnica de coloragao
manual rapida — coloracdo Hemacolor (adaptacdo do método May-Grunwald-Giemsa).
A coloracao rapida inicia-se com um 1° corante, o metanol que funciona como um
fixador, preservando as células e aumentando a resisténcia do esfregago. De seguida,
utiliza-se um corante acido, a eosina, que ira corar de rosa/vermelho os componentes
basicos das células. Por fim, utiliza-se o azul de metileno (corante basico) para os
componentes acidos das células de azul arroxeado.

Para analise da série rubra é utilizada outra coloragdo manual, a coloragdo de
Leishman. O corante de Leishman é um derivado do corante de Ramanowsky e é
constituido por uma mistura de eosinato de azul de metileno, eosinato de violeta e azul
de metileno. Esta coloracdo apresenta melhores resultados do que a anterior para a

analise da série rubra, bem como para a pesquisa de parasitas, mantendo resultados
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semelhantes na série branca. Apesar dos resultados serem globalmente melhores, é
uma técnica que requer mais tempo nao sendo pratica a sua aplicacdo a todos os
esfregacos de sangue periférico.

O laboratdrio de Patologia Clinica do Hospital de Braga, tem no horizonte a
implementacido de um sistema automatizado de preparagéo e coloragdo de amostras,
que permita uma coloragao mais uniforme, rapida e com melhores resultados.

Para além da analise das células sanguineas, o esfregaco de sangue periférico,
bem como a técnica da gota espessa sio utilizados para a pesquisa de parasitas no
sangue, como é o caso do Trypanosoma spp., Leishmania spp., etc.. No caso do
laboratorio de Patologia Clinica do Hospital de Braga, o parasita mais procurado é o
Plasmodium spp., responsavel pela malaria, existindo um kit no servico para a detecao

de antigénio deste parasita que complementa a pesquisa ao microscépio.

6.6.2. Pesquisa de eosindfilos

A pesquisa de eosindfilos pode ser realizada tanto na urina, associada a
problemas renais, como em secre¢des nasais, carateristicas da asma brénquica. O
pedido mais comum € o realizado na urina, sendo para isso realizado um citoesfregaco
e a coloragdo da lamina, com a coloracdo Hemacolor. Este citoesfregago vai ser
observado ao microscopio 6tico, sendo realizada a pesquisa e contagem diferencial de

eosinofilos.

6.6.3. Antigénio do Plasmodium spp.

A pesquisa do antigénio do Plasmodium spp. faz-se através do teste
imunocromatografico BinaxNOW Malaria, da Abbott. Este teste identifica o antigénio da
proteina Il rica em histidina, especifica do Plasmodium falciparum e/ou um antigénio
malarico comum a quatro das espécies capazes de causar doenga em humanos
(Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae e Plasmodium
ovale). Apesar do kit apresentar um bom desempenho é realizada a pesquisa dos
parasitas no esfregaco de sangue periférico, tal como recomendado pela OMS, com o
intuito de identificar a espécie (quando possivel) e determinar a parasitémia, uma vez
que a sensibilidade do kit diminui bastante quando temos uma parasitémia mais baixa.

Amostra: sangue total venoso ou capilar em K3EDTA

Especificidade: 94,2%

Sensibilidade: 94,3%
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6.6.4. Criptococcus neoformans

Pode ser realizada a pesquisa de Criptococcus neoformans através do teste
rapido CrAg® Lateral Flow Assay. Este teste utiliza a técnica de imunocromatografia para
a detecdo qualitativa de antigénios polissacarideos, da capsula do Cryptococcus spp.,
podendo ser também utilizado o tradicional teste da tinta-da-china em exame a fresco.

Amostra: LCR

6.6.5. Crioglobulinas

Na pesquisa de crioglobulinas é usado o sangue total colhido em tubo de EDTA e
em tubo com gel separador, ambos pré-aquecidos a 37°C, sendo transportados de
imediato para o laboratério e mantidos a 37°C. Apds a formagédo do coagulo no tubo
com gel, as amostras sao centrifugadas e o soro e o plasma sao conservados a 4°C.
Apos 7 dias, as amostras sdo observadas para verificar a formacao de precipitado. Se
houver formacao de precipitado, € novamente aquecida a 37°C para confirmar se ha
dissolucdo do precipitado. Havendo dissolugédo do precipitado confirma-se a presenca
de crioglobulinas.

Amostra: Sangue total em K3EDTA e tubo com gel separador

6.6.6. Fragilidade osmética

O teste de fragilidade osmética eritrocitaria € um método que permite avaliar a
resisténcia membranar dos eritrécitos quando submetidos a varias concentragoes
osmoticas de cloreto de sodio. Assim, 50 uL da amostra sdo adicionados a solugdes
salinas com diferentes concentragbes, sendo que esta mistura vai ser observada ao
microscopio para avaliagdo da integridade da membrana celular dos eritrocitos.

Amostra: Sangue total em K3EDTA

6.6.7. Pesquisa de cristais

A presenca de cristais nos liquidos articulares € uma preocupacao clinica uma vez
que se encontra associada a quadros clinicos dolorosos. Por isso, estes liquidos s&o
enviados para o laboratorio para ser realizada a pesquisa de cristais em microscopio de

luz polarizada.
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7. Valéncia de Biologia Molecular

Responsavel da area:
Dr. Fernando Branca (Técnico Superior)
Orientador do estagio nesta valéncia:
Dr. Fernando Branca
Periodo de estagio:
8 de agosto a 26 de agosto de 2022
Atividades acompanhadas no periodo de estagio:
Processamento de amostras
Avaliacdo da conformidade de amostras
Execucdo e validacdao do controlo de qualidade interno (CQl)
Manutencdo e calibracdo de equipamentos
Gestdo de stocks
Validagdo técnica de resultados
Validagdo clinica de resultados
Numero de amostras analisadas no periodo de estagio:

7276

A Biologia Molecular é a area do laboratodrio que incide essencialmente sobre o
estudo dos acidos nucleicos, sendo uma area que complementa todas as outras areas
do laboratério. Apesar de muitas vezes ser mais facilmente associada ao estudo das
doengas genéticas, a Biologia Molecular tem também uma forte importancia no
diagnéstico microbioldgico, hematolégico e imunoldgico, tendo tido, mais recentemente,
um papel muito importante no diagnéstico da COVID-19. Nesta area s&o realizadas
reacbes em cadeia da polimerase (PCR, RT-PCR, etc.) e eletroforeses (capilar, em gel
de agarose, etc.), bem como a extragdo e purificagdo dos acidos nucleicos para
execucao destas técnicas.

Sendo uma area altamente especifica e que requer material com custos elevados,
apesar de me terem sido apresentados todos os equipamentos, as técnicas que realizei

e em que me tornei autbnoma foram limitadas. Assim, vou apresentar brevemente os
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principais equipamentos e irei fazer uma descricdo mais extensa das técnicas que tive

oportunidade de realizar no decorrer do meu estagio.

7.1. KingFisher Flex®

O Sistema KingFisher Flex®, da
ThermoFisher Scientific, é utilizado para a
extracao e purificagao de acidos nucleicos de
forma automatizada, tendo capacidade para
até 96 amostras em cada corrida. Este

procedimento de extracdo € realizado em 7

passos, que correspondem a 7 placas
Figura 36 - Equipamento KingFisher Flex® da
ThermoFisher Scientific, para extragdo e purificagdo
dos dcidos nucleicos.

especificas colocadas no equipamento. Em
primeiro lugar s&o adicionadas particulas
magnéticas (12 placa) e anticorpos especificos para o acido nucleico que pretendemos
extrair (22 placa), sendo realizada uma primeira lavagem para remover os anticorpos
que nao se ligaram as particulas magnéticas de forma especifica (3° placa). De seguida,
€ adicionada a amostra (42 placa), que se vai ligar aos anticorpos especificos, e séo
realizadas duas lavagens (5% e 62 placas) para remover todo o conteudo que nao se
ligou as particulas magnéticas. Por fim, é adicionado um tampao de elui¢cao (72 placa)
que vai promover a libertagcdo dos acidos nucleicos dos anticorpos(@®,

Aos acidos nucleicos resultantes da extracao vao ser aplicadas outras técnicas,
como por exemplo a reagdo de polimerase em cadeia (PCR), realizadas noutros

equipamentos.

7.2. Magna Pure 24°®

O Sistema Magna Pure 24® da Roche
é, a semelhanca do equipamento anterior, é
um equipamento automatico de extracéo de
acidos nucleicos, com capacidade para 24
amostras por corrida. No servigco de Patologia

do Hospital de Braga existem dois

equipamentos destes, que sio utilizados com

maior frequéncia que o anterior, uma vez que Figura 248 - Equipamento Magna Pure 24°, da
Roche, para extragdo e purificagdo de dcidos
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permitem a extragdo a partir de varios tipos de amostra (sangue total, plasma, soro,
exsudados nasais, lavados broncoalveolares, urinas e fezes) e de varios tipos de tubo,
eliminando a necessidade de preparagao prévia. No entanto, o volume minimo de
amostra necessario para realizar a extragcao neste equipamento (200uL) é superior ao
do equipamento anterior (20uL) pelo que ha extracdes que tém de ser realizadas no
KingFisher Flex(@?,

Neste equipamento a extracdo realiza-se de forma semelhante a do
equipamento anterior, mas é dividida em apenas cinco passos. Primeiro a amostra é
lisada e as nucleases inativadas. De seguida, adicionam-se as particulas magnéticas a
amostra e o complexo formado entre as particulas magnéticas e os acidos nucleicos é
separado da restante amostra. Por fim, s&o realizadas multiplas lavagens e é realizada

a eluicdo dos acidos nucleicos, que se separam das particulas magnéticas.

7.3. LightCycler 480 II®

Apods a extragao e purificacdo dos acidos
nucleicos das amostras, pelos equipamentos
Magna Pure 24° e KingFisher Flex®, estes vao ser :
analisados por outros equipamentos,
nomeadamente pelo LightCycler 480 II®. Este é
um equipamento que realiza PCR em tempo real, - -

Figura 38 - Equipamento LightCycler 480 I1®, da

em placas de 96 pocos, e permite a detecao de Roche, para realizacéo de PCR em tempo real.
uma porc¢ao especifica dos acidos nucleicos, a quantificagdo dos mesmos e a pesquisa

de mutagdes e polimorfismos de um Unico nucleotido (SNPs)®0).

7.4. QuantStudio™ 5°®

O QuantStudio™ 5® é um sistema que realiza
PCR em tempo real em placas com capacidade para 96
amostras, pertencente a casa comercial ThermoFisher
Scientific, que funciona de forma semelhante ao

equipamento anterior®"),

Figura 39 - Equipamento
QuantStudio™ 5, da ThermoFisher
Scientific, para realizagdo de PCR em
tempo real.
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7.5. Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler®

O Equipamento Veriti™ 96-Well Fast
Thermal Cycler® é um equipamento para a
realizacdo de ciclos de amplificacdo da reagao
de polimerizagcao em cadeia, que € utilizado em
cooperagdo com o equipamento SeqStudio™

Genetic, podendo configurar-se diferentes ciclos

de amplificacdo, com tempos e temperaturas
Figura 40 - Equipamento Veriti™ 96-Well Fast
diferentes®®2). Thermal Cycler®, da ThermoFisher Scientific, para
realizagdo de PCR.

7.6. SeqgStudio™ Genetic®

O SeqStudio™ Genetic® é um analisador
que analisa os acidos nucleicos amplificados
pelo Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler através
de eletroforese  capilar baseada em
fluorescéncia, permitindo, por exemplo,
identificar a presengca de agentes patogénicos

nas amostras®?).

No Laboratério de Patologia do Hospital
. . . , Figura 41 - Equipamento SeqStudio Genetic®, da
de Braga esta Combmagao de equamentos € ThermoFisher Scientific, para realizagdo de

utilizada para a dete¢gdo do SARS-CoV-2. eletroforese capilar.

7.7. Cobas 480 System®

O sistema Cobas 4800°® é
constituido por dois equipamentos,
o Cobas p 480® e o Cobas z 480°.

O Cobas p 480° & um
equipamento que se destina a

realizar o processamento pré-

Figura 42 - Sistema Cobas® 4800, da Roche, constituido por dois
analitico das amostras, realizando equipamento Cobas p 480° (d esquerda) e Cobas z 480° (a direita).
processos simples como pipetagem, homogeneizacgao, distribuicao por aliquotas, etc.,

mas também alguns processos mais complexos como aquecimento e adicao de
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reagentes. Assim, os passos intermédios entre os equipamentos de extragdo e os de
reacdo de polimerizagdo em cadeia, que nos restantes equipamentos s&o realizados
por técnicos, sao realizados por este equipamento, sendo apenas necessaria a
introducdo das amostras, apds a extragdo dos acidos nucleicos, e posteriormente a
mudanga de equipamento para o Cobas z 480®. O Cobas z 480® é um analisador que
realiza PCR em tempo real, em placas de 96 pocos, e funciona de forma muito
semelhante ao Cobas 480 1I®, sendo que o software funciona em articulagio entre os

dois equipamentos®?).

7.71. Citomegalovirus

No Laboratério de Patologia do Hospital de Braga s&o realizados neste
equipamento testes de pesquisa de CMV, HCV e HBV, em articulagdao com o setor da
virologia. No meu caso, pude assistir e realizar testes de detegdo de DNA do
Citomegalovirus (CMV). Esta detecao faz-se através do kit LightCycler — Probes Master,
da Roche, que contém primers especificos para o DNA do CMV (foward e reverse),
polimerase de DNA termoestavel, sondas acopladas a fluoréforos e uma mistura de
agua, MgCl,, tampao de reagdo e nucleétidos. Todos os reagentes mencionados sao
colocados no Cobas p 480, que vai adiciona-los as amostras e prepara-las para serem
introduzidas no Cobas z 480, onde vao sofrer ciclos de amplificacdo e posterior leitura
da fluorescéncia. Dependendo da intensidade da fluorescéncia vai poder ser
considerada a presenca, ou a auséncia do DNA do CMV na amostra, sendo que esta

intensidade varia com o tipo de amostra (soro, liquido amniético, etc.)®%.

7.8. LightCycler® 2.0

Outro equipamento que permite a analise dos acidos
nucleicos apos a extragdo ¢ o LightCycler® 2.0, da Roche.

Este equipamento realiza PCR em tempo real, tal como o

LightCycler 480 II®, mas também RT-PCR, para assim
quantificar DNA, cDNA e RNA.
Este foi o equipamento que utilizei com maior

frequéncia e que permite a amplificagdo dos acidos

nucleicos de 30 amostras, em simultdneo com um controlo
e um branco, em capilares de vidro. A elevada proporgdo Figura 43 - Equipamento

. . . . LightCycler® 2.0, da Roche, para
superficie volume providencia uma transferéncia de calor egjizacio de PCR e RT-PCR.
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mais rapida e eficaz, permitindo ciclos de temperatura mais rapidos. O Software
LightCycler® recolhe a informacgéo sobre a fluorescéncia de 6 canais em cada ciclo de

temperatura, apresentando um grafico no final dos ciclos de amplificag&o®).

7.8.1. Virus Varicela Zéster

Para a detecao do Virus Varicela Zbster é utilizado o kit LightCycler FastStart
DNA Master HybProbe que inclui agua, cloreto de magnésio, primers especificos para
o DNA do V2V, sondas marcadas com fluoréforos e uma mistura com tampao de reacéo,
polimerase e nucledtidos. O programa utilizado tem um ciclo de ativagao da polimerase,
seguido de cinquenta ciclos de amplificacdo e um de arrefecimento. Sendo

posteriormente efetuada a leitura da fluorescéncia pelo equipamento®?.

7.8.2. Virus Herpes Simplex

Para a detecdo do Virus Herpes Simplex é utilizado o kit LightCycler FastStart DNA
Master HybProbe que inclui agua, cloreto de magnésio, primers especificos para o DNA
do HSV, sondas marcadas com fluoréforos e uma mistura com tampéao de reacao,
polimerase e nucledtidos. O programa utilizado € semelhante ao utilizado para o Virus

Varicela Zdster®"),

7.8.3. Lactase

Para a conferir a presenca da enzima lactase é utilizado o kit LightCycler
FastStart DNA Master HybProbe que inclui agua, cloreto de magnésio, primers
especificos para a por¢ao de DNA que codifica esta enzima, sondas marcadas com
fluoréforos e uma mistura com tampéo de reagéo, polimerase e nucledétidos. O programa

utilizado é semelhante ao utilizado para o Virus Varicela Zoster®?.

7.8.4. Mycobacterium tuberculosis

Em articulagdo com a micobacteriologia, procede-se a detecdo do DNA de
Mycobacterium tuberculosis para confirmagéo do diagnéstico. Para isso utiliza-se o kit
LightCycler FastStart DNA Master HybProbe que inclui agua, cloreto de magnésio,
primers especificos para o DNA desta micobactéria, sondas marcadas com fluoréforos
e uma mistura com tampao de reagao, polimerase e nucledtidos. O programa utilizado

tem um ciclo de ativagdo da polimerase, seguido de cinquenta ciclos de amplificagéo,
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um ciclo de fuséo (“melting”) e um de arrefecimento. Sendo posteriormente efetuada a

leitura da fluorescéncia pelo equipamento®”:38),

7.8.5. Mutacoes do gene HFE

O gene HFE é responsavel pela regulagéo do ferro humano, sendo que mutacgdes
associados a este gene podem levar ao desenvolvimento de hemocromatose hereditaria
do tipo 1, uma patologia ligada a hematologia. Sendo as muta¢des deste gene mais
frequentemente associadas a hemocromatose a C282Y, a H63D e a S65C, estas sao
pesquisas utilizando o kit LightCycler FastStart DNA Master HybProbe que inclui agua,
cloreto de magnésio, primers especificos para as mutagdes, sondas marcadas com
fluoréforos e uma mistura com tampao de reacgéo, polimerase e nucleétidos. O programa

utilizado € semelhante ao utilizado para a enzima lactase®” 39,
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8. Valéncia de Microbiologia

Responsavel da area:
Dra. Alberta Faustino (Médica, Assistente Graduada)
Orientadores do estagio nesta valéncia:
Dra. Gléria Gongalves (Farmacéutica, Assistente Principal)
Dra. Alberta Faustino
Dra. Ana Raquel Vieira (Médica, Assistente Hospitalar)
Dra. Maria Jodo Sousa (Farmacéutica, Assessora)
Periodo de estagio:
4 de julho a 5 de agosto de 2022
Atividades acompanhadas no periodo de estagio:
Rececdo das amostras previamente registadas
Triagem e avaliagao da conformidade das amostras

Processamento e inoculagdo de amostras nos diferentes meios de cultivo de acordo
com o produto e analise solicitada

Avaliacdo do crescimento nos diferentes meios de cultivo, valoracdo microbioldgica
e clinica

Elaboragdo de diferentes pedidos de processamento tais como identificagdo e
avaliagdo da suscetibilidade aos farmacos adequados

Validagao dos resultados obtidos no contexto microbiolégico e clinico
Controlo de qualidade interno e externo
Numero de amostras analisadas no periodo de estagio:

7 108

A Microbiologia € uma vasta area que estuda microrganismos e no laboratério de
Patologia Clinica do Hospital de Braga estd dividida por setores: bacteriologia,
parasitologia, micologia, virologia e micobacteriologia. De uma forma geral a minha
passagem pela Microbiologia abarcou todos estes setores, tendo passado pela
orientagdo de varios especialistas e acompanhado diferentes técnicos, quer na
realizacdo de diversos procedimentos, quer na utilizacdo de varios equipamentos. No
entanto, apesar de ter sido uma das areas do meu estagio e ter enorme relevancia

dentro de um laboratério de analises clinicas, a Microbiologia corresponde a area de
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desenvolvimento da minha monografia, pelo que n&o foi desenvolvida de uma forma tao

extensa como as restantes areas no formato de relatério de estagio.

A Microbiologia, enquanto area de estudo de varios tipos de microrganismos
compreende a analise de diversos produtos biolégicos, tais como urinas assépticas,
fezes, sangue, expetoragdes, exsudados (nasais, faringeos, nasofaringeos, vaginais,
retais, uretrais, purulentos), materiais de bidpsia, etc. Os objetivos analiticos nesta area
consistem no isolamento e identificacdo dos microrganismos patogénicos com interesse
clinico, indicacao da terapéutica mais adequada, através da realizacao de testes de
suscetibilidade a farmacos, e ainda a realizagdo da componente laboratorial dos
rastreios microbiolégicos, onde se identifica a presenga de determinadas estirpes
bacterianas de origem hospitalar.

O fluxo analitico da area de Microbiologia inicia-se com a triagem dos produtos
biolégicos, sendo que esta € a Unica area do laboratério cuja triagem acontece de forma
independente das restantes areas, uma vez que se pretende garantir a viabilidade dos
microrganismos e evitar a contaminacado das amostras. Apos a triagem, as amostras

sdo encaminhadas para os diferentes setores de acordo com o tipo de analise solicitado.

8.1. Bacteriologia

8.1.1. Exame Microscopico

O estudo microbioldgico, na maioria dos setores, inclui 0 exame ao microscopio,
que pode ser feito a fresco, ou com diferentes coloracbes, consoante o tipo de
microrganismos que pretendemos estudar. Na bacteriologia 0 exame microscdpico pode
iniciar-se com o exame direto a fresco, no entanto, o exame microscopico mais relevante
€ 0 exame direto com coloragao de Gram. Este exame permite caraterizar a flora da
amostra, avaliando a presencga, ou auséncia de flora (amostras como o LCR sao
expectavelmente estéreis). Aquando da presenca de flora permite a distingao entre flora
comensal e a existéncia de uma flora predominante, bem como a sua caraterizagao.
Assim, é feita a distingao entre bactérias Gram positivo (azul-purpura) e Gram negativo
(vermelho-rosa), mas também a determinacdao da morfologia celular (cocos e bacilos),

tamanho e disposi¢cédo das bactérias (linear, em cacho, etc.).
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8.1.2. Exame cultural

Apobs a observacado da amostra ao microscépio é realizada a pesquisa do agente
através do exame cultural. Para isto e dependendo do microrganismo a isolar, séo
utilizados diferentes meios de cultura, com vista ao isolamento primario do
microrganismo para posterior identificacdo. Estes meios podem ser liquidos, ou sélidos

e dividem-se em:

o Meios de transporte — meios isentos de nutrientes, que mantém o pH e
previnem a desidratacdo da amostra durante o processo de transporte até ao
laboratério (ex: meio de Stuart);

e Meios nao seletivos — meios ricos em nutrientes que permitem o crescimento
da flora da amostra de forma nao seletiva (ex: gelose de sangue)

o Meios de enriquecimento — meios ricos em nutrientes, que estimulam o
crescimento microbiano (ex: caldo de carne);

e Meios seletivos — meios que tém como finalidade selecionar determinados
géneros/espécies impedindo o crescimento da restante flora da amostra (ex:
meio agar SS, que permite a selecao de Salmonella spp. e Shigella spp.);

e Meios diferenciais — meios que possibilitam a distincdo entre varios
géneros/espécies, por possuirem substancias que permitem a diferenciagéo
através da cor ou morfologia das coldnias (ex: meio de MacConkey, que permite
o crescimento de bactérias gram negativo e distingue as bactérias fermentadoras
da lactase — meio rosa — das bactérias ndo fermentadoras da lactase — meio

amarelo)

Para além da selecdo dos meios de cultura, é também importante que as
condigdes de incubagado sejam as corretas, nomeadamente o tipo de atmosfera (ex:
microaerofilica, anaerdbia e aerdbia) e a temperatura. Apds o tempo de incubagao os
meios de culturas sdo analisados, observando-se o nimero de coldnias obtido, as suas
carateristicas e predominancia. Depois desta analise, os meios sdo encaminhados para

os procedimentos de identificagdo mais adequados.
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8.1.3. MALDI Biotyper® sirius IVD System

O MALDI Biotyper®, da Bruker, € um equipamento
automatizado que permite a identificagdo de
microrganismos através da técnica MALDI-TOF (Matrix-
Assisted Laser Desorption lonization Time Of Flight), que
utiliza a espetroscopia de massa para detetar uma
fingerprint protedmica carateristica de determinado

organismo.

Para além da identificacdo das bactérias gram

negativas e gram positivas, este equipamento tem ainda a

capacidade de identificar alguns dos principais fungos

associados a clinica, como é o caso da Candida spp.,
Figura 44 - Equipamento MALDI
Biotyper®, da  Bruker, para a
para o da micologia(“o). identificago de  microrganismos,

através da técnica de MALDI-TOF. (40)

tendo relevancia, ndo s6 no setor da bacteriologia, como

8.1.4. VITEK® 2 System

O VITEK® 2, da Biomérieux, € um
equipamento automatizado, que realiza leituras
turbidimétricas e colorimétricas, onde para
além da identificagao dos microrganismos, sao

também realizados testes de suscetibilidade

aos antibidticos (TSA), através da técnica de
microdiluigdo®").
) . . Figura 45 - Equipamento VITEK® 2, da Biomérieux,
Neste equipamento s&o utilizadas para identificacio de microrganismos e realizacéo
R . A deTSA(41).
cartas de utilizacdo Unica, que contém
substratos para a medicdo do crescimento microbiano e identificagdo dos
microrganismos, bem como diferentes concentragdes de antibiéticos, para a realizagao
do TSA. Apds a realizagao desta primeira abordagem com os perfis de antibidticos
comercializados e consoante os resultados obtidos, pode ser necessario o estudo
adicional de outros antibiéticos com relevancia para a terapéutica, ou a confirmacao de
resultados dados pelo equipamento. Neste sentido, pode ser utilizado o teste de Kirby-

Bauer (método de referéncia), ou as tiras E-teste.
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No teste de Kirby-Bauer sdo dispensados discos
impregnados com os antibiéticos em estudo sobre uma
placa de agar inoculada com o agente bacteriano. Apds
incubagdo, s&o medidos os halos de inibicdo do

crescimento bacteriano em torno dos discos e os valores

obtidos (em mm) vao ser comparados com as tabelas

. e o Figura 46 - Exemplo de placa de
disponibilizadas pelo Comité Europeu de Testes de .4 com discos, para realizacéo

Suscetibilidade Antimicrobiana (EUCAST), que permitem 9 teste de Kirby-Bauer.
categorizar as estirpes em sensiveis e resistentes (podendo existir intervalos de valores
intermédios que ndo permitem a categorizagdo da estirpe em estudo)“? 43,

Podem ainda ser utilizadas tiras de E-teste, que
permitem determinar a concentragcdo minima inibitéria.
Estas tiras contém um gradiente de concentracdo de um
determinado antibittico e sdo aplicadas a superficie de uma

placa de agar previamente inoculada. Apds incubagao, a

leitura da concentracdo minima inibitéria é realizada no
Figura 47 - Exemplo de placa de

ponto em que o halo de inibigdo do crescimento microbiano agar com tira de E-teste.

interseta a tira. O valor obtido, tal como acontece com o teste de Kirby-Bauer, vai ser
comparado com as tabelas do EUCAST, para caraterizacao da estirpe em sensivel, ou
resistente. Este teste permite ainda a adaptagdo da terapéutica consoante a

concentracdo necessaria para inibir o crescimento microbiano®4).

8.1.5. Testes imunocromatograficos

Os testes imunocromatograficos sao testes de detecdo rapida (principal
carateristica para a sua utilizagdo) onde um antigénio, ou um anticorpo séo fixados
numa matriz. O componente que pretendemos detetar vai ligar-se ao conjugado, que
apos a migragao ao longo da matriz forma um imunocomplexo com o antigénio/anticorpo
fixado nesta matriz, levando ao surgimento de cor. No setor da bacteriologia sédo

realizados varios testes imunocromatograficos, nomeadamente para a detegao de:

e Streptococcus A — Kit Strep A Rapid Test Cassette, da Acro Biotech, Inc.;

e Streptococcus pneumoniae — Kit BinaxNOW™ Streptococcus pneumoniae, da
Abbott;

o Legionella pneumophila — Kit BinaxNOW™ [ egionella (urinary), da Abbott;
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e Sangue oculto nas fezes — Kit Fecal occult blood test, da Laboquick (detecdo de
hemoglobina);
e Trichomonas vaginalis — Kit OSOM® Trichomonas test, da OSOM,;

e Helicobacter pylori — Kit Bioline H.pylori Ag, da Abbott.

8.1.6. Rastreios Microbiolégicos

A bacteriologia realiza também a componente laboratorial dos rastreios
microbiologicos desenvolvidos pelo Programa de Prevencéo e Controlo de Infecbes e
Resisténcia aos Antimicrobianos do Hospital de Braga, onde se identifica a presenca de
determinadas estirpes bacterianas de origem hospitalar, permitindo a prevengéao e o
controlo da infecdo transmitida por estas estirpes bacterianas. As duas estirpes
rastreadas no Laboratério de Patologia Clinica do Hospital de Braga, através do

equipamento GeneXpert® XVI, s3o:

o Enterobacteriales Resistentes aos Carbapenemos (CRE) — bactérias Gram
negativo, resistentes a todos os B-lactdmicos (multirresistentes); esta resisténcia
deve-se a dois mecanismos principais, a resisténcia adaptativa aos antibiéticos
e a presenga de enzimas com capacidade de destruir os antibiéticos de largo
espetro, nomeadamente a Klebesiella pneumoniae carbapenemase (mais
comum em Portugal)

e Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) — bactérias coco Gram
positivo, resistentes a todos os B-lactamicos (multirresistentes) incluindo a

meticilina;

8.2. Micologia

O diagndstico micolégico é realizado através da observagdo microscopica,
exame cultural e identificagdo. Existem espécies que podem ser identificadas apenas
através dos exames microscoépico e cultural, no entanto, outras podem ser identificadas
por alguns dos equipamentos presentes no laboratério, nomeadamente o MALDI
Biotyper® e o VITEK® 2. Quando ha suspeita da presenga de um fungo, mas este nao
pode ser identificado por nenhum deste métodos, recorre-se a Biologia Molecular para

sequenciacao e identificacdo da espécie em causa.
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8.21. Exame Microscépico

No exame microscoépico é realizado o exame direto a fresco para pesquisa de
fungos, tanto filamentosos, como leveduriformes, sendo avaliadas as suas carateristicas

morfoldgicas (ex: presenca de hifas, esporos, tipo de conidiogénese, etc.).

8.2.2. Exame cultural

Em complemento ao exame microscépico, podem ser utilizados meios de cultura
que promovem o crescimento fungico (ex: meio de Sabouraud) e que permitem avaliar
as carateristicas morfolégicas da coldnia (ex: cor, tamanho, textura, cor do meio, etc.) e
facilitam a realizacao de técnicas de visualizacdo ao microscopio (ex: técnica da fita
cola). Assim, a reunido das carateristicas morfologicas obtidas nos exames

microscopico e cultural, permitem a identificacdo taxondmica do fungo.

8.3. Parasitologia

8.3.1. Exame Microscopico

O estudo dos parasitas € também uma area importante da Microbiologia, sendo
que pude acompanhar a pesquisa de ovos de parasitas e protozoarios, nas fezes, na
area da Microbiologia e a pesquisa de anticorpos contra alguns parasitas na area da
Imunologia. Assim, quando € pedido o estudo parasitologico é realizado o método de
concentracao por sedimentagao, através do kit da Epitope Diagnostics, Inc., que permite
aumentar a probabilidade de encontrar parasitas na preparagao, enquanto elimina a
maior parte do conteudo organico fecal. A amostra obtida (sedimento) apds este método
vai ser observada ao microscépio, em exame direto, sendo o parasita mais comumente

encontrado a Giardia intestinalis, um protozoario flagelado encontrado nas fezes.

8.4. Virologia

A virologia € o setor da microbiologia dedicado ao estudo dos virus, no entanto,
este setor encontra-se em articulagédo direta com as areas da Biologia Molecular e da

Imunologia. Realiza-se na virologia a detecdo de virus respiratérios, através dos

Sofia Alexandra Abranches Matias 105



Dissertacdo — Mestrado em Andlises Clinicas

equipamentos Finnish mariPOC® e GeneXpert® XVI, e de Adenovirus e Rotavirus,

através de testes imunocromatograficos.

8.4.1. Finnish mariPOC®

O Finnish mariPOC®, da ArcDia, é
um sistema automatizado utilizado no setor
da virologia para a detecdo rapida de

antigénios dos 11 principais virus

respiratorios, inclusive, os virus Influenza e

SARS-CoV2. No entanto, a sensibilidade Frigura 48 - Equipamento Finnish mariPOC, da ArcDia,

utilizado para dete¢do antigénica de virus respiratdrios
(46).

baixas no é muito elevada (84,4% - 92,3%)“®, sendo necessario, sempre que a clinica

deste tipo de teste para cargas virais mais

o justifique a confirmacdo de resultados negativos por métodos da area da Biologia

Molecular, nomeadamente testes de PCR®“6).

8.4.2. GeneXpert® XVI

O GeneXpert® XVI, da Cepheid, é um sistema
automatizado que executa testes de PCR em 16
amostras em simultaneo. Neste equipamento, tal como
no anterior, é possivel a detecédo diferencial de virus
respiratorios, sendo que neste caso faz-se a distincédo
entre SARS-CoV-2, Influenza A, Influenza B e Virus

Sincicial Respiratorio. —_

“

Para além de ser utilizado no setor da virologia, Figura 49 - Equipamento GeneXpert®
XVI, da Cepheid, para detegdo de virus
respiratorios e rastreios
microbioldgicos, através de PCR (47).

este equipamento ¢ utilizado, nos rastreios
microbiologicos realizados na bacteriologia, para a
detecdo de MRSA e detecdo e diferenciacdo das enzimas presentes nas CRE:
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), New Delhi metalo-beta-lactamase
(NDM), Verona matelo-beta-lactamase (VIM), Imipenemase (IMP) e Oxacilinase (OXA-
48)“N),

8.4.3. Testes imunocromatograficos
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Como ja mencionado, no setor da virologia utiliza-se um teste imunocromatografico
para a detecido de antigénio de Rotavirus e Adenovirus, sendo que este teste

imunocromatografico pertence ao Kit Rotavirus+Adenovirus, da CerTest.

8.5. Micobacteriologia

O setor da Micobacteriologia estuda o género Mycobacterium, sendo o seu
principal agente patogénico o Mycobacterium tuberculosis. Pelas suas carateristicas de
crescimento e principalmente pelo risco biolégico de nivel 3 este setor funciona numa
sala de contengéo biolégica de nivel 3 (unidade separada da restante area laboratorial

por antecamara e atmosfera em pressao negativa).

8.5.1. Exame Microscépico

A pesquisa de micobactérias realiza-se em todos os produtos biolégicos,
podendo ser feita a divisdo em produtos pulmonares (ex: expetoracéo, LBA, etc.) e
extrapulmonares (ex: liquidos biolégicos, material de bidpsia, etc.). Apesar da divisdo
todas as amostras vao sofrer uma preparagao prévia ao exame microscopico, sendo
que esta preparagao inclui um processo de descontaminagdo, concentragcdo e
homogeneizacdo. Apds a preparacao das amostras sao realizados esfregagos em
lamina, que vao posteriormente ser corados, para a pesquisa de bacilos alcool acido
resistentes. Esta coloragdo pode ser feito com coloragdo de Auramina-Vermelho de
Tiazina (fundo vermelho-escuro, com bacilos amarelo fluorescente) e/ou com coloragéo

de Ziehl-Neelsen (fundo azul, com bacilos alcool-acido resistentes rosa-purpura).

8.5.2. Exame Cultural

Na micobacteriologia o exame cultural é de extrema importancia, uma vez que
nos permite o isolamento primario das micobactérias para posterior estudo e
identificagdo. Neste sentido sdo utilizados dois meios seletivos, um meio sdlido
(Lowenstein-Jensen) e um meio liquido (BBL MGIT), sendo que o meio sdlido vai ser
incubado de forma manual, em estufas (35°C+2°C), e o meio liquido vai ser incubado
no equipamento BD BACTEC™ MGIT 960.
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8.5.3. BD BACTEC™ MGIT™ 960

O BD BACTEC™ MGIT 960 é um equipamento semi-
automatizado de incubacdo e monitorizagdo do crescimento
de micobactérias, com 960 posi¢cdes. Este equipamento
realiza a monitorizagdo do oxigénio nos tubos de cultura BD
BACTEC™ MGIT™, através da medicdo de um composto
fluorescente. O consumo de oxigénio (aumento do

crescimento microbiano) estd associado ao aumento da %\,\ |

detegdo de fluorescéncia®),

Para além da incubagdo dos meios de cultura e da . .
Figura 50 - Equipamento BD

monitorizacdo do crescimento microbiano, é também BACTET  MGIT 960,  para
incubagdo, monitorizagdo do
realizado neste equipamento o teste de sensibilidade aos crescimento e  teste  de
sensibilidade a fdrmacos de
micobactérias (48).

meio liquido, através do método das proporgdes. Este teste de sensibilidade abrange

farmacos, para o complexo Mycobacterium tuberculosis em

os farmacos de primeira linha, nomeadamente a Isoniazida, a Rifampicina, o Etambutol
e a Pirazinamida.

No caso das micobactérias nao tuberculosas é utilizado o kit GenoType® NTM-
DR, da HAIN Lifescience, para detecdo de genes de resisténcia a macrdlidos e

aminoglicosideos®“9).

8.5.4. Testes imunocromatograficos

No setor das micobactérias € também utilizado um teste imunocromatografico, o
Bioline™ TB Ag MPT64, da Abott, que deteta a proteina MPT64, secretada pelo
complexo Mycobacterium tuberculosis. Assim, este teste é utilizado para a identificacéo
rapida do complexo Mycobacterium tuberculosis, pés cultura positiva, com uma
especificidade de 100%. No entanto, uma vez que a sensibilidade do teste é de 98,6%,
0 mesmo nao pode confirmar um resultado negativo, sendo necessarios testes

adicionais para validagdo deste resultado®?,

8.5.5. Estudos genéticos

Tal como acontece em outros setores da microbiologia, a pesquisa de
micobactérias obriga a uma estreita relagdo com a Biologia Molecular, que realiza,

sempre que necessario, a detecdo do complexo Mycobacterium tuberculosis
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(diretamente na amostra, ou apds cultura positiva), bem como a dete¢do de genes de
resisténcia a Rifampicina e Isoniazida, através de PCR em tempo real.

No setor da micobacteriologia sdo ainda realizados testes genéticos que utilizam
técnicas de PCR para a identificacdo da espécie das bactérias nao tuberculosas. Para
identificagdo das 27 micobactérias nao tuberculosas mais frequentes é utilizado o kit
GenoType Mycobacterium CM, da HAIN Lifescience. Quando a espécie nao pode ser
identificada através deste kit, é utilizado o kit GenoType Mycobacterium AS, também da
HAIN Lifescience, que tem a capacidade de identificar mais 16 espécies de
micobactérias nao tuberculosas, designadas micobactérias atipicas.

Esta ainda disponivel o Kit GenoType Mycobacterium MTBC, da HAIN Lifescience,
que permite distinguir Mycobacterium tuberculosis de Mycobacterium africanum,
Mycobacterium bovis, Mycobacterium microti e Mycobacterium canettii, sendo utilizado
em casos especificos, nomeadamente no caso de isolamentos em suspeitas de BCGite,
terapéuticas oncoldgicas com estirpe BCG e em situagdes de individuos provenientes
de zonas com contexto epidemioldgico associado a estas estirpes (Africa ou Asia). No
entanto, ndo € habitualmente utilizado dada a prevaléncia de Mycobacterium

tuberculosis na populagao portuguesa e a abordagem terapéutica a seguir.
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9. Controlo de qualidade

Para garantir a qualidade dos resultados fornecidos é necessario exercer
praticas que garantam controlo desse qualidade. Para isso é realizado o controlo de

qualidade interno e a avaliagédo externa da qualidade.

9.1. Controlo de Qualidade Interno

O controlo de qualidade interno (CQIl) corresponde a um conjunto de
procedimentos implementados pelo laboratério com a finalidade de garantir a qualidade
e fiabilidade dos resultados obtidos nas analises laboratoriais. Assim, através deste
sistema de controlo € possivel detetar erros e corrigi-los.

Para todos os parametros dos equipamentos que foram falados no decorrer do
relatério de estagio existem controlos de origem comercial, que sao utilizados no inicio
de cada dia de trabalho do equipamento, mas também sempre que exista manutencao
do equipamento, mudancga de lote de reagentes e consumiveis, ou qualquer outro fator
que assim o justifique. Estes controlos podem ter um nivel (ex: testes
imunocromatograficos), dois niveis (normal e patolégico), ou trés niveis (normal, baixo
e alto), dependendo do equipamento, tém uma concentragdo conhecida e sao
compostos por uma matriz biolégica semelhante a das amostras processadas.

Os controlos com varios niveis sao utilizados de forma intercalada e
processados nas mesmas condicdes que as amostras dos doentes. Os resultados
obtidos por este sistema de controlo interno sao dispersos numa carta de controlo e
avaliados por comparagdo com os restantes pontos, bem como com o intervalo de
concentracdo esperado, segundo as regras de Westgard, permitindo que seja tomada
sempre a mesma decisao sobre a validade dos resultados analiticos.

Nos kits de testes imunocromatograficos, o controlo de qualidade vem,
geralmente, inserido no proprio teste e assegura que o teste esta a funcionar
corretamente, invalidando os resultados sempre que este ndo esteja de acordo com o
esperado.

Existem ainda outras formas de avaliar a qualidade interna do laboratdrio, tal
como inquéritos de satisfagdo ao utente e aos profissionais do servico, bem como a
utilizagdo de amostras de doentes mistério. Estas técnicas de avaliagdo da qualidade
sdo realizadas de forma mais esporadica e funcionam como um complemento a analise

dos controlos, sendo particularmente Uteis no controlo da fase pré-analitica.
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9.2. Avaliacao Externa da Qualidade

Para além do controlo de qualidade interno, todos os laboratérios de analises
clinicas devem estar inscritos em programas de avaliagdo externa da qualidade (AEQ),
que permitem aferir a exatiddo dos resultados obtidos nas analises laboratoriais.

Dependendo da area o laboratério de Patologia Clinica do Hospital de Braga
encontra-se inscrito em diversos programas de avaliagdo externa da qualidade,
nomeadamente o UK NEQAS (United Kingdom National External Quality Assessment
Service), o RIQAS (Randox International Quality Assessment Scheme), o SQAS (Safety
and Quality Assessment for Sustainability) e o LABQUALITY. Estas entidades externas
enviam periodicamente amostras (a periodicidade depende do ensaio), cujo conteludo
nao é dado a conhecer aos participantes, com o intuito que estas sejam processadas
nas mesmas condi¢gdes que as amostras dos doentes e os resultados enviados a
respetiva entidade. Estes programas sao internacionais e comparam os resultados dos
varios participantes a nivel mundial, emitindo um boletim com a comparagdo do
desempenho do laboratério de Patologia Clinica do Hospital de Braga, com o

desempenho dos restantes laboratorios e com o esperado para aquela amostra.

Tabela 6 - Programas de avaliagdo externa da qualidade em que o Laboratdrio de Patologia Clinica do Hospital de
Braga se encontra a participar

Area Programa Area Programa
UK NEQAS™D Quimica Clinica UK NEQAS
Hematologia RIQAS ™ RIQAS
SQAS®3) Imunoloaia UK NEQAS
LABQUALITY®) g RIQAS
Biologia Molecular UK NEQAS Microbiologia UK NEQAS
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10. Conclusao

O estagio curricular que realizei no servico de Patologia Clinica do Hospital de
Braga como parte integrante do mestrado em Analises Clinicas permitiu-me consolidar
os conhecimento tedricos adquiridos durante a primeira parte do mestrado e aplica-los,
bem como desenvolver capacidades técnicas. Estagiar em ambiente hospitalar revelou-
se uma experiéncia muito enriquecedora, uma vez que tive contacto com um espetro
mais alargado de amostras, conheci outras areas laboratoriais (Anatomia Patologica e
Imunohemoterapia) e tive uma experiéncia complementar as minhas experiéncias
laboratoriais anteriores. Ao mesmo tempo pude integrar a rotina laboratorial,
manuseando os mais diversos equipamentos e tendo uma equipa de profissionais
incansaveis que expandiram o meu conhecimento a medida que me integravam nas
suas atividades de rotina.

Este estagio permitiu-me ainda ter uma visdo mais clara de como todas as areas
do laboratdrio estado interligadas, desde a fase pré-analitica, passando por todas as
areas da fase analitica, até a fase pds-analitica, e como ha sempre espago para
melhorias qualquer que seja a area.

Os objetivos iniciais propostos para este estagio foram largamente ultrapassados,
com principal foco na pratica de técnicas laboratoriais, na validagéao biopatolégica e no
conhecimento sobre o sistema de qualidade implementado, mas também
desenvolvendo outro tipo de atividades de cariz cientifico, como a apresentacdo de um
artigo cientifico, a discusséo de casos clinicos, a organizagdo de uma laminoteca e a

implementacdo de diagramas de diagndstico.

112 Sofia Alexandra Abranches Matias



Dissertacdo — Mestrado em Andlises Clinicas

Parte Il
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1.Introducio

O virus Zika € um arbovirus que foi isolado pela primeira vez no sangue de um
macaco Rhesus no Uganda, em 1947, tendo passado despercebido nos anos que se
seguiram. No entanto, no inicio de 2013 provocou um surto de maiores dimensdes na
Polinésia Francesa, e, devido a rapida propagacao para o Brasil e para o restante
continente americano, ganhou destaque a nivel mundial tendo sido declarado como uma
Emergéncia de Saude Publica de Preocupacao Internacional pela Organizagdo Mundial
de Saude, em 2016®).

A infegcdo por este virus mantém-se uma preocupacao atual, estando bastante
presente no continente americano e no sudeste asiatico e havendo casos reportados na
Europa, nomeadamente em Franca. Em Portugal, foram reportados os primeiros casos
em junho de 2015, ndo havendo atualmente reporte de transmisséao ativa®®.

Ao nivel da infecdo em adultos, os individuos infetados pelo virus Zika sao
geralmente assintomaticos, ou desenvolvem sintomas ligeiros Influenza-like, sendo o
diagnéstico realizado através da detecdo do RNA do virus por Reagéo de Polimerizagao
em Cadeia ap6s Transcrigdo Reversa (RT-PCR), ou através da detegao de anticorpos
IgM e IgG por Ensaio Imunoenzimatico por Absorgao em fase solida (ELISA)®"). Apesar
de assintomaticas, as mulheres gravidas infetadas podem transmitir o virus aos seus
fetos, levando a complicagdes que despertaram o interesse da comunidade cientifica®®.
A Sindrome Congénita pelo virus Zika (SCZ), como é conhecida, advém do tropismo
deste virus para o sistema nervoso em desenvolvimento e engloba alteragbes
morfolégicas do cranio e anomalias cerebrais, oculares e motoras, que muitas vezes
podem ser detetadas por exames de imagem durante a gestagao®?.

Dependendo das anomalias desenvolvidas durante a gravidez, tanto a nivel
cerebral, como ocular e articular, podem desenvolver-se sequelas com diversos graus
de gravidade. Assim, alguns dos recém nascidos permanecerao assintomaticos, outros
desenvolverao sintomas minor e havera alguns que poderao ter acentuados atrasos no
desenvolvimento, tanto motor, como cognitivo®.

Tendo isto em mente, tornou-se essencial perceber os mecanismos patogénicos
associados a infecdo congénita pelo virus Zika, de modo a ser possivel o
desenvolvimento de protocolos farmacolégicos adequados ao tratamento dos varios
tipos de sequelas, bem como de vacinas, que permitam a prote¢ao contra a transmissao
do virus, principalmente entre as gestantes e os fetos. Estes mecanismos tém vindo a

ser elucidados nos Uultimos anos, tendo havido um aumento substancial do
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conhecimento acerca deste virus no decorrer do ultimo ano. Assim, a realizacdo de uma
revisdo sistematica, que conjugue o conhecimento disponivel no presente momento,
tornou-se altamente relevante. A pertinéncia do tema conjugada com o meu interesse
pela saude materno-infantil, levou ao desenvolvimento desta revisdo como parte
integrante da minha dissertagéo de mestrado.
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2.Virus Zika

O virus Zika € um arbovirus da familia Flaviviridae e do género Flavivirus, que
foi isolado pela primeira vez num macaco Rhesus na floresta Zika no Uganda, em 1947,
durante um estudo sobre a Febre Amarela®”. E constituido por &cido ribonucleico de
cadeia simples, com polaridade positiva, com aproximadamente 10,7 Kb®?), que é
transcrito numa poliproteina constituida por trés proteinas estruturais (involucro - E,
precursor da membrana - PrM e capside - C), que medeiam a entrada do virus nas
células, e sete proteinas nao estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5),
necessarias a replicagdo viral e ao processamento da poliproteina®8 63.64),

Apds a descoberta no Uganda (linhagem africana), a infegdo por ZIKV em
humanos foi reportada pela primeira vez na Nigéria, em 19526°, Mais tarde, nos anos
60, foram reportados casos na Asia (linhagem asiatica), porém sempre casos
esporadicos. O primeiro surto foi reportado meio século mais tarde, em 2007, nas ilhas
Yap, na Micronésia, tendo infetado 75% da populagado. Seis anos mais tarde, em 2013,
ocorreu um segundo surto na Polinésia Francesa, que afetou 50% da populagdo do
pais, tendo sido associada pela primeira vez a infecao pelo ZIKV a sindrome de Guillain-
Barré®®. O ZIKV espalhou-se por outras ilhas do Pacifico atingindo a América do Sul
em 2015, com o primeiro caso reportado no Brasil pertencente a linhagem asiatica®®).
A entrada da linhagem asiatica no continente americano correspondeu a grandes
alteragdes do genoma do ZIKV, sendo que essas alteragdes foram associadas a efeitos
mais adversos nas células progenitoras neuronais e a uma maior proliferacédo do
virus®?,

A ligacao entre a infegcao por ZIKV e a microcefalia foi reportada pela primeira
vez no final de 2015, no Brasil, associada ao aumento dos casos de microcefalia na
regido mais afetada pelo virus®®. De acordo com o Sistema de Informagdes de
Nascidos Vivos Brasileiro (SINASC), a prevaléncia de microcefalia entre 2000 e 2014,
antes da circulagao do ZIKV, era de 5,5 por 100 000 nados vivos, enquanto, em 2015,
apos a introdugao do virus no pais, passou a ser de 54,6 por 100 000 nados vivos,
havendo um aumento de 9,8 vezes®®).

Devido a rapida propagacgao no Brasil e restante continente americano, a infecao
por ZIKV ganhou destaque a nivel mundial tendo sido declarada como Emergéncia de
Saude Publica de Preocupacéao Internacional pela Organizagdo Mundial de Saude, em

Fevereiro de 20169, Segundo a mesma, o pico de incidéncia da infegéo pelo virus Zika
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no continente americano deu-se em 2016 e teve um declinio significativo até aos dias
de hoje, continuando a haver relatos de pequenos surtos(®”).

Em Portugal foram reportados os primeiros casos em junho de 2015, num casal
que havia retornado de uma viagem ao nordeste do Brasil (estado de Ceard) e que
desenvolveu febre, artralgias e rash cutaneo. Foi realizada serologia para Dengue, Zika
e Chikungunya, tendo sido relatado resultado positivo para anticorpos IgM contra o virus
Zika nos dois individuos®®. Atualmente, apesar da existéncia de casos esporadicos de
viajantes que regressam de regides endémicas, nao ha reporte de casos de transmissao
autoctone do virus Zika em Portugal, apesar da existéncia do vetor estar estabelecida
e das relagbes proximas entre Portugal e o Brasil. A transmisséo ativa do virus Zika
mantém-se em 89 paises, predominantemente nos continentes americano e asiatico,
sendo que na Europa apenas a Franca faz parte da lista de paises com transmissao
ativa®®.

A maioria dos paises com elevado risco de transmissdo do ZIKV tém meios
laboratoriais escassos para a detecio do virus, bem como acesso limitado aos cuidados
de saude reprodutiva, dois contributos para que o risco de transmissdo se mantenha

elevado®).
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3.Mecanismos de transmissio

A maioria dos arbovirus causa zoonoses que geralmente dependem de espécies
animais ndo humanas para manutengdo na natureza, sendo que estes animais séo
conhecidos como reservatorios. Os humanos, na maioria das vezes, sao hospedeiros
acidentais e terminais, ndo se mantendo o ciclo vetor-humano-vetor necessario a
sobrevivéncia do virus®. No caso do virus Zika este ciclo mantém-se, sendo que a
transmisséao vetorial ndo é o unico tipo de transmissao do virus, tendo sido reportada a
transmissao sexual, placentaria, por transfuséo, por transplantacao e pelas secrecdes

oculares% 1),

3.1. Transmissao vetorial

A transmissao vetorial, tanto no virus Zika, como nos restantes arbovirus é o
principal modo de transmiss&o®®. O vetor dos arbovirus € um artrépode que transmite
0 virus entre vertebrados através da injecdo de saliva durante a sua refeicdo de
sangue™. No caso do virus Zika a transmissdo é realizada por mosquitos fémea do
genero Aedes, especialmente Aedes aegypti, apesar dos surtos da Micronésia e da
Polinésia Francesa terem como principais vetores o Aedes hensilli e o Aedes
polynesiensis, respetivamente.

O primeiro estudo a demonstrar que mosquitos deste género infetados por ZIKV
podiam infetar um macaco foi conduzido em 1956 e mostrou que o ZIKV pode
permanecer no vetor durante 10 semanas(®. Uma vez que o Aedes aegypti esta
presente em todas as regides tropicais e sub-tropicais do mundo e o virus pode
permanecer no mosquito por tanto tempo, estas regides tornam-se propicias ao
aparecimento de novos surtos®®.

Outras espécies de mosquito, nomeadamente a Culex spp. foram reportadas
como possiveis hospedeiros do ZIKV, no entanto a habilidade de transmitir o virus a
humanos nao foi relatada‘®®.

Para a maioria dos flavivirus 0 homem é um hospedeiro final e acidental, no
entanto, no caso do ZIKV a transmisséo entre humanos € possivel, podendo ser tanto

sexual, como ndo sexual, o que torna mais facil a transmissé&o intercontinental©®).
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3.2. Transmissao sexual

O ZIKV parece ser o unico arbovirus com transmissao sexual relatada. Sendo
que teve o seu primeiro caso reportado em 2008, quando um cientista, que havia estado
numa area endémica (Senegal), infetou a sua companheira, que vivia numa regido sem
vetores de transmissdo (EUA)". Mais tarde foram descritas outras transmissdes, tanto
em casais heterossexuais, como homossexuais®®. A maioria dos casos de transmiss&o
sexual do virus Zika descritos na literatura sdo de um homem sintomatico para uma
mulher, no entanto também se encontra descrita a transmisséo a partir de homens e
mulheres assintomaticos’2).

O RNA do ZIKV pode ser detetado em amostras de sémen de individuos do
sexo masculino apés varios meses de infecdo, no entanto, as particulas virais
infecciosas parecem estar limitadas as primeiras semanas de infecdo. Assim, a
presenca de RNA no sémen nao determina a infecciosidade do individuo. No caso das
mulheres, a presenca de RNA nas secregbes vaginais € rara (cerca de 2%)®®, para
além de que o periodo de detecdo de RNA nas mulheres (mediana de 14 dias) também
€ menor do que nos homens (mediana de 40 dias), tornando a transmissao sexual por
mulheres menos provavel do que por homens. Foi ainda demonstrada a suscetibilidade
das mucosas retais e orais a infecdo pelo ZIKV, tornando possivel a transmissao do
virus através de sexo anal e oral™ 73 Neste contexto, o Centro de Controlo e
Prevencdo de Doenga aconselha o uso de preservativos durante 3 meses apds o
retorno de areas endémicas, por parte dos homens, e a espera de 2 meses para
tentativa de concecéo, por parte das mulheres®®. Para além do risco de transmisso
nos primeiros 2 meses, por parte da mulher, a fertilidade masculina nesses mesmos 2
meses encontra-se alterada. O testiculo, embora seja um 6rgéo imunoprivilegiado,
protegido pela barreira hematotesticular, pode ser infetado por agentes patogénicos
como o ZIKV, que tém a capacidade de persistir no trato genital masculino. Durante a
infecdo pelo ZIKV ha evidéncia da diminuigdo da contagem de espermatozoides entre
o dia 7 e o dia 60 apods a infecado, bem como da diminuigdo da motilidade dos mesmos.
Apods o dia 60, ha um aumento da espermiogénese, que se traduz num aumento da
contagem de espermatozoides até ser atingido o nivel anterior a infe¢éo (dia 120). O
ZIKV tem capacidade de infetar tanto as células de Sertoli, como as espermatogonias
podendo associar-se a problemas na fertilidade masculina, no entanto, sdo necessarios

mais estudos para confirmar esta possibilidade®® 73).

Sofia Alexandra Abranches Matias 119



Dissertacdo — Mestrado em Andlises Clinicas

3.3. Transmissao placentaria

No ambito desta dissertagcdo, a transmissdo placentaria é a forma de
transmissdo com maior relevancia, embora n&o seja a mais prevalente, nem a que
possui mais informacéo, sendo necessarios mais estudos para compreender melhor
este processo de transmissao. No entanto, estima-se que a transmissdo materno-fetal
ocorra em 20 a 30% das gravidas infetadas e que a infegdo no primeiro trimestre de
gravidez apresente um maior risco de desenvolvimento da Sindrome Congénita pelo
virus Zika®8 72,

A transmissao placentaria ja tinha sido estudada previamente noutros flavivirus.
No entanto, como esses flavivirus causam surftos relativamente pequenos e
circunscritos geograficamente, a relevancia da infecao congénita nunca tinha sido bem
definida. A epidemia causada pelo ZIKV no continente americano levou ao estudo mais
aprofundado desta forma de transmissao e das consequéncias a ela associadas(®®),

A patogénese da transmissdo do ZIKV através da placenta decorre de um
periodo de inflamacgao da placenta (placentite), em que o virus Zika induz dano vascular
e piroptose no tecido placentario?, levando a infegéo, replicagdo nos macrofagos e
citotrofoblastos e a destruicdo da barreira imunoldgica placentaria, o que vai facilitar a
transferéncia viral da placenta para o sangue fetal, sendo que o RNA do virus pode ser
detetado, tanto na placenta, como no cérebro de fetos que terminaram em perda
gestacional®”). Ao contrario dos agentes patogénicos TORCH, o virus Zika ndo causa
uma resposta inflamatdria massiva na placenta, mas induz danos graves quando
consegue atingir o cérebro fetal, devido ao seu neurotropismo(’?.

Sabe-se ainda que a existéncia de sintomas, bem como a gravidade destes na
gestante nao esta relacionada com a probabilidade de transmissao da infecéo, perda
gestacional, ou desenvolvimento de anormalidades no feto®"). Pe-se ainda a hipotese
de poder haver transmissao durante o parto, através do contacto das mucosas do
recém-nascido com as secre¢des genitais da gestante, bem como a possibilidade da
transmissao do virus através do leite materno, na amamentagao. No entanto, a hipotese
de transmissdo durante o parto ndo se encontra fundamentada®® 2. No caso da
transmissao através do leite materno, a Organizagédo Mundial de Saude decidiu que o
potencial risco de transmissédo do virus Zika ndo supera os beneficios associados a
amamentagédo, pelo que nao foi imposta nenhuma contraindicagdo referente a

amamentagao por mées infetadas com o virus Zika™.
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4.Infecdo congénita pelo virus Zika — mecanismos

patogénicos

A infecdo congénita pelo virus Zika, que ocorre através da transmissao placentaria,
foi associada a varias anomalias congénitas, apresentando potencial dano para
diferentes 6rgdos, no entanto, estudos demonstraram que o ZIKV infeta
preferencialmente células progenitoras do tecido neurolégico, bem como macréfagos e
trofoblastos da placenta. Assim, ha dois alvos principais do virus Zika que estado
associados ao prognostico dos fetos infetados pelo virus Zika, o sistema neurolégico e
as células placentarias(™,

Independentemente do tipo de célula infetado pelo virus Zika, este vai sofrer
replicagdo e disseminar-se para outras células permissivas a sua entrada, sendo que
esta entrada nas células esta associada a interacdo da proteina estrutural EDIII
(Envelope Protein Domain 1ll) do ZIKV com recetores membranares das células a
serem infetadas, como é o caso do AXL (ex: células progenitoras neuronais), do TYRO3
(ex: células endoteliais placentarias), do DC-SIGN (ex: células dendriticas e
macrofagos) e do TIM-1 (ex: trofoblastos e células endoteliais da retina)" 76,

O recetor AXL esta presente em determinadas células, como é o caso das células
da glia radial, astrocitos e nas células progenitoras da retina neural e € o recetor mais
associado a entrada do ZIKV nas células"”). Para isso, o virus é recrutado para o recetor
AXL através do ligando Gas6 (growth arrest specific 6), o que resulta na sua
internalizagdo através de endocitose mediada por clatrina®. Apés a endocitose, o
complexo ZIKV/Gas6 vai ativar a AXL cinase, que induz a transcrigéo de varios genes,
nomeadamente TLR3 (TOLL-like receptor 3), DDX58 (DExD/H-Box helicase 58), IFIH1
(Interferon induced with helicase ¢ domain 1) e ISGs (Interferon-stimulated genes),
levando a supresséo da resposta imune inata e consequente proliferagio da infegdo(®).
Apesar das células que expressam o recetor AXL demonstrarem particular
vulnerabilidade a infecao pelo ZIKV este recetor celular ndo ¢ indispensavel a entrada
do virus Zika nas células. No entanto, a sua supressao, ou inibigdo, esta associada a
uma diminuicao da patogenicidade, bem como a reducao da producgio de citocinas

inflamatdrias e da piroptose(™.
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Figura 51 — Via de entrada do virus Zika nas células e vias de produgdo de
interferes e ativagdo de genes estimulados pelos interferées (ISGs).
(Adaptado de: 62, 71, 77, 78 e 79)

Apods a entrada do virus nas células por endocitose a capside é degradada e o RNA
é libertado no reticulo endoplasmatico. Os ribossomas do reticulo endoplasmatico vao
entdo proceder a transcricdo do RNA, levando ao processamento da poliproteina
transcrita e dando origem as proteinas estruturais e ndo estruturais do ZIKV.¥ Esta
entrada nas células do hospedeiro vai levar a detegdo de PAMPs (pattern associated
molecular patterns) expressos pelo ZIKV, por recetores especificos reconhecedores dos
PAMPs (PRRs), como é o caso do TLR3, do RIG-I (Retinoic acid-inducible gene |
receptor) e do MDA5 (melanoma differentiation-associated protein 5), que vao
desencadear uma resposta imunitaria inata, mediada pelos interferdes, os principais
inibidores da replicagdo do ZIKV®2 7. 74) Qs interferdes do tipo | (IFNa e IFNB),
produzidos pelas células infetadas pelo ZIKV, ligam-se a recetores especificos (IFNAR1
e IFNAR2) que véao ativar as proteinas JAK1 e TYK2, que levam a fosforilacéo e
dimerizagado das moléculas STAT1 (signal transducer and activator of transcription 1) e
STAT2 (signal transducer and activator of transcription 2), respetivamente®* 7", Ja os
interferdes do tipo Il (IFNy) quando ligados aos seus recetores vao promover o
recrutamento de JAK1 e JAK2, levando a fosforilagdo das moléculas STAT1.

As moléculas STAT1 e STAT2 fosforiladas formam homodimeros, ou dimeros
STAT1-STATZ2, que vao formar um complexo com o fator IRF9 (Interferon regulatory
factor 9) chamado fator dos genes estimulados pelos interferdes 3 (ISGF3)®4. Este
complexo vai ser translocado para o nucleo das células, onde vai reconhecer o promotor
ISRE, responsavel pela transcrigdo dos genes estimulados pelos interferbes (ISGs),
levando a producao de um grande numero de proteinas inibidoras da replicagao viral,

conduzindo a um estado celular antiviral®* 78.80),
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No caso dos homodimeros formados por moléculas fosforiladas STAT1, estes vao
ser translocados para o nucleo, ligando-se as sequéncias de ativacdo gamma (GAS) e
estimulando também a transcrigéo de ISGs®*.

O virus Zika, tal como outros flavivirus, vai tentar escapar a resposta imunoldgica
do hospedeiro, sendo que para isso ha varios processos a decorrer em simultaneo, que
podem ser ligeiramente diferentes consoante a estirpe. No entanto, de uma forma geral
a proteina nao estrutural NS5 vai impedir a fosforilagido da molécula STAT2 e promover
a sua degradacao, o complexo NS2B3 vai impedir a fosforilagdo da molécula STAT1
através da clivagem da molécula JAK1 e as moléculas nido estruturais NS1, NS2B e
NS4B vao bloquear a ativagao dos interferdes do tipo |, impedindo a ativagao dos genes
estimulados pelos interferdes (ISGs) e a criagdo de um microambiente antiviral’'- &),
Finalmente a proteina NS2A impede a producao de interferées (tipo | e tipo 1), que vao
impedir a fosforilagdo do STAT1 e do STATZ2, o que suprime a ativagcao dos promotores
ISRE e GAS e, consequentemente, a transcricdo dos genes estimulados pelos
interferdes (1ISGs)®4).

Para além dos interferbes do tipo |, ha a libertacdo de interferbes do tipo I, pelas
células natural killer (NK), que vao inibir a replicagéo viral, ativar os macrofagos e facilitar
a capacidade de apresentar antigénios das células dendriticas("® 8%, Os interferdes do
tipo Il vao ainda induzir uma resposta imunoldgica adaptativa com intervengédo das
células B e T7", Para isso, os interferdes do tipo Il védo ativar as células T CD4+ em
células Th1, que vao secretar IL-2, IFNy e TNFa, e as células T CD8+, que vao mediar
a citdlise das células infetadas pelo ZIKV, através de granulos de perforina e granzima,
e secretar IFNy e TNFa.

Esta resposta humoral vai levar a produ¢do de anticorpos contra as proteinas do
ZIKV, sendo que os anticorpos contra as proteinas estruturais e em particular contra a
proteina EDIII (Envelope Protein Domain Ill) tém maior capacidade de neutralizar o

virus".

4.1. Infecao placentaria

Uma vez que a placenta é um 6érgdo fundamental para o crescimento e
desenvolvimento fetal € importante comegarmos por perceber como € afetada pela
infecao pelo ZIKV. O virus Zika tem capacidade de infetar células da placenta, levando
a piroptose dos trofoblastos e ao dano das células endoteliais vasculares, o que altera

a arquitetura da placenta e afeta o seu funcionamento. Este dano acontece através da
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indugdo da piroptose, uma resposta imune inata contra patogénios intracelulares,
inflamatdria e que resulta na morte celular programada das células infetadas(™®.

Aquando da infe¢ao dos trofoblastos da placenta pelo ZIKV ha detecao do genoma
viral pelo RIG-I, um recetor celular, que promove a libertagao de TNFa. O TNFa é crucial
para a ativagado da via apoptética extrinseca, nomeadamente na ativacdo da caspase-
8. A caspase-3, quando ativada pela caspase-8, vai ativar a GSDME (gasdermina E),
sendo que o dominio N-terminal da gasdermina E se vai ligar a componentes da
membrana celular permitindo a perfuragdo da membrana e a libertagao do conteudo
citosélico dos trofoblastos. Assim, o ZIKV induz piroptose através da via de sinalizagéo
TNFa — Caspase-8 — Caspase-3 — GSDME™),

A inativagdo da gasdermina E em células infetadas pelo virus Zika aumenta a
viabilidade celular, através da diminuicdo da piroptose, o que leva a uma diminui¢cao do
dano provocado na placenta e a uma melhoria no progndstico do feto. No entanto, ndo
diminui a replicagao viral, ou seja, ndo produz uma ag¢do antiviral, nem impede a
transmissao do virus da placenta para o feto("),

Para além da piroptose, a resposta imunolégica exacerbada contribui para a

inflamagao da placenta e 0 aumento da sua permeabilidade.
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Figura 52 — Mecanismo de piroptose induzida pelo RNA viral do virus Zika. (Adaptado de: 75)

4.2. Infegao neuroldgica fetal

Apods a passagem da barreira placentaria, e uma vez que o virus atinge o cérebro
fetal em desenvolvimento, este infeta preferencialmente as zonas ventricular e
subventricular do cérebro. Sendo que a zona ventricular consiste em células

neuroepiteliais e da glia radial, enquanto a zona subventricular contém células
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progenitoras intermediarias. As células da glia radial ddo origem a neurénios, astrécitos,
ependimécitos e oligodendrécitos e as células progenitoras intermédias originam
neurdnios, ou células da glia®,

O virus Zika induz neuropatogénese através de diversos mecanismos,
particularmente piroptose, desregulacdo do ciclo celular e resposta imune e
inflamatoria(®.

A piroptose provou ter o papel mais relevante no desenvolvimento de anomalias
neuroldgicas congénitas, nomeadamente na microcefalia, sendo que os processos
apoptéticos no sistema neuroldgico do feto sdo semelhantes aos descritos para a
infecéo placentaria’®.

Um outro mecanismo associado as anomalias congénitas, fruto da infecéo
protagonizada pelo ZIKV, é a desregulagcdo do ciclo celular. O ciclo celular é
interrompido nas fases G2 e M, através da fosforilacdo das proteinas p53 e p21, pelas
proteinas do invélucro do ZIKV. Esta desregulagéo do ciclo celular e consequentemente
do processo mitotico esta, mais uma vez, associada a microcefalia®.

Por fim, estes mecanismos sdao acompanhados por uma resposta imunoldgica e
inflamatéria intensa, com alteracdes da expressao genética e elevada producéo de
citocinas. Tal como acontece no tecido placentario, também no tecido neurolégico ha
uma desregulagdo da via dos interferdes®. Esta desregulagdo é ainda acompanhada
pela libertagdo de citocinas inflamatérias (IL-6 e IL-8) e quimiocinas (CCL5 e CXCL10),
que modulam a integridade da barreira hematoencefalica, sendo que o seu aumento
conduz a uma maior permeabilidade da mesma(®),

Dentro da resposta imunologica, a ativagao do recetor TLRS3, associado a resposta
imune inata, demonstra ter um papel interessante na transcricdo de genes associados
ao desenvolvimento neuroldgico. A disrupcdo destes genes leva a uma diminui¢cdo do

volume cerebral e as respetivas consequéncias neurologicas(’®).
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5.Infecao congénita pelo virus Zika -
manifestacoes clinicas

5.1. Alteragoes morfolégicas do cranio

A manifestacdo clinica mais associada a infegdo congénita pelo virus Zika é a
microcefalia, que, embora nao esteja presente em todos os fetos infetados, esta
presente em mais de metade dos casos com anomalias congénitas, podendo ser
detetada durante a gestagdo, ao nascimento, ou nos primeiros meses de vida®' 82, A
microcefalia é definida por um perimetro cefalico diminuido, quando comparado com
fetos da mesma idade e sexo, e pode ser considerada moderada, ou severa consoante
o desvio associado ao intervalo de referéncia”. Uma vez que, no caso do virus Zika, a
microcefalia € uma anomalia associada ao periodo de gestagcao, esta é considerada
uma microcefalia primaria®) e pode ser acompanhada de outras alteragdes
morfoldgicas, consistentes com uma sequéncia diruptiva do cérebro fetal (FBDS - fetal
brain disruption sequence), tais como: suturas cranianas sobrepostas, 0sso occipital
proeminente, depressdo dos ossos frontais e parietais e pele excessiva no couro
cabeludo. Estas alteragcbes acontecem, apdés um crescimento normal no inicio da
gestacao, na sequéncia da perda de volume cerebral e consequente diminuigdo da
pressao intracraniana e sao tipicamente detetadas nos fetos, ainda durante a gestacao,
devido ao reduzido perimetro cefalico®.

Esta reducao do perimetro cefalico e consequente alteragao da morfologia craniana
resulta de danos neurolégicos provocados pelo virus Zika e podem mais tarde ser
associadas a atrasos no desenvolvimento, perda da capacidade auditiva, dificuldades
em engolir, dificuldades respiratérias e alteragées na fala®. Para além de que o
comprometimento do neurodesenvolvimento inerente a infegéo pelo virus Zika pode
associar-se a problemas noutros sistemas, como é o caso do trato urinario. Uma vez
que o sistema nervoso central esta envolvido no controlo do trato urinario inferior, existe
uma correlagado entre a gravidade dos sintomas que afetam este trato e o perimetro

cefalico a nascenga®.
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5.2. Anomalias cerebrais

A neuropatologia associada a infecdo congénita pelo virus Zika é semelhante a da
infecdo congénita pelo citomegalovirus, sendo a distingdo na distribuicdo das
calcificagdes intracranianas, que sdo periventriculares no caso do CMV e subcorticais
no caso do ZIKV. Para além das calcificacbes, estdo relatadas outras anomalias,
nomeadamente o aumento dos espacos ventriculares e extra-axial, diminuicdo da
espessura do cortex com padrdes anormais de circunvolugdes cerebrais, hipoplasia,
dismorfia ou auséncia do corpo caloso, mielinizagcdo diminuida e hipoplasia do cerebelo
ou do vérmis cerebelar®® 8",

Todas estas anomalias cerebrais estdo relacionadas com a morte celular induzida
pela infegdo pelo ZIKV, que demonstra ter como principal alvo as células progenitoras
neurais, levando a diminuicdo da proliferacdao e migracdo dos neurdnios devido a
piroptose das suas células progenitoras®®.

Para além das anomalias cerebrais comprovadamente associadas a infecéo pelo
virus Zika, torna-se relevante mencionar a possibilidade de infegao congénita pelo ZIKV
estar associada ao desenvolvimento de perturbagdes do espetro do autismo,
nomeadamente em criangas sem outras alteragdes associadas a Sindrome Congénita

do virus Zika'®®.

5.3. Anomalias oculares

Também foram reportadas, em criangas com infecao pré-natal, anomalias oculares
do segmento anterior, em particular, microftalmia e coloboma da iris, mas também
cataratas, calcificagdes intraoculares, ectasia da cornea, glaucoma e outras anomalias
oculares posteriores, tais como atrofia cério-retiniana, pigmentagcdo grosseira da
macula, ou da retina e hemorragia da retina®.

Para além das alteragdes observadas no olho, foram também observadas anomalias
associadas ao nervo 6tico, nomeadamente hipoplasia e escavagdo do nervo dtico,
nistagmos e estrabismo. Assim, as anomalias oculares associadas a sindrome
congeénita do virus Zika dividem-se em anomalias no segmento anterior, no segmento
posterior e no nervo 6tico®), e estdo particularmente associadas a infegéo pelo ZIKV no
primeiro trimestre da gravidez e a perimetros cefalicos diminuidos®® 7).

Tal como acontece para outros tipos de células o surgimento das anomalias oculares

mencionadas esta dependente da entrada do ZIKV nas células, através da ligagao aos
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recetores celulares de superficie, nomeadamente o AXL, o TYRO3 e DC-SIGN, que sao
expressos nas células progenitoras neuronais, nas células endoteliais da
microvasculatura da retina, nas células da crista neural, nos pericitos da retina, nos
macrofagos e nas células dendriticas””. No entanto, também é necessaria a evasdo
do virus ao sistema imunolégico para que se desenvolvam estas anomalias. Assim,
apesar dos recetores TLR3 e RIG-1, presentes no citosol, funcionarem como sensores
de PAMPs (pattern associated molecular patterns) expressos pelos ZIKV, que vao
desencadear uma resposta imunolégica inata, as proteinas virais (NS1 e NS4) vao
inativar a cascata de sinalizagdo desencadeada por estes recetores e permitir que o

virus Zika continue a causar dano".

5.4. Anomalias motoras

A infecao congénita pelo virus Zika afeta o trato corticoespinhal, os neurdnios
motores, ou as suas interagdes o que pode causar anomalias motoras fetais levando a
movimentos fetais diminuidos e a patologias como o pé torto congénito e artrogripose
multipla congénita. Artrogripose € o termo utilizado para descrever contraturas
congénitas em multiplas articulagdes, que variam em tipo, lateralidade, gravidade, etc.
e € uma condigao que tem sido associada frequentemente a Sindrome Congénita pelo
virus Zika®®. Segundo Ledo et al.®? a artrogripose esta presente em cerca de 10% dos
fetos infetados com ZIKV, enquanto a presenca de contraturas em, pelo menos, uma
articulagéo atinge 42% dos casos®?),

Para além das contraturas, a infegcado pelo virus Zika tem sido associada a uma
restricdo do crescimento intrauterino, bem como a um peso e estatura diminuidos, tanto
no momento do parto, como no acompanhamento dos primeiros anos de vida. Estas
restricdes de crescimento podem levar a atrasos no desenvolvimento motor e parecem

estar associadas ao dano causado na placenta durante a gravidez®®),
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6.Detecao e diagnéstico laboratorial do ZIKV

O diagnéstico inicial da infegéo pelo virus Zika em adultos é complicado, uma vez
que esta infegdo apresenta um quadro de sintomas semelhante ao de outros arbovirus
como é o caso do Dengue, ou do Chikungunya, abrange a mesma area geografica e
apresenta reagdo cruzada na serologia para detegdo destes virus®” 7®. No inicio da
epidemia do ZIKV apenas laboratdrios que preparavam os seu proprios reagentes
tinham capacidade de detetar uma infecéo pelo ZIKV. No entanto, o aumento do nimero
de casos priorizou o alargamento da testagem e a implementagdo de novos métodos
para esta®?),

Apo6s o surto da Micronésia, a detegao do virus Zika passou a assentar em métodos
serolégicos (ex: MAC-ELISA) e de amplificacdo de acidos nucleicos (ex: RT-PCR),
apesar das reacgdes cruzadas com outros arbovirus, como é o caso do DENV, que tem
uma homologia com o ZIKV superior a 50%©27®. No entanto, o ZIKV apenas é detetavel
pelos testes de amplificacdo de acidos nucleicos (NAAT) durante um breve periodo
correspondente a doenga aguda, e nos adultos é dificil detetar esse periodo, tendo em
atencao que 80% dos adultos sdo assintomaticos durante a infecéo pelo ZIKV®"). Assim,
0s métodos serolégicos, nomeadamente a ELISA, sdo os que mais contribuem para o
diagnéstico da infegdo pelo virus Zika em adultos, em particular a detecdo de
imunoglobulinas IgM, que geralmente permanecem no soro entre 2 e 12 semanas®’).
Ap0s este periodo inicia-se a seroconversao das imunoglobulinas IgM em 1gG, que séo
associadas a convalescenca da doenca, sendo que pode deixar de ser possivel a
detecao das imunoglobulinas IgM". Szo ainda utilizados os testes de neutralizagéo por
reducdo em placas (PRNT), que sédo ensaios que permitem quantificar os titulos de
anticorpos neutralizantes, embora a utilizagdo desta técnica esteja restrita®.

No caso da sindrome congénita pelo virus Zika os diagnosticos diferenciais incluem
as infegdes causadas pelo Citomegalovirus, o virus Herpes Simplex, o parasita da
toxoplasmose, o virus da Rubéola e a Sifilis""). Os primeiros passos para a detegdo da
infecdo congénita pelo virus Zika sdo a detecao de infegdo na progenitora e a detegéo
das anomalias que descrevemos, durante as ecografias de seguimento da gravidez®”.
No caso das mulheres gravidas, a detegdo de RNA torna-se o gold standard, uma vez
que os acidos nucleicos sdo detetaveis até 14 semanas apos a infe¢gdo®. Assim, as
mulheres gravidas que apresentem sintomatologia compativel com a infecao pelo virus
Zika devem realizar um teste de amplificagdo de acidos nucleicos em duas amostras

(soro e urina) nas 12 semanas apos a possivel infegdo®?).
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Durante a gestacdo, mesmo apés a confirmagao da infe¢do na gestante, ndo esta
recomendada a realizacao de testes diagndsticos para os fetos, exceto quando é
realizada uma amniocentese, como parte dos cuidados de saude. Neste caso, deve
realizar-se a detegdo de acidos nucleicos no liquido amniotico®.

Apods o nascimento de um bebé cuja progenitora teve, durante a gravidez, uma
infecdo pelo virus Zika confirmada, ou a suspeita da mesma, deve ser feita a colheita
de sangue, soro, tecido placentario, parte do corddao umbilical e liquido
cefalorraquidiano. Nestas amostras sera feita a detecdo de acidos nucleicos (RT-PCR)
e de IgM, bem como o estudo histopatologico®”.

Com a necessidade generalizada de realizar testes seroldgicos para a detegao do
ZIKV, surgiram os kits comerciais que utilizam a técnica de ELISA. Estes testes usam
como antigénio a proteina viral NS1, permitindo detetar as imunoglobulinas (IgG, IgM e
IgA) presentes no soro, que foram produzidas pelo hospedeiro contra o virus. Estes kits
comerciais apresentam uma especificidade superior a da técnica de MAC-ELISA, no

entanto tem uma sensibilidade inferior(),
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7.Sequelas e prognostico

Como vimos anteriormente os estudos apontam para que fetos infetados pelo virus
Zika sofram atrasos no desenvolvimento neuropsicomotor e no crescimento, sendo que
estes atrasos estdo maioritariamente associados a existéncia de microcefalia, tanto
congénita, como pos-natal. A falta de desenvolvimento de capacidades neurolégicas e
motoras esta claramente associada a extensdo do dano no sistema nervoso central e
consequentemente a gravidade da microcefalia, sendo que muitas das criancas néo sao
capazes de realizar fungdes basicas, como sentar, ou sustentar a cabeca, e apresentam
atrasos cognitivos e de linguagem. Para além do atraso neuropsicomotor, ha evidéncia
de desenvolvimento de quadros epiléticos associados ao dano neurolégico provocado
pelo ZIKV, que nos casos mais graves n&o conseguem ser controlados
farmacologicamente(®? 9. 92),

No caso de filhos de mulheres infetadas pelo ZIKV durante a gestacado, mas que néo
desenvolveram anomalias congénitas, nem testaram positivo ao virus, quer durante a
gestagdo, quer apos o parto, a possivel exposicdo ao virus Zika ndo se mostra
impactante no desenvolvimento neuroldgico. Sendo que estes bebés apresentam um
risco de desenvolver problemas neurolégicos semelhante ao dos bebés cujas maes nao
tiveram qualquer contacto com o ZIKV®3),

Assim, a confirmacao laboratorial da infecdo pelo ZIKV, bem como a detecio de
anomalias durante a gravidez sdo indispensaveis para a caraterizacdo do risco
associado ao prognostico dos fetos cujas maes tenham sido infetadas. A detegéo
laboratorial de anticorpos contra o virus Zika no recém nascido, mesmo sem a detecao
de anomalias durante a gravidez, agrava o progndstico da crianga. Sendo que a
presenca de alteracdes morfolégicas do cranio, nomeadamente microcefalia, que como
ja vimos tem repercussdes no desenvolvimento neuropsicomotor, € o pior indicador para
0 prognostico®?).

Para além dos atrasos de desenvolvimento, a infegcdo congénita pelo ZIKV esta
associada a um aumento do risco de mortalidade nos primeiros 3 anos de vida. Este
risco é cerca de duas vezes superior ao das criangas que nao foram expostas ao virus
e aumenta quando ha diminuigdo do perimetro cefalico, bem como quando sao
detetadas alteracdes morfoldgicas do cranio nos exames de imagem realizados durante
a gravidez®. Apesar do atual conhecimento sobre o prognostico no caso dos fetos que
sao afetados pela Sindrome Congénita pelo virus Zika e de no nosso pais a interrupgao

voluntaria da gravidez ser uma realidade normalizada, em alguns dos paises mais
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afetados pelo ZIKV a interrup¢cdo médica da gravidez ¢ ilegal, o que invalida esta opgéo
para as mulheres gravidas, mesmo que tenham sido detetadas malformagdes no feto

durante o seguimento pré-natal, que indiquem um mau prognostico®.
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8. Tratamento e Prevencao

Desde 2013 e até ao presente momento, a melhor forma de nos protegermos da
infecao pelo virus Zika é tomando medidas preventivas, uma vez que ainda nao existem
métodos de prevencao farmacolégicos. Tendo em conta que a principal preocupacao
com o virus Zika se prende com a sindrome congénita e com as sequelas nos recém
nascidos que contraem a infegdo durante a gravidez, estas medidas tornam-se
especialmente relevantes para as mulheres gravidas que tenham contacto com as areas
endémicas. Assim, é necessario prevenir a picada de mosquitos, utilizando repelente,
roupas compridas e redes mosquiteiras, mas também ter cuidados redobrados com a
vida sexual, evitando contacto sexual com parceiros possivelmente infetados e
utilizando de forma sistematica preservativos®?.

Os protocolos de tratamento para a infecao para o virus Zika, neste momento, estao
voltados para o tratamento da sintomatologia e para a reabilitagdo, ndo havendo
farmacos disponiveis para a prevencao da infecao pelo ZIKV. No entanto, ha farmacos
aprovados para outras patologias a serem testados para a prevencao e tratamento da
infecao pelo ZIKV, como é o caso do sofosbuvir e do favipiravir, utilizados no tratamento
da hepatite C, bem como da cloroquina, um farmaco antimalarico, que demonstrou
diminuir a transmissao vertical e os danos provocados aos fetos, quando administrado

em ratos(®?).

8.1. Vacinas

Quanto a possibilidade de administragcado de vacinas para prevenir a infecdo, ou
diminuir as sequelas associadas a infecao pelo virus Zika, estdao em desenvolvimento
varias vacinas, que utilizam diferentes métodos (ex: DNA, mRNA, virus inativado, etc.),
algumas ja em fase de ensaios clinicos®).

As vacinas de DNA sao geradas ao converter um antigénio do virus num plasmideo
de DNA, que ao ser transcrito em mRNA e traduzido no referido antigénio, vai ativar o
sistema imunolégico, levando a produgao de anticorpos contra estes antigénios, que
vao combater o virus aquando de uma possivel infecdo. Sao vacinas seguras, estaveis
e que acarretam baixos custos na sua producdo. Neste momento, existem 4 vacinas
deste tipo em desenvolvimento, trés na primeira fase e uma na segunda fase dos

ensaios clinicos®®).
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As vacinas de mRNA funcionam de forma semelhante as de DNA, sendo
constituidas por uma sequéncia de RNA mensageiro que codifica uma proteina viral que
ap6s traducao, vai induzir o sistema imunoldgico. Este tipo de vacina é amplamente
utilizado, uma vez que é de simples e rapida producao, tendo-se tornado uma alternativa
promissora as abordagens mais convencionais. Existem neste momento duas vacinas
de mRNA na primeira fase dos ensaios clinicos e uma na segunda fase, a serem
desenvolvidas pelo laboratério ModernaTX, Inc.©®).

Existem ainda vacinas que utilizam o virus em si, de diferentes formas, para ativar o
sistema imunoldgico. Uma das vacinas a serem desenvolvidas utiliza um vetor viral para
expressar proteinas do invélucro do virus Zika e induzir o sistema imunoldgico. Trés das
vacinas utilizam o virus Zika inativado e uma utilizada o virus vivo atenuado. Estas
abordagens podem ser menos apropriadas para individuos com o sistema imunolégico
comprometido e requerem geralmente instalagbes mais especializadas para a sua

produgdo®®),

Tabela 7 - Tipos de vacinas contra o virus Zika, em diferentes fases dos ensaios clinicos

Identificador Fase dos ensaios
Tipo de vacina ClinicalTrials.Gov clinicos PSR TERLEES
National Institute of
NCT02840487¢7) Fase | Allergy and Infectious
Diseases (NIAID)
DNA NCT02996461¢7) Fase | NIAID
GeneOne Life Science,
NCT02809443(98) Fase | Inc.
Inovio Pharmaceuticals
NCT03110770©7) Fase Il NIAID
NCT04064905%°) Fase | ModernaTX, Inc.
mRNA NCT03014089(%9) Fase | ModernaTX, Inc.
NCT04917861(100) Fase I ModernaTX, Inc.
Vetor viral NCT04015648(10" Fase | University of Oxford
L NCT02937233(102) Fase | NIAID
Virus inativado NCT02963909(102) Fase | NIAID
purificado
NCT03008122(102) Fase | NIAID
Virus vivo atenuado NCT03611946(103) Fase | NIAID

Apesar destas dificuldades, uma vacina constituida pelo virus Zika inativado provou
induzir a neutralizagdo do virus e conferir imunidade por pelo menos um ano, em
animais. Os avangos para a primeira fase dos ensaios clinicos provou que a vacina é
segura, produz resposta imunitaria e induz células B protetoras, tanto contra o ZIKV,
como contra o DENV(104),

Foi também testado recentemente o efeito da vacina contra o virus da Febra

Amarela (YFV), na infegcao pelo virus Zika em ratinhos. Esta vacina induziu imunidade,
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diminuiu a taxa de mortalidade e reduziu a carga viral presente no cérebro. No entanto,
a protecao induzida pela vacina é de curta duragdo, uma vez que nao leva a producao
de anticorpos especificos contra o virus Zika. Assim, a prote¢ao contra o ZIKV como
efeito colateral da administracdo da vacina contra o YFV é interessante, porém nao
resolve a necessidade de evitar a infeg&o do virus Zika a longo prazo(1%%),

Assim, as vacinas estdo no centro das preocupagdes atuais para prevenir a infecao
pelo virus Zika e tém tido uma 6tima evolugao nos ultimos anos, porém ainda nao existe

nenhuma vacina na ultima fase dos ensaios clinicos, ou seja, perto de estar disponivel.
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9.Falhas de conhecimento e pesquisas futuras

Apesar de todo o conhecimento adquirido nos ultimos anos acerca do virus Zika e
da sindrome congénita a ele associada, existem muitas questdes que permanecem por
responder. Sendo que muitas delas se encontram a ser alvo de investigacdo pela
comunidade cientifica.

Quais os fatores que mais influenciam a transmissao vertical entre uma progenitora
infetada e o seu feto? Quais as diferengas gendmicas entre as estirpes/linhagens que
mais influenciam a patogenicidade do virus? Quando conseguiremos implementar uma
vacina eficaz na prevencgao da infecédo pelo ZIKV? Sera que a incidéncia da Sindrome
Congénita pelo virus Zika na populagéo é influenciada por fatores socioeconémicos? E
possivel que haja desenvolvimento de problemas neuroldgicos indetetaveis em idades
precoces, mas que se venham a manifestar mais tarde, por exemplo, na adolescéncia,
ou na vida adulta?

Muitas sdo as questdes que ainda surgem sobre o virus Zika e para as quais nao
encontrei resposta na literatura atualmente publicada. No entanto, esta tematica esta
muito presente na comunidade cientifica e sdo varios os grupos a nivel mundial que
dedicam os seus esforcos a tentar esclarecer estas questbes, havendo novas

informacgdes a serem divulgadas com muita regularidade.
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10. Materiais e métodos

A revisao sistematica foi realizada com base no protocolo PRISMA (Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews). Tendo sido realizada uma pesquisa, na base
de dados PubMed, de artigos cientificos, nas linguas portuguesa e inglesa, publicados
a partir do ano de 2016, recorrendo as palavras-chave: “Zika Virus”, “Microcephaly” e
“Congenital Zika Syndrome”. Esta pesquisa originou 758 resultados, sendo que foram
aplicados os critérios de exclusdo, nomeadamente, a eliminagdo de artigos em
duplicado, que nao contivessem informacao sobre a Sindrome Congénita do virus Zika,
que se baseassem em estudos com populacgdes reduzidas e pouco ilustrativas, ou que
contivessem informacao redundante face a ja descrita em artigos lidos previamente.
Apds a aplicagao destes critérios de exclusao integraram a bibliografia final 47 artigos
cientificos, complementados por 4 paginas web da Organizacdo Mundial de Saude
(WHO) e do Centro de Prevencéao e Controlo da Doenca (CDC).
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11. Conclusio

O virus Zika, que durante muitos anos se pensou ser inofensivo para os humanos,
tornou-se foco da atencgéo global em 2015, quando se descobriu a sua associagao com
as malformagbes congénitas.®® Apds varios anos a ser estudado, as principais
carateristicas do virus, bem como os principais mecanismos patogénicos a ele
associados encontram-se elucidados e tornaram-se o principal alvo desta reviséo
sistematica. No entanto, apesar da quantidade de informacé&o que surgiu acerca do virus
nos ultimos anos, € necessaria a continuagao dos estudos e ensaios no sentido de
tornar disponiveis a populacdo mais afetada métodos para a prevencéao da infegao pelo
ZIKV, nomeadamente vacinas e farmacos, sendo que as vacinas se mostraram o
caminho mais promissor. Concluiu-se também que é essencial o continuo seguimento
dos fetos afetados, para esclarecer as possiveis sequelas que os podem vir a afetar na
adolescéncia e na idade adulta, dado que ainda nao foi possivel o levantamento desta
informacédo uma vez que os primeiros fetos a serem seguidos nasceram entre 2015 e

2016, tendo atualmente 7 e 8 anos.
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