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Resumo

O estdgio curricular realizado no ambito do Mestrado em Analises Clinicas decorreu
de dezembro de 2017 a maio de 2018, no Servico de Patologia Clinica do Hospital de Viana
do Castelo, ULSAM. Este servico esta dividido em trés setores, o setor de Hematologia,
Imunoquimica e Microbiologia. Houve ainda oportunidade de passar brevemente por outros
servicos, nomeadamente o Servico de Imunohemoterapia e o Servico de Saude Publica.

O estagio possibilitou uma integracdo numa equipa de trabalho profissional e o
aperfeicoamento de conhecimentos tedéricos e métodos analiticos executados, bem como o
aprimorar do conhecimento sobre a implementagao do Sistema de Gestdao de Qualidade,
para uma evolucdo continua do laboratério.

Este relatéorio foca as duas valéncias previamente escolhidas, Hematologia e
Imunologia, ndo deixando de referir que os restantes setores e servigos sao de igual modo
importantes para os profissionais da area de Andlises Clinicas. Relativamente a valéncia de
Imunologia, devido a sua extensa drea, o documento aborda o tema de Serologia Infeciosa
na Maternidade, nomeadamente na pesquisa de anticorpos contra Toxoplasma gondii,

Citomegalovirus e Rubéola.

Abstract

The curricular intership held in the scope of the Master in Clinical Analysis was held
from December 2017 to May 2018 in the Clinical Pathology Service at Viana do Castelo
Hospital, ULSAM. This service is divided into three sectors: Hematology, Immunochemistry
and Microbiology. There was also an opportunity to briefly go through other services,
namely the Immunohemotherapy Service and the Public Health Service.

The intership allowed for integration into a professional work team and the
improvement of theoretical knowledge and analytical methods performed, as well the
imporve of knowledge about the implementation of the Quality Management System for the
continuous evolution of the laboratory.

This document focuses on the two previously selected valencies, Hematology and
Immunology, not forgetting to refer that the other sectors and services are equally
important for the professionals in the area of Clinical Analyzes. Regarding the valency of

Immunology, due to its extensive area, the document addresses the topic of Infectious
11
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Serology in Maternity, namely in the search for the antibodies against Toxoplasma gondii,

Cytomegalovirus and Rubella.

12



Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas
Graga Maria Vicente Oliveira

Introdugao

No ambito do Mestrado em Andlises Clinicas, realiza-se no ultimo ano, um estdagio
curricular com os objetivos de solidificar os conhecimentos adquiridos ao longo dos dois
anos de ensino, bem como:

e A obtencdo de conhecimentos nas diferentes areas de andlises clinicas, gracas
a experiéncia profissional dos especialistas;

e A consciencializacdo da importancia de um sistema de garantia de qualidade;

e A utilidade da aplicacdo de sistema de gestdao da qualidade num laboratdrio;

e E ainda, a importancia das andlises clinicas como meio complementar do
diagnéstico clinico.

Este estagio foi realizado no Servico de Patologia Clinica do Hospital de Viana do
Castelo, que pertence a Unidade Local de Saude do Alto Minho (ULSAM). Este servico é
composto por trés setores, nomeadamente Hematologia, Imunoquimica e Microbiologia.
Durante a realizacdo do estdgio, tive a oportunidade de uma breve passagem pelo Servico de
Imunohemoterapia e o Servico de Saude Publica.

No decorrer do estagio realizei a rotina didria, integrando-me nas equipas de
trabalho, obtendo o conhecimento basico de alguns equipamentos automatizados, bem
como alguns métodos realizados manualmente.

O estagio teve a duracdo de cerca de seis meses, com inicio a 1 de dezembro de 2017
e terminou a 31 de maio de 2018, nos diferentes setores e servigos:

» Setor de Hematologia — 7 semanas;

» Setor de Imunoquimica — 7 semanas;

» Setor de Microbiologia — 4 semanas;

» Servico de Imunohemoterapia — 1 semana;
» Servico de Saude Publica — 1 semana.

Ao longo do estdgio desenvolvi este documento, referente ao relatério de estagio,
para avaliacdo dos conhecimentos adquiridos durante este periodo. Para a realizacdo do
relatdrio, foi-me proposto a escolha de duas valéncias, nomeadamente Hematologia e
Imunologia, sendo esta Ultima direcionada, devido a sua diversidade dentro desta area, para

Serologia Infeciosa na Maternidade.
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Apesar de uma descricdo mais detalhada destas duas valéncias, referencio os
diferentes setores e servigos por onde passei, pois sdao igualmente importantes para os
profissionais de Analises Clinicas.

O setor de Microbiologia realiza o estudo de potenciais microrganismos patogénicos,
presentes nos doentes, e avalia a sua resisténcia a diferentes antimicrobianos. Neste setor
existe uma grande variedade de amostras bioldgicas, por isso, existe um protocolo de
processamento sequencial dessas amostras, consoante a analise prescrita, que visa uma
obtencao de resultados no menor tempo possivel com a garantia de qualidade necessaria.

O Servico de Imunohemoterapia é o servico que gere as unidades de sangue do
Hospital de Viana do Castelo, ou seja, efetua as colheitas aos dadores, separa os
constituintes sanguineos, identifica esses constituintes pelo fendtipo e gendtipo protocolar e
armazena-os. Quando necessdrios ou previamente solicitado, as unidades de sangue
juntamente com a amostra do doente, sdo sujeitos a testes de compatibilidade. Apds
aceitacdo destes testes, as unidades de sangue prosseguem para uma possivel transfusao
sanguinea. Este processo é muito meticuloso e tem um bom sistema de gestdo, pois
assegura de uma forma rdpida as unidades necessdrias a doentes em risco. Para além da
gestdo das dadivas de sangue, o laboratdrio é constituido por um espaco fisico onde, para
além da realizacdo dos testes de compatibilidade, é um laboratério da hemostase e da
biologia molecular, realizando estudos da coagulacdo e cargas virais, respetivamente.

Por dltimo, mas ndo menos importante, o Servico de Saude Publica assegura a
vigilancia sanitaria da ULSAM, nomeadamente os dois hospitais e centros de saude do
distrito de Viana do Castelo. Para além desta vigilancia, analisa aguas de piscinas municipais,
escolas e particulares. Na época balnear, provém amostras de rios, praias fluviais, entre
outras... A vigilancia sanitdria baseia-se em provas fisico-quimicas e pesquisa de
microrganismos patogénicos para identificagdo de possiveis dguas contaminadas.

A seguir faco uma breve apresentacdo sobre a organizacdo e funcionamento do
laboratdrio onde realizei o estagio, seguido da descricdao das duas valéncias, e finalizo com

uma conclusdo de todo este processo.
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Caracterizacao do Laboratorio de Estagio

A ULSAM, E.P.E, criada pelo Decreto-Lei 183/2008 de 4 de Setembro, é constituida
por duas unidades hospitalares, uma localizada em Viana do Castelo e outra em Ponte de
Lima, bem como 12 centros de saude, uma unidade de saude publica e duas unidades de
convalescenga, que cobre todos os habitantes do distrito de Viana do Castelo.

Na unidade hospitalar de Viana do Castelo, bem como no hospital Conde de
Bertiandos, em Ponte de Lima, existem vdrios servicos que visam prestar diferenciados
cuidados.

v’ Consulta externa;

v’ Urgéncia;

v" Internamento;

v' Cirurgia convencional ou cirurgia ambulatério;

v’ Hospital dia;

v' Meios complementares de diagndstico e terapéutica.

Um dos meios complementares de diagndstico e terapéutica é o Servico de Patologia
Clinica da ULSAM, da responsabilidade do Dr. Mota Freitas. Neste local sdo processadas
amostras dos diferentes servigos anteriormente listados. Este servico rege-se pela norma NP
EN ISO 9001:2008, garantindo aos seus clientes e utentes um sistema de gestdo de
qualidade adequado ao laboratério de Andlises Clinicas. No entanto encontra-se num
processo de transicdo para a nova versao da norma portuguesa (NP EN ISO 9001:2015).

O processamento de uma amostra biolégica tem inicio na requisicao de analises pelo
médico prescritor através de uma plataforma software, o SClinico (restrito aos profissionais
de medicina e enfermagem). A requisicdo das analises é inserida na plataforma do servico de
patologia clinica, ou seja, o Clinidata XXI, pelo pessoal administrativo e as amostras sdo
separadas nos diferentes setores deste servico para posteriormente serem processadas.
Apds obtencdo dos resultados, estes sdo validados por profissionais especializados e
disponibilizadas ao médico prescritor (Figura 1).

No decorrer da validacdo podem surgir resultados criticos. O procedimento a seguir,
nestas situacbes, para salvaguardar a seguranca do utente, é a comunicacdo desses
resultados ao médico prescritor. Estes valores criticos estdo ajustados quanto ao utente

(consulta externa ou internamento/urgéncia e idade).

15



Relatério de Estagio — Mestrado em Andlises Clinicas
Gracga Maria Vicente Oliveira

Figura 1 - Fluxograma dos softwares utilizados pelos profissionais de saude.
Fonte: Elaborado pela autora.

No laboratério de Patologia Clinica da ULSAM a maior afluéncia de amostras ocorre
durante a manh3, pois, para além das colheitas de urgéncia e Hospital Dia, ainda provém
amostras de doentes internados e utentes da consulta externa.

Para assegurar a qualidade dos resultados, os equipamentos automatizados dos
diferentes setores do laboratdrio sdo controlados por um controlo interno, da mesma casa
comercial ou outras, e um controlo externo de qualidade, que visa a verificacdo da exatidao
dos resultados. Esta exatiddo é conseguida através da comparacdo estatistica dos resultados
enviados de diferentes laboratérios que utilizam o mesmo método ou equipamento para
realizar a analise. O controlo de qualidade externo é realizado numa calendarizagao prépria
por dois programas, nomeadamente o RIQAS e o UK NEQAS, nos diferentes setores do
servico de patologia clinica.

Os programas certificados do controlo de qualidade externo enviam amostras cegas
que sdo processadas como uma amostra corrente. Apds processamento das amostras, os
resultados sdo enviados para esses laboratdrios certificados que realizam uma estatistica
comparando esses resultados com os obtidos por outros laboratdrios inscritos no programa.
No final do processo é enviado um relatério quantificando o desempenho do laboratério e
identifica desempenhos inadequados que necessitam de uma ac¢do corretiva. Estes
desempenhos inadequados deverdo ser averiguados pelos profissionais de cada setor no
sentido de corrigir possiveis erros ou implementar novas medidas que podem estar a

comprometer a qualidade das analises efetuadas.
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Setor de Hematologia Laboratorial

O setor de Hematologia do Servico de Patologia Clinica do Hospital de Viana do
Castelo é constituido por uma equipa formada por duas Técnicas Superiores de Ciéncias
Farmacéuticas e duas Técnicas de Diagndstico e Terapéutica. Este setor é composto por duas
salas, uma de processamento de amostras e outra de visualizagdo ao microscépio de
esfregacos sanguineos e de fluidos biolégicos, oferecendo a realizacdo das seguintes analises

clinicas (Tabela 1).

Tabela 1 - Analises clinicas realizadas no setor de Hematologia.
Fonte: Elaborada pela autora.

Hemograma com eritroblastos
Reticulécitos
Esfregaco de sangue periférico
Sangue total Tubo com EDTA . . ~
& Velocidade de sedimentacgéo (VS)
Eletroforese de hemoglobinas
Hemoglobina glicada (HbAc)
Liquido:
e Pleural Contagem total e diferencial de células
) Tubo com EDTA 9B
e Peritoneal (polimorfonucleares e mononucleares)
e Sinovial
Sangue arterial Seringas heparinizadas Gasimetria arterial
s Gasimetria venosa
Sangue venoso Tubo com heparina litio R
Calcio ionizado
L. Contagem total e diferencial de células
LCR Tubo estéril . 2
(polimorfonucleares e mononucleares)
Liquido:
e Pleural R
. Tubo com heparina litio pH
e Peritoneal
e Sinovial
Liquido seminal Frasco estéril Espermograma

Para tornar viavel a determinacdo dos parametros realizados neste setor é necessario
estabelecer um controlo de qualidade interno e externo. O controlo de qualidade interno é
efetuado diariamente antes do processamento das amostras para a determinacao da
precisdo dos resultados. Esta determinacdo é realizada a partir de uma matriz, com valores
conhecidos, processada rotineiramente como um controlo e apresentando no software do
equipamento automatizado, a sua performance. O controlo de qualidade externo assegura a
performance inter-laboratorial, pois compara os resultados obtidos pelo laboratério de uma
amostra cega com os resultados obtidos pelos laboratérios inscritos no mesmo programa de
qualidade externa que utilizam o mesmo método ou equipamento. Este controlo de
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gualidade externo é realizado em todos os equipamentos automatizados do setor de
Hematologia, bem como os esfregacos de sangue periférico, pelos programas RIQAS e UK
NEQAS.

Durante o estdgio neste setor, com uma duracdo de 7 semanas, realizei o
processamento de amostras nos diferentes equipamentos, bem como a execuc¢do de
esfregacos sanguineos. Tive a oportunidade de realizar a contagem diferencial de esfregacos
de sangue periférico e de citoesfregacos, e ainda a observacdo de laminas definitivas com o
objetivo de aumentar a minha experiéncia na execucdo técnica, na observacdo ao

microscopio e no diagndstico laboratorial.
Hemograma

O hemograma é um exame laboratorial que abrange a contagem e morfologia dos
constituintes do sangue que, anexado aos dados clinicos, fornece uma diversidade de
informacgdes, como o diagndstico e evolucao de doencgas hematolégicas, detecdo de quadros
infeciosos e monitorizacao terapéutica, desde que haja conhecimento das func¢des celulares
e as bases fisiopatoldgicas das doengas.

No hemograma é realizado a contagem de células sanguineas (leucécitos, plaquetas e
eritrdcitos, incluindo os indices hematimétricos) e a contagem diferencial dos leucécitos.
Para além dos resultados quantitativos, podera ser necessario avaliar a morfologia celular.
Em situacoes de pds-cirurgia e pds-transfusdo sanguinea, existem protocolos hospitalares de
controlo do paciente, para a realizacao da contagem de células sanguineas sem diferencial

de leucécitos.
Sysmex NX-2000

O Sysmex NX-2000 é um sistema integrado de hematologia com dois

modulos analiticos capazes de processar 200 amostras por hora (Figura 2). ii

Figura 2 -
Equipamento
automatico Sysmex
NX-2000.

pardmetros calculados no hemograma, a focagem hidrodindmica, a Fonte:Site Sysmex.

Fornece parametros avancados, para além dos comuns, incluindo
eritroblastos, granuldcitos imaturos e hemoglobina dos reticulécitos.

O dispositivo apresenta trés métodos de analise para os diversos
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citometria de fluxo com laser semicondutor e a determinacdo de hemoglobina (Hb) pelo
surfactante, lauril sulfato de sédio (LSS). Para além da execucdo destes métodos, o
equipamento ainda calcula os diferentes indices celulares.

A avaliagdo da contagem de eritrécitos e plaquetas, bem como do hematdcrito (Ht) é
realizada pelo método de focagem hidrodindmica. Este processo ocorre dentro de um
detetor formado por uma camara cénica, onde a amostra, previamente diluida, é
posicionada e alinhada de frente para o orificio (1). A amostra é entdo forgada a passar pela
camara, rodeada por reagente, e pelo orificio, na qual ocorre a contagem das células (1).
Depois deste processo, a amostra retorna ao tubo coletor (1). Este método tem a vantagem
de prevenir pulsos anormais, pois ndo ocorre retorno das células e o orificio permite a
passagem linear da amostra. Os pulsos gerados pelos eritrdcitos calculam o hematdcrito. Os
outros parametros relacionados com os rubros e as plaquetas sdo calculados por féormulas
matematicas.

A apreciagao fisica e quimica das células e outras particulas existentes na amostra é
realizada pelo método de citometria de fluxo com laser semicondutor. Este processo
consiste na passagem da amostra, diluida e corada, por uma célula de fluxo extremamente
pequena, onde um laser semicondutor de uma unica frequéncia (633 nm) é emitido. O
forward scatter light é o detetor que esta na linha do laser e mede o volume das particulas
(1; 2). O side scatter light é o detetor que se encontra perpendicular ao laser e deteta a
complexidade das células, como a granularidade, a forma do nucleo, entre outras
caracteristicas (1; 2). E finalmente existem detetores florescentes perpendiculares ao laser
que fornecem informacdes sobre a estrutura fisica e quimica de cada particula individual (1;
2).

O método para determinacdo de hemoglobina pelo surfactante LSS é efetuado pelo
dispositivo automatico. A amostra é aspirada e diluida, e na presenca do reagente
hemolitico ocorre a lise dos eritrécitos, alterando a conformacdo da proteina, bem como a
oxidacdo do ferro e a formacdo do complexo hemoglobina-LSS (3). Este complexo é um
composto colorido que é medido espetrofotometricamente, pela leitura da absorvancia (3).

O Sysmex NX-2000 também fornece o calculo de eritroblastos, ou seja, glébulos
vermelhos nucleados que sdo as células percursoras da linhagem dos eritrdcitos. A presenca
destas células na corrente sanguinea em recém-nascidos é uma situacdo normal, mas
guando surge em criancas mais velhas ou adultos sdo sugestivos de doenca grave, como

anemia, talassemias, doencas sistémicas hematoldgicas, entre outras...
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Os indices hematimétricos sao calculados automaticamente pelo autoanalizador a

partir dos glébulos vermelhos, hemoglobina e hematdcrito, pelas seguintes férmulas:

Volume corpuscular médio (VCM)
Ht (%)

Hemoglobina corpuscular média (HCM)

Hb (g/dL)

HCM (pg)= m X

Concentragao da hemoglobina corpuscular média (CHCM)

CHCM (g/dL)=%o//d)L)x100

Para além do calculo dos indices hematimétricos, existe um coeficiente de dispersao
eritrocitaria (RDW, sigla em inglés) que traduz a variacdo de tamanhos das hemacias da
amostra, verificando-se assim, a anisocitose das células. Este coeficiente é obtido pelo
aparelho através do histograma do volume dos eritrécitos e expresso em percentagem.

Quanto aos reticulécitos (RET), existe um canal RET que apresenta um histograma,
baseado na intensidade da fluorescéncia e forward scatter light, exibindo grupos de
reticulécitos, plaquetas e hemacias. A razdo e contagem dos reticuldcitos sdo determinadas

pelas seguintes férmulas:

Razdo de reticulécitos (%)

RET(%)= 100

—X
GV+4RET

Contagem de reticuldcitos

RET (%)xGV
ET=———
100

Este equipamento automatizado ainda determina o teor de hemoglobina dos
reticulécitos que avalia a quantidade de ferro biodisponivel para a eritropoiese. Esta
avaliacdo fornece precocemente possiveis altera¢des no estado do ferro, sendo importante
em doencas com caréncia de ferro, como a anemia ferropénica.

Para a contagem diferencial dos leucécitos existem trés canais. O canal WNR que faz

a contagem de globulos brancos e eritroblastos. O histograma representativo deste canal
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exibe separadamente os eritroblastos, os basdfilos, os detritos (GV hemolizados e plaquetas)
e o grupo que inclui os linfécitos, mondcitos, neutrdfilos e eosindéfilos, consoante
intensidade da fluorescéncia e forward scatter light. O canal WDF classifica as diferentes
células leucocitarias, exibindo no seu histograma os grupos representativos dos linfdcitos,
mondcitos, eosindfilos e basdéfilos mais neutréfilos. O canal WPC deteta células imaturas,
fornecendo um histograma onde se observam os varios grupos correspondentes a células
imaturas, células anormais e leucdcitos maturos. Estes dois ultimos histogramas sdo
representativos da intensidade da fluorescéncia e side scatter light.

Os exames realizados sao enviados ao software EPU, que esta configurado de acordo
com as regras de validacdo automatica a uso no servico. Quando alguns parametros nao
estdo conforme essas regras, o sistema informatico desencadeia flags que permitem que o
profissional analise a necessidade de realizacdo de esfregaco de sangue periférico para

corroborar os critérios a validar.
Esfregaco de Sangue Periférico

O esfregaco sanguineo complementa os dados do hemograma porque permite a
visualizacdo dos diferentes elementos figurados do sangue, bem como, a observacdo da
presenca de células incomuns na corrente sanguinea, como por exemplo, células imaturas, e
ainda altera¢des morfoldgicas. Para além da observacgao realiza-se a contagem diferencial de
leucécitos que inclui a contagem das células percursoras. No laboratério este processo é
realizado quando prescrito pelo clinico ou devido a alarmes suspeitos dados pelo sistema
EPU, sistema informatico que sincroniza a informacdo do autoanalizador, histérico clinico do
paciente e observacao dos histogramas.

A técnica da realizacdo do esfregaco sanguineo comeca

i
pela homogeneizacdo da amostra para que as células estejam i
Figura 3 - Técnica utilizada

Diff, liberta-se uma gota de sangue da amostra em cima de uma para a execugdo de esfregago
de sangue periférico.
[amina, devidamente identificada, e por fim realiza-se 0 Fonte:Site Med Tech Invest.

bem distribuidas. De seguida, com a ajuda do acessério Haemo-

esfregaco arrastando essa gota, ficando uma pelicula fina, terminada numa cauda, de

sangue (4). O acessdrio Haemo-Diff da SARSTEDT apresenta uma agulha de plastico que
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penetra a membrana do tubo de sangue total com dcido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), ndo havendo a necessidade de abertura dos tubos de colheita (Figura 3).

Depois de a lamina estar seca, a temperatura ambiente, segue-se a coloracdo no
corador automatico Hematek. Um dispositivo de bancada que ao longo de um tapete
transportador de laminas, fixa com metanol e cora, segundo o método de Wright
modificado, com uma combinagdo de azul-de-metileno e eosina (4).

Ap0ds a coloracdao do esfregaco de sangue, segue-se a observagao ao microscépio
6tico para a contagem do diferencial leucocitdrio e visualizacdo da morfologia das células,
bem como da andlise das alteragGes nas trés linhagens. Na série rubra é possivel observar-se
altera¢cdes morfoldgicas, como o tamanho e cor, assim como variacdes do estado de
maturacdo e presenca de inclusdes. Na série branca realiza-se a contagem diferencial e
analisa-se a displasia das células, bem como a sua maturidade. Finalmente, na linhagem
plaquetdria podem ocorrer alteragdes a nivel do tamanho, a presenca de agregados
plaguetdrios e modificacdes do nimero de plaguetas presentes.

Algumas patologias conseguem ser diagnosticadas pela visualizacdo de células
anormais no esfregaco sanguineo como a diferenciacdo de anemias, leucemias e outras

patologias associadas aos elementos figurados do sangue.

AlteracOes da Série Rubra

Os eritrdécitos normais sao caracterizados por células ndao nucleadas com a aparéncia
de um disco biconcavo, e um diametro de cerca de 7 a 8 um. Estas células sdo as células
maioritarias num esfregaco sanguineo e numa coloracdo de Wright apresentam uma cor
rosa a vermelho com o centro palido.

De seguida apresento algumas das anomalias dos eritrécitos que podemos verificar

em algumas situagdes anormais.
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Tabela 2 - Algumas anomalias detetadas através da observacdo do esfregaco de sangue
periférico.
Fonte: Elaborada pela autora. Imagens tiradas ao longo do estagio e do livro “Atlas of Pediatric Peripheral Blood Smears”.
Alteracao Observado em situagoes como...

Infecao
Rouleaux Inflamagao

Mieloma multiplo

Anemia por deficiéncia de ferro
Microcitose .

Talassemia

Anemia megaloblastica por deficiéncia de
Macrocitose

vitamina B2 e/ou acido félico

; Esferocitose hereditaria
Esferocitos
Anemia hemolitica autoimune

; Anemia megaloblastica
Dacriocitos
Mielofibrose

Intoxicagao por chumbo
Pontuado basdfilo Anemia megaloblastica

Hemoglobinas instaveis

Corpos de Howell-Joly
(inclusées de DNA)

Anemia hemolitica grave

Corpusculos de

Pappenheimer Anemia hemolitica grave

(inclusGes de hemossiderina Anemia sideroblastica

granulares)

Eritroblastos 0 Eritropoiese hiperplasica

(percursores dos eritrocitos) . Infiltragcao na medula 6ssea
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AlteracOes da Série Branca

A série branca é caracterizada por varios tipos de células, como os granuldcitos, que
incluem neutrofilos, basoéfilos e eosindfilos; os mondcitos e os linfocitos. A tabela 3 inclui
uma breve referéncia a essas células e a algumas patologias associadas a alteracbes das

células da série leucocitaria. Ainda é possivel observar percursores na corrente sanguinea.
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Tabela 3 - Células da série leucocitaria e possiveis patologias associadas a alteragdes destas
células.
Fonte: Elaborada pela autora. Imagens tiradas ao longo do estagio e do livro “Atlas of Pediatric Peripheral Blood Smears”.

PO AE C d dEgC B Crddo € dCOC O O

Neutropenia (diminuigdo ou consumo do numero de
neutroéfilos):

Uso de drogas;

Sindromes mielodisplasicos.

Neutrofilia (aumento do numero de neutrdfilos):
Doencgas infeciosas bacterianas;

Doencgas inflamatdrias.

Neutrofilos

(em banda e/ou

segmentados)

Neutrofilos

Hematopoiese megaloblastica devido a deficiéncia de vitamina

hipersegmentados Og‘o .O B12, folato ou efeito de agentes quimioterapicos.
C,:’ Aumento do niumero de basdfilos:
Baséfilos o 4 Leucemia mieloide crénica;
,3 Reacdes de hipersensibilidade;
|"°C‘9,0 C,C Hipotiroidismo.
OoO ) Q Eosinofilia (aumento do niumero de eosindfilos):
CO QO Alergias;
og‘ Infe¢Ges parasitarias;
Eosindfilos

OQ&O 0000 Infegdes;

Leucemia aguda;
Doenga mieloproliferativa;
Abuso de drogas.

Metamielécito
Presencas de células imaturas, como o metamieldcito, podem

(percursor de i X ; .
ser sugestivas de processos infeciosos ou leucemias.

granuldcitos)

Monocitose (aumento do nimero de mondcitos):
Infe¢do crénica, como a tuberculose;

Monacitos Neutropenia benigna.
Monocitopenia (diminui¢do do nimero de mondcitos):
Anemia aplasica.
Linfocitos atipicos:
InfecBes viricas.
Linfécitos

Linfocitose (aumento do nimero de linfocitos):
Mononucleose infeciosas;
Linfocitose infeciosa aguda.

Mononucleose infeciosas;
Doengas virais em criangas.

Linfocitos reativos

Corpos de Auer Blastos sugestivos da série mieloide. Podem ser observados em

(observados em blastos) situagGes como a leucemia mieloide aguda.
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AlteracOes da Série Plaquetaria

As plaquetas derivam de fragmentos citoplasmdticos dos megacaridcitos e
apresentam-se no sangue periférico como pequenas células ndao nucleadas com um
diametro de 1,5 a 3um.

As alteragdes observadas na série plaquetaria sdo: agregados plaquetarios, plaquetas
gigantes, satelitismo plaquetar, entre outras. Os agregados plaquetarios determinam
falsamente a contagem de plaquetas pelo autoanalizador e deve ser confirmado por
esfregaco. Esta situacao pode dever-se a imunoglobulinas presentes na corrente sanguinea

do paciente que apds colheita ocorre esta agregacdo. A colheita devera ser realizada num

tubo especial, o Tromboexact.

Tabela 4 - Anomalias detetadas na série plaquetaria.
Fonte: Elaborada pela autora. Imagens tiradas ao longo do estagio e do livro “Atlas of Pediatric Peripheral Blood Smears”.

> “f':."' ) At - , ~
o0 caas o0 06 | Trombocitose reativa em situagoes de pos-infegao,
Trombocitose pra-@ O° | ‘"0 ond . )
o.o0 . o 0. ¢ | inflamagdo, doengas crénicas, entre outras. ..
8 o @# 4.; 0 Doenga mielodisplasica
Plaquetas gigantes S. G %@ O ) ) L
O @ 9008 Trombocitopenia hereditaria
. oo ¢
o °°.-'O oo§ = | | Quando associado a um processo de diminuicdo
Y <
D % & | | de producio:
‘1‘ %"O | | Infecdes virais;
Satelitismo é
@ Leucemia aguda;
plaquetar c* ~ o O (’d ]
N, = Anemia aplasica.

Quando associado a um aumento de destruicdo:

Trombocitopenia imune.

Fluidos Biolagicos

Os fluidos bioldgicos servem de meio para transportar nutrientes e residuos de

produtos das células, bem como uma via para os comunicadores quimicos coordenarem as
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atividades entre as células (5). Dito isto, a analise quimica dos fluidos bioldgicos é de

extrema importancia para os profissionais de saude no diagndstico de certas doengas (5).

Liquido cefalorraquidiano

O estudo do liquido cefalorraquidiano (LCR) é util para interpretar e ajudar no
diagndstico de doencas infeciosas e ndo infeciosas, tais como doencas inflamatdrias,
neopldsicas, degenerativas, meningoencefalite aguda, meningite aguda e crénica (6; 7).

O LCR é formado nos plexos coroides, nos ventriculos do cérebro. Circula pelo espaco
subaracnoide tendo como fungdes fisiolégicas o fornecimento de nutrientes, bem como a
remogao de produtos metabdlicos do sistema nervoso central, e representa uma barreira
amortecedora contra traumas no cérebro e medula espinal, entre outras funcionalidades (8;
9). A sua producdo é de sensivelmente 20mL por hora, sendo o volume normal em adultos
de 125 a 150mL (8; 9).

Quando chega ao laboratdrio uma amostra de um liquor a conduta para processar o
exemplar é a apreciacdo macroscépica da amostra e a contagem de células em camara de
Neubauer. A anadlise macroscépica da amostra baseia-se essencialmente na cor e aspeto. Um
liquor normal é limpido e transparente, enquanto na presenca de patologias, o fluido pode
apresentar-se xantocrémico, ou seja, amarelado, que pode ter como causa a presenga de
produtos da degradagdo de eritrocitos, bem como presenca de bilirrubina e/ou grande
guantidade de proteinas. A amostra de um liquor poderd aparecer avermelhada que
geralmente indica a presenca de hemacias. A presencga destas pode ser causa de uma
hemorragia subaracnoidea, uma hemorragia intracerebral, um infarto ou uma puncdo
traumatica (8; 9).

Na camara de Neubauer devidamente preparada, depositam-se 10uL de amostra
homogeneizada de ambos os lados de cada reticulo (5). No microscépio em objetiva de 10x,
realiza-se uma visdo geral dos quadrantes da camara para determinar se hd presenca de
células, pois é uma amostra bioldgica estéril, ou seja, fluidos bioldgicos com pouca ou
nenhuma presenca de células (5). Em objetiva de 40x procede-se a contagem de células
presentes, nomeadamente o apuramento de leucdcitos (células granulosas), eritrécitos
(células vazias) e crendcitos (eritrocitos dismorficos - crenados) (5). Se existe muitas células

serd realizada a contagem num quadrante (V=0,1uL), sendo necessario verificar os outros 3
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guadrantes. Caso apresente poucas células deve-se fazer a contagem nos 4 quadrantes e

calcular a média de células por microlitro, para tal aplica-se a seguinte formula (5; 8):

Nudmero de células contadas X Dilui¢ao

= Célul L
Numero de quadrantes contados X Volume do quadrante elulas/p

Se a contagem de leucdcitos for superior a 10 WBC/uL procede-se a realizagdo do
citoesfregaco do liquor para fazer a contagem diferencial (5).

O citoesfregaco é realizado com a ajuda do citofunil descartavel e a citocentrifuga
Shadon Cytospin 2. Apds a amostra estar homogeneizada, coloca-se o citofunil na [amina de
vidro e deposita-se algumas gotas da amostra no funil. Apds a centrifugacdo, as células do
liqguor vdo concentrar-se em monocamada, num diametro de 6mm da lamina, enquanto o
fluido é absorvido pelo papel de filtro (6; 8). Na citocentrifuga o ciclo devera ocorrer durante
5 minutos a 800rpm, um ciclo lento para que nao haja destruicdo celular. De seguida,
destaca-se a lamina do citofunil muito delicadamente e deixa-se secar para posterior
colora¢do no corador automatico anteriormente discutido (6).

No microscépio 6tico, realiza-se entdo a contagem diferencial como células
mononucleares (linfécitos e mondcitos) ou células polimorfonucleares (neutréfilos). Uma
contagem diferencial com um aumento de neutrdfilos, linfécitos e mondcitos fornece
informacao sobre o tipo de microrganismo que esta a causar a infe¢do das meninges, ou
seja, um aumento de neutréfilos pressupde-se uma meningite bacteriana, e um predominio
de linfocitos e mondécitos sugere uma meningite de origem viral, tuberculosa, fungica ou

parasitaria (5).

Liquido Pleural, Liquido Peritoneal e Liquido Sinovial

Os fluidos apresentados de seguida referem-se a liquidos que se acumulam nas
diversas cavidades do corpo, como o liquido pleural (cavidade pulmonar), o liquido
peritoneal (cavidade abdominal) e o liquido sinovial (articulagdes do corpo). Normalmente o
fluido é um ultrafiltrado do plasma e estd presente nestas cavidades com a funcdo de
lubrificar as membranas envolventes.

Um aumento destes fluidos pode estar associado a doenca ou ferimento. Sao

classificados em transudatos ou exsudatos, ou seja, os transudatos estdo associados a uma
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desordem sistémica que perturba o equilibrio hidrostatico, enquanto os exsudatos estdo
relacionados com infe¢des e neoplasias que envolvem diretamente as membranas da
cavidade (10).

O aumento de liquido pleural e peritoneal pode ocorrer devido a inflamagao,
diminuicdo da proteina plasmatica, insuficiéncia cardiaca congestiva ou diminuicdo da
drenagem linfatica. Enquanto, o aumento do liquido sinovial nas articulacdes é observado
em patologias como gota e pseudogota.

A colheita destes produtos bioldgicos é feita em tubo de EDTA para determinar a
contagem e diferenciagdo celular. A amostra quando chega ao laboratdrio é avaliada o seu
aspeto macroscdpico, como a cor, e é registado no EPU. No caso de um fluido normal a cor
varia entre incolor e amarelado, e na presenca de patologia, apresenta uma cor
avermelhada ou purulenta. Numa situacdo de um liquido de aspeto purulento estd associada
a uma infecdo, enquanto na presenca de um liquido avermelhado pode estar relacionado
com um trauma ou neoplasias. No caso de liquido avermelhado, o liquido pleural pode ser
sugestivo de infarto pulmonar, enquanto no liquido peritoneal pode ocorrer devido a infarto
intestinal, pancreatite, rutura do figado ou baco.

Apds observacdo macroscopica, processa-se a amostra no autoanalizador Sysmex NX-
2000 no modo para liquidos bioldgicos e, se a contagem de células totais for superior a 100

células/uL, avanga-se para a execuc¢do do citoesfregaco, descrito anteriormente.

No fluido pleural pode ocorrer aumento de células, como por exemplo, aumento de
linfécitos ou eosindfilos, entre outras... A presenca elevada de linfécitos deve-se a doencas
como tuberculose, infecGes virais, tumores e doencas autoimunes, como a artrite
reumatoide e o lUpus eritematoso sistémico (8). Estes linfécitos apresentam uma grande
variedade de formas, nucléolos proeminentes e nucleos clivados (8). Poderd ocorrer um
aumento do numero de eosindfilos que estd associado a uma reacdo alérgica, infecdo
parasitaria ou infecdo fungica, bem como, em caso de pneumonia eosinofilica crénica (11). A
presenca de células mesoteliais aumentadas ndo é uma situacdo significativa, mas

normalmente verifica-se em caso de pneumonia e tumores (8).

Quanto ao liquido peritoneal, os transudatos podem ter origem no aumento de
alteracgdes hepaticas, como a cirrose (8). Em exsudatos, a razao podera ser resultado de uma

perfuracdo intestinal ou rutura do apéndice (8).
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O liquido sinovial é um ultrafiltrado do plasma com presenga de acido hialurdnico,
gue fornece nutrientes a cartilagem e lubrifica as articulagdes. Normalmente, este liquido é
viscoso e incolor, e apresenta poucos leucécitos que na maioria sdo linfdcitos.

Em caso de patologia, tem uma aparéncia amarelada ou turva, e neutrofilos
aumentados. Uma particularidade deste liquido bioldégico é a presenca de cristais,
nomeadamente uratos monossédicos (MSU) e pirofosfatos de calcio (CPPD), entre outros (5;
8). A presencga destes cristais no fluido distingue uma situagdo de gota e pseudogota, ou
seja, os cristais MSU estdo presentes no caso de gota e os cristais CPPD na pseudogota.

O urato monossédico resulta do metabolismo deficiente de purinas, aumento do
consumo de substancias ricas em purina, tratamento quimioterdpico de leucemias,
diminuicdo de excrecdo renal deste cristal, dlcool e frutose (8). Em relagdo ao pirofosfato de
calcio, a presenca destes cristais deve-se a uma situacdo de artrite degenerativa, ou seja,
calcificacdo da cartilagem e perturbagées enddcrinas que produzem niveis elevados de calcio
(8).

No microscopio os cristais MSU aparecem em forma de agulha e podem ser
localizados dentro do citoplasma dos neutréfilos ou no espago extracelular (5; 8). Os cristais
CPPD geralmente surgem em forma de rombo, localizados normalmente dentro de vacuolos
dos neutrofilos (5; 8). Para evitar falsas identificagdes, os cristais devem ser observados em
microscopia de luz polarizada compensada (5; 8). Neste microscépio é colocado um filtro,
chamado polarizador, entre a fonte de luz e a lamina.

No microscoépio de luz polarizada compensada, ambos os cristais tém a capacidade de
polarizar a luz, mas o MSU é mais brilhante contra um fundo escuro (5). Neste microscépico
observam-se cores diferentes para os dois tipos de cristais, devido a birrefringéncia que cada
um proporciona, ou seja, no caso de cristais MSU a birrefringéncia é negativa e por isso
observa-se uma coloragdao amarela, correspondente a luz que atravessa paralelamente ao
longo do eixo, enquanto os cristais CPPD apresentam uma birrefringéncia positiva observada

pela cor azul devido a luz que corre perpendicularmente ao longo do eixo (5; 8) (Figura 4).
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Luz polarizada compensada ( LPC)

Urato monossaodico
\ NEGATIVA

E necessario fixar o
eixo de polarizagio,
em cada microscopio.

Pirofosfato de calcio
= POSITIVA

Figura 4 - A cor e forma dos cristais num microscopio de luz polarizada compensada com o eixo de polarizagao

fixo.
Fonte: Programa de Formacién Continuada a Distancia 2015 — AEFA.

Eletroforese de Hemoglobinas

A hemoglobina (Hb A) é uma proteina

Cadeiap 1 Cadeiap 2

tetramérica encontrada nos gldbulos vermelhos,
composta por duas cadeias alfa e duas cadeias

beta, cada uma com cerca de 141 aminoacidos,

Fe?*
Heme

tendo uma fung¢do fundamental de transportar 0 ...4; Cadeiaa2

oxigénio (Figura 5) (12; 13). Para além da Figura 5 - Estrutura da hemoglobina.

. . . Fonte: Site InfoEscola.
hemoglobina A, existem outras hemoglobinas,

nomeadamente, a hemoglobina fetal (HbF) e a hemoglobina A, (HbA2) (13).

As hemoglobinopatias sdo doencgas hereditdrias, ou seja, alteracGes genéticas que
afetam a sintese ou estrutura de uma ou mais cadeias da hemoglobina. Se ocorre
perturbacdes ao nivel da sintese, estamos perante uma hemoglobinopatia quantitativa,
comummente denominada talassemia, mas caso seja uma alteracdo ao nivel da estrutura,
estamos perante hemoglobinopatias estruturais (14).

O equipamento automatizado presente neste setor de hematologia, o Adams Alc
HA-8160, realiza a cromatografia de troca idnica em fase inversa no modo talassemia, ou
seja, para além do cdlculo da hemoglobina glicada, é possivel identificar alteracdes
estruturais e alteracbes da sintese de hemoglobina. A alteracdo estrutural é observada a
partir do grafico da cromatografia onde podemos identificar picos anormais, necessitando

de mais estudos para identificar a hemoglobina anormal presente.
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Hemoglobina Glicada

A hemoglobina glicada é formada quando existe ligacdo de glicose a um ou ambos os
N-terminais das valinas presentes nas cadeias B (13). Esta proteina resulta de duas reagdes:
uma enzimatica e reversivel (glicosilacdo), e outra ndo enzimdtica, lenta e irreversivel
(glicagdo) (15). A glicosilagdo é uma reagdao que por meio de glicosiltransferases forma-se
uma HbAlc instavel, enquanto a glicacdo, posterior a glicosilacdo, é uma reacdo entre a
glicose que circula no sangue e os grupos aminas livres existentes na hemoglobina dos
eritrocitos (15).

A determinacdo de hemoglobina glicada é fundamental para a monitorizacdo de
doentes com diabetes mellitus, sendo representativo do valor médio de glicose no sangue
dos ultimos 2-3 meses (corresponde ao tempo médio de vida dos eritrécitos, cerca de 120
dias) (15; 16). E, portanto, um indice de controlo glicémico (valor médio de 6.5%), que evita

o problema da variabilidade do dia-a-dia de valores de glicose (13; 16).

Adams Alc HA-8160

Adams HA-8160 é um analisador automatico em modo talassemia, que determina a
hemoglobina glicada pelo método de cromatografia de troca iénica em fase inversa (método
HPLC) (17). Neste método, as hemoglobinas sdo absorvidas por uma coluna de resina
carregada negativamente (fase estaciondria) e depois diluidas da coluna por uma solucdo
carregada positivamente (14). Esta solucdo é adicionada gradualmente e compete para a
ligacdo a coluna de resina. Os padrdes de eluicdo resultantes (picos de Hb) sdo
representados graficamente em janelas definidas com base no tempo de retencdo (14). A
leitura das fracdes da hemoglobina é realizada a dois comprimentos de onda, 415nm e
500nm (18). Este equipamento utiliza um volume de 4uL de amostra de sangue total com
EDTA, que ao passar por este analisador é automaticamente hemolisado (18).

Os resultados sdo apresentados em percentagem de hemoglobina glicada (% HbA1c),
percentagem de hemoglobina a-1 (%HbA1), hemoglobina a-2 (%HbA2) e percentagem de
hemoglobina fetal (%HbF), calculados a partir de areas dos diferentes picos das fracoes de

hemoglobina como uma percentagem da hemoglobina total (18).
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Para o controlo de qualidade da determinagao laboratorial da HbAlc, este analisador
apresenta um controlo de qualidade interno de dois niveis, isto é, duas amostras de sangue

humano liofilizado que ndo contém fragdes labeis (18).

Velocidade de Sedimentagao

A velocidade de sedimentacdo (VS) é um marcador ndo especifico de inflamacao,
medindo a rapidez com que os eritrécitos sedimentam sobre o efeito da gravidade (19). Esta
prova revela duas fragdes principais no tubo, sendo a inferior composta por hemdcias e a
superior pelos restantes constituintes sanguineos.

O resultado desta analise clinica pode alterar devido a certas propriedades fisicas e
guimicas dos eritrdcitos, idade, sexo, raca, medicacdo e estadios de doenca, como o caso de
obesidade (devido em parte a producdo de interleucina-6 pelo tecido adiposo), grau de
anemia, hipofibrinogenémia e insuficiéncia cardiaca congestiva (19; 20). A tendéncia é que
os glébulos vermelhos se acondicionem devagar devido a sua grande relacdo superficie-
volume e a repulsdo mutua dos eritrécitos por possuirem cargas negativas na superficie,
resistindo assim a sedimentacao (20).

O valor da VS pode ser influenciado por algumas proteinas (por exemplo, o
fibrinogénio e as imunoglobulinas) cuja sua concentracdo plasmatica altera em situacées
inflamatdrias (19; 20). Estas glicoproteinas, principalmente o fibrinogénio, sdo as maiores
contribuidoras para a aglutinacdo e formacdo de rouleaux, pois neutralizam as cargas
negativas das superficies dos eritrocitos (19; 21; 22). A aglutinacdo e a formacdo de rouleaux
aumentam a VS, sendo comum, por exemplo, na inflamacdo crénica devido ao aumento de
fibrinogénio como reagente de fase aguda e o aumento de gamaglobulinas no mieloma
multiplo (22).

Em infe¢bes agudas ou crdnicas, a VS pode apresentar valores muito elevados,
ocorrendo em casos de leucemia, linfoma, carcinomas da mama, entre outras situacoes

patoldgicas (22).
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Ves-Matic Cube 30

O Ves-Matic Cube 30 é um dispositivo de bancada programado para determinar a
velocidade de sedimentagdo até um maximo de 30 amostras de sangue. O exame é
executado em completa automacdo (agitacdo e leitura) e os resultados sdo compardveis com
os obtidos pelo método de Westergren modificado, mas com uma durag¢do de 33 minutos.

O método de Westergren é o método manual utilizado na velocidade de
sedimentac¢do (Figura 6). Num tubo de sangue total com EDTA,
introduz-se um tubo de Westergren que ira criar vacuo, fazendo
com que o sangue fique posicionado verticalmente ao longo do
tubo especifico. Apdés uma hora, efetua-se a leitura em

milimetros entre o menisco do plasma e o nivel da coluna dos

eritrocitos sedimentados (19; 20; 22). Este método manual é Figura 6 - Método manual
de Westergren.
realizado no laboratdério quando as amostras apresentam Fonte: Site Dilabo, s.a.
insuficiéncia de sangue para a realizacdo do exame automatico.
A determinacdo da VS é efetuada sem consumo de amostra, utilizacdo de reagentes
ou producdo de residuos. As amostras sdao submetidas a uma avaliacdo padronizada da
precisdo e exatiddo dos resultados por controlo de qualidade. O controlo de qualidade

interno deste equipamento é realizado semanalmente para averiguar a eficacia de leitura do

sensor dtico.

Gasimetria

A gasimetria é um exame com a finalidade de avaliar a ventilagdo, oxidacdo e/ou o
estado 4cido-base (23). As amostras que chegam ao laboratério provém de colheitas em
seringas heparinizadas com sangue arterial, e tubos com heparina litio, no caso de sangue
Venoso.

A andlise clinica de uma amostra de sangue arterial pode ser dificil de obter devido a
uma baixa pressdo sanguinea, ou ao movimento do paciente associada a dor que resulta da
colheita por puncdo arterial (24; 25). No caso de uma colheita de sangue venoso, os locais
onde a amostra pode ser colhida sdo puncdo periférica venosa, cateter de sangue venoso

central e cateter de artéria pulmonar (26).
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A prescricao da medigdo de gases do sangue arterial é devida principalmente quando
ha suspeita de hipercapnia em pacientes estaveis, ou seja, a presenca excessiva de CO,.
Estes utentes apresentam uma histéria clinica associada, por exemplo uma doenga
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) avancada, para além de um nivel elevado de
bicarbonato e/ou caréncia de oxigénio no sangue arterial (hipoxia) (27). No caso de um tubo
com heparina litio de sangue venoso é calculado o célcio ionizado.

A gasimetria é um conjunto de medi¢Oes de varios parametros: pH, pressao parcial
de didxido de carbono (pCO,), ido bicarbonato (HCO3'), pressdo parcial de oxigénio (pO,),
concentragdo de oxigénio (ctO,), saturacdo de oxigénio (SO;), hemoglobina total (tHb),
oxihemoglobina (O,Hb), carboxihemoglobina (COHb), metahemoglobina (MetHb),
desoxihemoglobina (HHb), glicose, lactato, sédio (Na*), potassio (K'), calcio (Ca®") e cloro
(CI'). O interesse clinico destas medigdes é aclarado de seguida.

As medig¢des do pH extracelular e do bicarbonato sdao importantes para a dete¢ao de
alteracgdes acido-base intracelular que estipulam verdadeiras causas patoldgicas (28). Estes
dois parametros correlacionam-se e auxiliam na identificacdo da existéncia de uma acidose
ou alcalose metabdlica, estando relacionados com o funcionamento renal (28). O pH ainda
pode ser necessario para analisar perturbacdes nas vias respiratdrias (28).

Quanto a pressao parcial do diéxido de carbono estd dependente do funcionamento
dos pulmdes e da eliminacdo de CO,. As alteracOes deste parametro permitem inferir uma
alteracdo do estado respiratdrio, bem como, alteracdes acido-base (28).

Em relacdo a concentracdo de oxigénio no sangue, esta espelha as alteracBes de
todos os parametros que compdem a avaliaggo do fornecimento de oxigénio,
nomeadamente a pO, arterial, a concentracdo de hemoglobina e a afinidade da
hemoglobina para o oxigénio (28). A pressdo parcial de oxigénio no sangue arterial é um
parametro muito importante porque altera¢des no funcionamento dos pulmdes é indicativo
da incapacidade de enriquecer o sangue com oxigénio (28).

Relativamente a saturacdo de oxigénio, esta avalia a capacidade dos pulmodes
fornecerem oxigénio ao sangue, bem como permite a apreciacdo da oxigenacdo e
dissociacao da oxihemoglobina. Para este calculo sdo utilizadas as fragdes O,Hb e HHb.

Quanto a oxihemoglobina é dada através da relacdo entre a hemoglobina oxigenada
e a hemoglobina total. A hemoglobina tem uma afinidade 300 vezes superior a CO do que o
oxigénio, logo sera de esperar uma diminui¢cdo da oxihemoglobina quando existem pacientes

fumadores crénicos, habitantes de grandes cidades com muito transito automoével e
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trabalhadores em industrias pesadas, havendo um aumento de carboxihemoglobina. Este
ultimo parametro, bem como a metahemoglobina, em grandes concentragdes dificultam ou
impedem a capacidade da hemoglobina se ligar ao oxigénio, podendo originar hipoxias e
cianoses (28).

Em relacdo a determinacdo da glicose no sangue é um dos pardmetros mais
determinados nos laboratdrios, pois existe um continuo aumento das doencas do
metabolismo dos hidratos de carbono, bem como uma crescente qualidade nos métodos
para a sua determinacdo (28). O calculo da concentracdo de lactato no sangue é conveniente
para a avaliacdo do fornecimento de oxigénio aos tecidos. Concentragdes elevadas de
lactato podem dever-se a uma caréncia de oxigénio acrescida, e pode provocar uma acidose
lactica grave (28).

A regulagao dos liquidos corporais, a manutengao do potencial elétrico nas células
musculares e o controlo da permeabilidade das membranas celulares é da responsabilidade
do sddio. Alteracbes neste elemento quimico resultam do consumo ou eliminacdo
desadequado, normalmente associado ao desequilibrio da dgua. Numa situacdo de hipo ou
hipernatrémia podera ocorrer variagdao da consciéncia, convulsdes e vomitos (28). Estes
desequilibrios também alteram o cloreto, mas pode ocorrer uma situacdo isolada de
diminuicdo do cloreto devido a perturbagdes do estado acido-base. O cloreto é substituido
por bicarbonato através da excrecdo renal, logo as suas concentracdes alteram-se de uma
forma proporcionalmente inversa. Mas no caso das gasimetrias, a analise do cloreto é util
para o calculo do hiato anidénico, ou seja, diferenca entre os catibes e os anides,
normalmente avaliado para medir anides ndo determindveis (28). Quanto as alteracdes no
metabolismo do K* (hiper ou hipocalemia) constituem sempre perigo de morte, pois podem
surgir devido a consumo ou eliminacdo desajustada de K*, e ainda, devido a instabilidade
entre o espaco extracelular e intracelular. A monitorizacao da concentracdao de potassio é
utilizada especialmente em pacientes com altera¢des do ritmo cardiaco, insuficiéncia renal
aguda, pacientes pré-operatorios, tratamentos com diuréticos e didlise (28).

O cdlcio representa um papel fundamental em varias atividades vitais do nosso
organismo, como a conversao de impulsos nervosos em atividade muscular e regulacao da
permeabilidade das membranas a outros iGes. Atua também ao nivel da coagulacdo,
atividade enzimatica e distribuicdo de hormonas, como a adrenalina. Como acontece nos

elementos quimicos anteriormente descritos, o desequilibrio do calcio ocorre pela
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instabilidade no consumo e eliminacdo, ou alteracdes no reservatdrio de calcio, sendo um

elemento importante de andlise e monitorizagdo devido ao seu largo espetro de agao (28).

Instrumentation Laboratory GEM 3500/4000

O GEM 3500 e o GEM 4000 s3ao os dois dispositivos presentes no laboratério de
Hematologia para o cdlculo de gases e outros parametros do sangue. Para além disso,
apresenta um controlo de qualidade interno automatico, o iQM, um processo em tempo real

que deteta automaticamente erros, corrige e documenta todas as agdes de correcdo. E

-

executado entre amostras e sempre que o cartucho de reagentes, independente,
renovado.

Existem quatro sensores de medi¢do para calcular os parametros da gasimetria. Os
sensores potenciométricos calculam o pH, pCO,, Na*, K', CI' e Ca®*. Os sensores
amperimétricos medem a glucose, lactose e pO,. A condutividade do sangue calcula o
hematdcrito da amostra e por fim, por espetrofotometria, depois da amostra lisada, avalia-
se os parametros de CO-oximetria em vdarios comprimentos de onda. E de extrema
importancia que a amostra seja bem homogeneizada antes de ser processada nestes
equipamentos.

Os sensores potenciométricos tém como base uma célula eletroquimica constituida
por uma meia célula em combinagdao com um elétrodo de referéncia. Este elétrodo esta
envolvido numa solucdo tampao, tendo uma membrana permedvel especifica que separa a
amostra da solug¢do. Se a amostra entrar em contacto com a membrana do elétrodo forma-
se um potencial de membrana. A diferenca de potencial ocasionada é proporcional a
concentracdo do parametro que estd a ser determinado. Finalmente, no voltimetro é
comparado a diferenca de potencial ocorrida e o potencial constante do elétrodo de
referéncia. O potencial final reflete a concentragdo do parametro da amostra. Em cada
parametro que utilize este método existem algumas alteracbes, como por exemplo, o
elemento quimico que constitui o elétrodo, ou o tipo de membrana permeavel, entre outras.

Quanto aos sensores amperimétricos apresentam uma célula eletroquimica
constituida por dois ou mais elétrodos, consoante o tipo de pardmetro que estd a ser
calculado. Esta célula é banhada por uma solucdo de eletrélitos e também apresenta uma

membrana permedvel. No caso da pO,, o oxigénio é reduzido no catodo e é essa quantidade
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reduzida que é diretamente proporcional ao nimero de eletrées da amostra (28). No caso
da avaliagao de glicose e lactato, estamos perante uma reag¢ao enzimatica em que ambos
sdo oxidados e dessa reacdo resulta eletrdes que aumentam o fluxo de corrente que é
proporcional a concentragao de glicose ou lactato na amostra. Como dito anteriormente, em
cada parametro, as membranas, os elétrodos entre outras estruturas sdo especificas de cada

fator (28).

Controlo de Qualidade

Os equipamentos automaticos do setor de Hematologia apresentam um controlo de
gualidade interno para verificar, rotineiramente, a precisao dos resultados. Os resultados do
controlo sdo registados e confere-se se estdo dentro dos limites de aceitacdo do préprio
dispositivo.

O controlo de qualidade externo permite uma comparacao dos resultados da mesma
amostra, executada por equipamentos e metodologias diferentes, de varios laboratdrios que
recorrem a programas de avaliacdo externa da qualidade certificados. Nestes programas de
avaliacdo da qualidade externa afere-se a precisao e exatiddo dos equipamentos e
metodologias utilizadas. Assim o objetivo desta avaliacdo é promover resultados mais
fidedignos aos utentes.

Estes servigcos enviam os controlos para serem processadas como amostras de rotina.
No Sysmex, no Adams, no Ves Matic e no GEM a verificagdo é acompanhada pelo RIQAS
(Random International Quality Assessment Scheme). Para além do RIQAS, o laboratdrio
ainda conta com a avaliacdo do UK NEQAS (External Quality Assessment Services). Este
servico envia, dois esfregacos de sangue periférico para avaliagdo da morfologia celular.
Numa das laminas, devidamente identificada, acrescenta, para além da avaliacdo da
morfologia, a contagem diferencial leucocitdria (40). Os resultados sdo discutidos com todos
os profissionais do laboratério de hematologia e enviados nas datas definidas.

Os resultados obtidos sdo agrupados de acordo com os equipamentos automaticos
utilizados e metodologias executadas, procedendo-se a calculos estatisticos. Esta estatistica
define a exatiddo dos resultados e sdo enviados aos respetivos laboratdrios participantes, o
relatdrio. Caso os resultados enviados ndo estejam de acordo com esse relatdrio é

necessario procurar entender e resolver possiveis causas.
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Setor de Imunoquimica Laboratorial

O setor de imunoquimica laboratorial é constituido por uma equipa de dois Técnicos
Superiores de Ciéncias Farmacéuticas e quatro Técnicos de Diagndstico e Terapéutica. Este
setor é composto por trés espacos fisicos. Isto é, um espaco amplo onde se realizam as
diferentes determinagdes analiticas de bioquimica e imunologia; um espa¢o mais reduzido
onde se realiza as determinacdes analiticas de outros produtos bioldgicos, como urina e
fezes, bem como a realizagdo da serologia manual em tubos de soro/plasma. Existe ainda
uma zona onde se efetua a triagem das amostras bioldgicas. Antes das amostras serem
utilizadas nos diferentes equipamentos e/ou metodologias, para cada parametro prescrito,
estas necessitam de passar pela triagem.

A triagem das amostras inicia-se apds a entrada dos produtos biolégicos na rececao
do laboratério de patologia clinica que é feita pelos administrativos. Na chegada dos tubos
de soro a zona de triagem sdo verificadas as requisicGes das amostras, e caso seja
necessario, depois de centrifugadas, o soro é separado em aliquotas. Esta triagem podera
ser realizada manualmente ou automaticamente (Tabela 5). A triagem automatica é

realizada pelo equipamento TECAN.

Tabela 5 - Tubos identificados nas varias sec¢bes de colheita e triados automaticamente ou

manualmente.
Fonte: Elaborada pela autora.

e Consulta externa e Urgéncia

e Internamento e Cuidados intermédios

e Servigo de sangue e Cuidados intensivos

e Extensdo da ULSAM, o Hospital Conde de e Unidade polivalente (OBS)
Bertiandos, em Ponte de Lima e Unidade de AVC

e  Tubos prioritarios (por exemplo, utentes
que estdo a fazer tratamento

quimioterapico)

Os tubos para triagem manual sdo triados pelo sistema informatico Clinidata XXI. As
etiquetas necessarias para separacdo do soro s3o impressas e a amostra depois de
centrifugada a 4000rpm durante 10 minutos, é separada em aliquotas identificadas.

Consoante a separacao realizada, os tubos correspondentes a pedidos mais especificos, e
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gue ndo sdo realizados rotineiramente, sdo refrigerados ou congelados para posterior
analise.

Na rotina do departamento de imunoquimica realizam-se testes de bioquimica geral
e imunologia. Os principais equipamentos onde se realizam estas analises sdao os Architect
da ABBOTT®. O departamento de imunoquimica é composto por dois Architect ci8200 e um
Architect i2000 que estdo sincronizados para conseguir obter a determinacdo de um maior
numero de parametros, no menor tempo possivel. Caso haja necessidade, estes
equipamentos tém a facilidade de serem configurados com quaisquer parametros.

Para além da determinagdo de parametros em amostras de soro e plasma, ainda
existe um espaco fisico em que se realiza outras determinagdes principalmente em amostras
de urina e fezes. Neste espaco, é possivel realizar-se a sumaria de urina, sedimento urindrio,
preparacdao de amostras de fezes para o cdlculo de calprotectina, bem como exames
imunocromatograficos, como o sangue oculto nas fezes, o teste de gravidez e a pesquisa de
drogas, e ainda, a serologia manual, como o teste de Gruber-Widal, o teste VDRL, entre
outros...

O estdgio neste setor decorreu ao longo de 7 semanas. Neste periodo, foi possivel
integrar-me na equipa, realizando a rotina diaria deste setor. No setor de Imunoquimica tive
um maior contacto com o controlo de qualidade realizado diariamente, adquirindo mais
experiéncia ao nivel de controlo de qualidade de um laboratério de andlises clinicas. Para
além da rotina didria realizada, tive a oportunidade de realizar duas formagdes,
nomeadamente uma formacdo sobre uma plataforma online de controlo de qualidade, a
Unity da BioRad, onde é possivel registar e verificar a precisdao e exatidao dos resultados
diariamente; e ainda uma formacao sobre imunofluorescéncia indireta, cujas analises sdo
realizadas no equipamento Mago 4.

A valéncia escolhida no estagio curricular foi Imunologia e, a seguir, apresento os
equipamentos que estdo relacionados com esta area. No final, apresento uma das variadas
areas que podemos encontrar na imunologia, nomeadamente, a serologia infeciosa. A
serologia infeciosa descrita a seguir vai incidir em infecbes do parasita Toxoplasma gondii e

os virus Citomegalovirus e Rubéola, principalmente realizada no diagndstico pré-natal.
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Architect

O Architect é um equipamento modular que

analisa diferentes parametros de quimica e imunologia.

No setor de Imunoquimica, existem dois equipamentos

modulares para determinacdo de diferentes analitos de Figura 7 - Equipamento modular

.. . . ) . ) Architect ci 8200.
quimica e imunologia, o Architect ci 8200, e ainda UM fynte: Site DOTmed.
Architect i2000 que realiza determinac¢des analiticas de imunologia (Figura 7). Este sistema
apresenta trés tecnologias para medir as concentracdes dos diferentes analitos,
nomeadamente, a fotometria, potenciometria e imunoensaio de microparticulas por
quimioluminescéncia.

A fotometria mede a absorvancia das amostras para a quantificacdo da concentracao
de analitos. Durante a reacdo quimica entre o reagente e a amostra, uma unidade 6tica foca
a luz que passa através da cuvete. Esta luz, ao longo da progressdo da reagdo, vai
dispersando em varios comprimentos de onda. Existe uma série de recetores que medem a
intensidade da luz em 16 comprimentos de onda diferentes. As diferentes leituras de
intensidade sao posteriormente transmitidas em leituras de absorvancia através de um
amplificador. Por ultimo, sdo corrigidas com um valor “branco”, especificas em cada teste, e
convertidas a unidades de concentracao.

Relativamente a potenciometria, mede o potencial elétrico numa amostra, ou seja,
mede o sédio, potdssio e cloro a partir de um chip constituido por elétrodos seletivos de ides
em estado sélido (modulo ICT). Este método reduz a manutencdo necessaria para efetuar as
medic¢des dos eletrélitos.

Este equipamento automadtico ainda tem a particularidade de calcular, por
absorvancia, os indices de interferéncia da amostra, ou seja, determina os lipidos,
hemoglobina e bilirrubina em amostras lipémicas, hemolizadas e ictéricas.

Em relacdo ao médulo de imunologia, efetua-se o imunoensaio de microparticulas
por quimioluminescéncia (Figura 8). O imunoensaio de microparticulas por
quimioluminescéncia (CMIA) determina a presenca de antigénios, anticorpos e analitos nas
amostras. Durante o processamento da amostra, ha a dispensa de microparticulas
paramagnéticas revestidas com moléculas de captura, ocorrendo combinacdo dessas

moléculas de captura com os analitos presentes na amostra, formando um complexo. Apds a
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formacdo destes complexos, um iman atrai as particulas paramagnéticas, ocorrendo uma
posterior lavagem para remover materiais ndo combinados. Para ser detetado o complexo
imunolégico é necessdrio que este se ligue a um conjugado marcado com acridinio
guimioluminescente. Apds ligagdo, ocorre nova lavagem para remover materiais nao
combinados. De seguida, o sistema 6tico desta metodologia efetua uma leitura a partir de
uma solucdo pré-ativadora, peréxido de hidrogénio, que cria um ambiente acido para
prevenir a libertagdo precoce de energia, evita a aglomeragdo das microparticulas e ainda
retira a matéria corante do acridinio do conjugado, combinado com o complexo de
microparticulas. A mistura da reacdo é adicionada a solugdo ativadora, hidréxido de sédio,
gue provoca uma reacao de oxidacao ao acridinio devido a exposicao ao perdxido e a uma
solucdo alcalina. Esta oxidagdo provoca a ocorréncia da reagdao por quimioluminescéncia,
formando-se o N-metilacridona que liberta energia a medida que volta ao seu estado
fundamental. O sistema 6tico mede a emissao por quimioluminescéncia durante um periodo

pré-definido de modo a quantificar o analito.
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Figura 8 - Esquema do imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia.
Fonte: Alterado pela autora do site A. MENARINI diagnostics.

A rotina diaria inicia-se com a manutenc¢ao do equipamento, seguida de calibracdes
de diferentes parametros. Depois da realizacdo das calibracdes, procede-se ao controlo, que

apos confirmacdo da qualidade, inicia-se a rotina normal das amostras.
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Mago 4

O equipamento Mago 4 da EUROIMMUN realiza o método
de ELISA bem como a montagem de laminas da ! N

imunofluorescéncia indireta (Figura 9). ! =

No laboratério de imunobioquimica realiza-se o método )
Figura 9 - O equipamento

ELISA para anti-VHS, e imunofluorescéncia indireta em ldminas com Mago 4 realiza o método
ELISA e imunofluorescéncia

HEp-20-10, anti-dsDNA (Crithidia luciliae), mosaicos granuldcitos e indireta em laminas.
Fonte: Site Erba Mannheim.
mosaicos hepaticos.

No caso do método ELISA, a amostra previamente diluida é incubada nos pocos das
microplacas com uma glicoproteina G2 purificada (antigénio). Apds ligacdo, os anticorpos
anti-humanos estao marcados enzimaticamente e sdo capazes de catalisar uma reacdo de
cor. A leitura da intensidade da cor é realizada fotometricamente num comprimento de
onda de 450nm.

Na imunofluorescéncia indireta o Mago 4 funciona
com kits. Estes kits tém o material necessario para a
montagem da lamina, nomeadamente, ldminas com

células ou tecidos fixados, Anti-lgG humana ligado a

fluoresceina, controlo negativo, controlo positivo, entre

outros componentes necessarios ao sistema. As laminas

Figura 10 - Figura representativa da
reacdo de imunofluorescéncia

previamente diluida por este equipamento. Apds indiretanumalamina.
Fonte: Site Expert Herald.

com células ou tecidos sdao incubadas com a amostra

incubacdo, os anticorpos especificos das classes IgA, 1gG e
IgM, presentes na amostra, ligam-se a antigénios das células ou tecidos, e apds sucessivas
incubacdes e lavagens, as laminas sdo observadas ao microscépio (Figura 10). Caso tenha
ocorrido ligacdo de auto-anticorpos, sdo observados padrdoes da fluoresceina caracteristicos.
Existe ainda a possibilidade de realizar o ensaio de imunobloting para identificar
especificamente o auto-anticorpo presente na amostra.

Estes dois métodos sdao de extrema importancia em doencas autoimunes e na

identificacdo de infecdo pelo virus Herpes Simplex 1 e 2.
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MINICAP

O minicap é um sistema de eletroforese capilar que realiza a eletroforese e a
imunofixagao de proteinas em amostras de soro. A eletroforese consiste na migragao de
proteinas, por corrente elétrica, ao longo de um capilar que no final da corrida passam por
um detetor de luz UV que deteta as ligacdes peptidicas existentes. O perfil eletroforético

capilar normal estd apresentado na seguinte imagem (Figura 11).
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Alfa1 Antitripsina—- L-—Transferrina

Beta Lipoproteina ——1
Alfa 2 Macroglobuling ——A

Haptoglobuling ——

Figura 11 - Perfil eletroforético das proteinas, numa situagdao normal.
Fonte: Site Bioinforme.

No perfil eletroforético, existem inumeras situacbes em que os picos podem estar
mais ou menos aumentados. Por exemplo, na sindrome nefrética, o organismo tenta
compensar a perda de proteina aumentando a producdo de alfa 2 macroglobulina no soro,
observando-se no perfil eletroforético um aumento da zona alfa 2. Outro exemplo, e o mais
representativo sdo as situacdes de picos monoclonais na zona gama. Nesta situacdo, a partir
do valor das proteinas totais, calcula-se o pico monoclonal para posterior realizacdao do
mesmo ensaio, monitorizando a evolucdo do pico monoclonal. Em situacdes necessarias
para diagndstico, realiza-se a imunofixacdo de proteinas para identificacdo do tipo de
imunoglobulina que estd a ser produzida anormalmente no organismo. Estes picos
monoclonais na zona gama podem ser sugestivos de mieloma multiplo, alteracdes ao nivel

dos linfdcitos, entre outras situacdes patolégicas.
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Imunocap 250

O Imunocap 250 é um equipamento para determinar parametros relacionados com
as areas de alergologia e autoimunidade. O principio de funcionamento é o ensaio
imunoenzimatico de fluorescéncia (FEIA). FEIA consiste no contacto entre o soro da amostra
e uma fase sélida (esponja de nitrocelulose) com alergénios acoplados. Durante a incubacao,
as IgE presentes na amostra vao ligar-se a esses alergénios e formar um complexo. Este
complexo é revelado pela atividade de um segundo anticorpo marcado com um fluoréforo.
Quanto maior a sua intensidade de fluorescéncia detetada, mais elevados sdo os niveis de
IgE especifica, ou seja, maior probabilidade de alergia ao alergénio em estudo.

Para além desta determinacdo, é util na quantificacdo de parametros que ajudam no

estudo de doencas autoimunes, como na Sindrome anti-fosfolipidos e doenca celiaca.

Cobas E41 |

O cobas E411 é um equipamento automadtico utilizado pelo departamento de
imunoquimica para realizar o diagndstico pré-natal, ou seja, determinar a B-HCG livre
(subunidade [ livre da gonadotropina coridnica) e a PAPP-A (proteina plasmatica A associada
a gravidez). Para além destes parametros ainda é possivel determinar analitos como a
hormona adrenocorticotrépica, a calcitonina, a tiroglobulina e a anti-TSHR (auto-anticorpos
para o recetor de TSH). Este analisador de imunologia para realizar estas determinacgdes
procede ao teste por electroquimioluminescéncia. O fundamento deste teste consiste na
incubacdo de soro com microparticulas revestidas de estreptavidina e outros anticorpos
especificos de cada analito. Apds incubacdo, o complexo tipo sandwich é fixada
magneticamente, gragas as microparticulas. Por fim, aplica-se uma corrente elétrica que
induz a quimioluminescéncia, medida por um fotomultiplicador.

Este equipamento, para certas determinagdes, apresenta o principio competitivo, ou
seja, um analito marcado e o analito presente na amostra competem pelo mesmo local de
ligacdo. No final da reacdo, a concentracdo do analito é inversamente proporcional a

intensidade do sinal.
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Serologia Infeciosa

Depois da apresentacdo e funcionamento dos equipamentos que caracterizam o
setor de imunoquimica laboratorial do laboratério de patologia clinica da ULSAM, segue-se a
apresentacdo da serologia infeciosa realizada neste setor, nomeadamente na determinacao
de anticorpos IgM e I1gG do Toxoplasma gondii, do citomegalovirus e da rubéola, bem como
a avidez de 1gG do Toxoplasma gondii e citomegalovirus. Estas determinac¢des sdo realizadas
pelo Architect i2000 em amostras de soro ou plasma.

Estes testes sdo importantes principalmente em mulheres gravidas, pois estes
agentes etioldgicos podem provocar graves sequelas ou até mesmo a morte do feto. Uma
pesquisa precoce destes anticorpos fornece uma possivel visdo do que se passa com a
gravida, e posteriormente, uma monitorizacdo da gravida, caso apresente uma

primoinfecdo, para minimizar as sequelas que podem afetar o feto.
Toxoplasmose

Toxoplasma gondii é um parasita intracelular obrigatdrio e o agente etiolégico da
toxoplasmose (29). Apresenta dois ciclos reprodutivos, o sexual, que ocorre no epitélio
intestinal do hospedeiro definitivo, principalmente, os gatos domésticos; e o ciclo assexual
gue ocorre em diversos tecidos dos reservatérios naturais, nomeadamente, mamiferos e

aves (Figura 12).

(istos em tecidos de presas

) Solo, agua e capim contaminados
com 00distos

s Bradizoitos
Taquizoitos (cistos - tecidos e sangue)

via transplacentaria para o feto

Figura 12 - Representacdo das fases do ciclo de vida do parasita T. gondii.
Fonte: Site O Cantinho do Mago.
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Os gatos sdao contaminados pela ingestao de quistos encontrados em carne crua de
ratos e aves, e raramente pela ingestdao de ooquistos provenientes de fezes de outros gatos
(29). Uma a duas semanas ap06s exposicao ao parasita, os gatos libertam nas suas fezes cerca
de mais de um milhdo de ooquistos por dia, ndo apresentando quaisquer sintomas de
infecdo (29). Estes ooquistos libertados, apds cerca de 48 horas, tornam-se infeciosos,
mantendo-se viaveis durante meses quando presentes em ambientes amenos e himidos,
como no caso de jardins e areias de gato (29).

Quando os hospedeiros secundarios, como o Homem,
ingerem ooquistos ocorre a libertacdo de esporozoitos, que

entram no organismo por via das membranas da mucosa

intestinal ou pelas estruturas faringeas (29). Estes esporozoitos 2

transformam-se em taquizoitos, durante a infecdo aguda, e sdo Figura 13 - Quisto com o

interior cheio de taquizoitos,

capazes de invadir células para se replicarem, durante dias, , :
uma fase do ciclo de vida de

circulando pelo sistema linfatico e circulatério (29). Nestes Toxoplasmas gondii.

Fonte: Site Metis.
sistemas podem lisar as células, deslocando-se para células préximas, infetando-as. Este
processo pode resultar em danos nos tecidos como necrose com inflamacao circundante.

Na fase cronica estes taquizoitos modificam-se em bradizoitos e formam quistos nos
diversos tecidos (Figura 13) (29). Quando presentes em musculos esqueléticos, como no
diafragma, musculo cardiaco e cérebro, afeta as fungdes teciduais desses o6rgdos. Estes
quistos podem sofrer uma rutura e libertam muitos bradizoitos, podendo ocorrer uma
inflamacdo, devido a uma reacdo de hipersensibilidade nesse local, bem como bloquear
vasos sanguineos e morte celular. Os hospedeiros secunddrios normalmente permanecem
assintomaticos, mas quando ha imunossupressdo pode haver reativacdo do organismo (29).

As trés principais vias de transmissdao ao ser humano sdo a ingestdo de carnes cruas e
mal cozinhadas, exposicdo a fezes de gatos infetados, transmissdo vertical (durante a
gravidez), bem como a transfusdo sanguinea ou de érgdos (29; 30). A maioria das infe¢des
em humanos sdo assintomaticas, apesar de alguns casos apresentar mal-estar, febre baixa e
linfoadenopatia (30). Por outro lado, em imunossuprimidos, as complicacdes que podem
ocorrer sao retinite, encefalite, entre outras (29)... Existe uma maior preocupagdo em
gravidas, devido aos danos que pode causar ao feto (30).

A apresentacdo clinica em mulheres gravidas ndo é mais grave que as mulheres nao

gravidas, e normalmente, a infecdo por este parasita apresenta sintomas de uma doenca
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como a gripe, com um periodo de incubacdo de 5 a 18 dias apds exposicdo ao agente
etioldgico (29).

O primeiro passo para o diagndstico de toxoplasmose é a serologia de anticorpos IgM
e IgG (Figura 14). O titulo de anticorpos IgM apds contacto com o parasita aumenta de 5 dias
a semanas, alcancando um maximo de um a dois meses, e diminuindo até valores baixos ou
indetetdveis, podendo, em muitos casos, persistir durante anos apds infecdo aguda. A sua
presenga ndo assegura um diagndstico de infegdo aguda.

Os anticorpos IgG aparecem mais tarde que os IgM e normalmente sdo detetaveis
uma a duas semanas apos infecdo, com um pico alcangado dentro das 12 semanas a 6 meses
depois da infecdo aguda. Estes anticorpos sdo detetdveis antes de adquirir nova infecdo e

normalmente estdo presentes para o resto da vida.
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Figura 14 - Grafico representativo da evolugdo dos diferentes titulos de anticorpos de IgM e IgG, numa infegdo
por T. gondii.
Fonte: Site Laborclinica.

Saber quando a infecdo ocorreu durante a gravidez é de extrema importancia para
uma avaliacdo dos riscos do feto, iniciar uma terapéutica e assegurar um apropriado
aconselhamento pré-natal (30). O laboratdrio de Patologia Clinica da ULSAM realiza um teste
especifico adicional, a avidez de 1gG. A avidez de 1gG mede a forca de ligacdo de IgG ao
parasita, ajudando a determinar o tempo em que ocorreu a infe¢do, ou seja, se apresenta
uma avidez elevada, isto sugere uma infecdo que ocorreu a pelo menos 5 meses antes da

realizacdo do teste seroldgico.
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De seguida apresento uma tabela com a interpretacdo dos resultados que se podem

obter de um teste seroldgico (Tabela 6).

Tabela 6 - Interpretacao dos resultados obtidos a partir do titulo de IgM e IgG, e avidez de IgG.

Fonte: Elaborada pela autora, a partir dos artigos citados no texto.

N3o reativo N3o reativo Ndo aplicavel Auséncia de infe¢do (ndo apresenta imunidade).1
Infe¢do aguda ou falso positivo."
Reativo Nao reativo N3do aplicavel Caso a nova amostra apresentar IgG, existe
infecdo aguda.
N3o Reativo Reativo Baixa Infe¢do passada ou reagdao cruzada.!
Ndo Reativo Reativo Alta Infegdo passada (imunidade).
Reativo Reativo Baixa Infe¢do aguda.
Infecdo passada de portador crénico de IgM ou
reativagdo da infec3o."
Caso a nova amostra apresenta um aumento de 4
Reativo Reativo Alta
vezes do titulo de IgG em relagdo a amostra
anterior, o utente apresenta uma reativacdo da
infecdo.

1. Necessaria nova amostra 2 a 3 semanas.

A transmissdo ao feto ocorre principalmente em mulheres que adquirem a primeira
infecdo durante a gravidez, mas, em certos casos raros, em mulheres gravidas com infecao
cronica, detetou-se reativacdo devido a imunossupressdo. A transmissdo mae-feto ocorre
entre 1 a 4 meses pela colonizacdo da placenta por taquizoitos. Estudos revelam que o risco
de transmissdo vertical aumenta com a idade gestacional, com taxas elevadas no terceiro
trimestre comparado com o primeiro trimestre. A severidade da doenca, no entanto, diminui
com a idade gestacional, com a infecdo no primeiro trimestre resultando em aborto ou
sequelas graves.

A toxoplasmose congénita é caracterizada por corioretinite, hidrocéfalo, calcificacao
intracraniana, disturbios psicomotores e convulsées (29).

A prevencao é conseguida através de uma higiene pessoal apropriada e evitar as
fezes de gatos, bem como de animais como ovelhas e porcos, principalmente em gravidas
gue apresentam testes seroldgicos negativos. A carne devera ser devidamente cozinhada

para assegurar a destruicdo de parasitas. Quanto as areias do gato deverdo ser lavadas todos
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os dias, porque, como anteriormente referido, os ooquistos libertados nas fezes tornam-se
infeciosos apds cerca de 48 horas.

O tratamento da toxoplasmose congénita apresenta dois tipos de regime, o pré-natal
e o pods-natal (30). No primeiro, previne a infecao do feto, acelerando o tratamento antes do
nascimento, enquanto o tratamento pds-natal trata a infecdo e previne sequelas (30). As
medicacdes existentes administradas sdo a espiramicina, a pirimetamina e a sulfadiazina
(30). Recentemente estdo a realizar-se estudos para recorrer a novas medicagdes como o

caso do atovaquone e azitromicina (30).
Citomegalovirus

O citomegalovirus (CMV) é um virus que pertence a familia ‘fﬁ".‘;“ii’), J

-
Herpesviridae, sendo este o virus humano que apresenta o maior
conteddo genético nesta familia, com 240kbp (31; 32). Existem muitas =& AT w

estirpes geneticamente diferentes a circular na populagdao humana. Figura 15 - InclusGes em

células provocadas pelo

virus Citomegalovirus.
Fonte: Site Hepcentro.

Este virus é um virus envelopado com DNA de cadeia dupla (32;
33). E capaz de infetar a maioria das células e atua no citoplasma e
nucleo, formando inclusdes (Figura 15) (31; 33).

A replicacdo viral deste virus tem inicio com a interacdo de glicoproteinas virais e
recetores celulares, ocorrendo a fusdo do envelope viral com a membrana da célula
suscetivel. De seguida, a capside contendo o DNA de dupla cadeia viral, é transportada até a
membrana nuclear. Ai ocorre a entrada do DNA viral e de proteinas do tegumento. Sucede-
se a replicacdo do DNA viral. O DNA replicado é encapsulado ainda no nucleo, brotando
através da membrana nuclear, adquirindo o envelope. Jd no citoplasma, os novos virus
perdem o envelope inicial e adquirem o definitivo quando brotam através do complexo de
Golgi, onde previamente foram inseridas glicoproteinas virais.

O citomegalovirus é um problema de saude publica devido a sua alta prevaléncia em
infecGes congénitas (32). As infecGes assintomaticas sdo comuns na infancia e adolescéncia,
enquanto uma infecdo em adultos imunossuprimidos é uma situacao grave (32; 34).

Apds exposicao ao agente, o periodo de incubacdo em criancas e adultos é de cerca
de 4 a 8 semanas. Apesar da maioria das infe¢des por citomegalovirus serem assintomaticas,

a caracteristica clinica desta infecdo é semelhante a mononucleose (31; 35). Apds infecdo
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primaria, o virus pode ser intermitentemente eliminado pela faringe e urina durante meses a
anos (31). Esta intermiténcia deve-se ao facto da infe¢do primaria bloquear a imunidade
mediada por células. As infecdes por este virus, tal como acontece em todos os virus da
familia herpes, estabelece laténcia, devido, principalmente, a capacidade de invadir as
células do sistema imunolégico, necessitando de varios meses para recuperar a resposta
celular imunolégica (33).

As infe¢des primarias por citomegalovirus em imunossuprimidos sdo muito mais
graves que em hospedeiros normais, ocorrendo normalmente pneumonia. Os individuos
com maior risco sdao: os que recebem oérgaos transplantados, os que apresentam tumores
malignos e fazem tratamento quimioterapico e os pacientes com SIDA. Como referido
anteriormente, este virus fica num estado latente podendo ser mais tarde reativado (31).
Esta reativacdo da infecdo é menos severa, mas a viruléncia pode ser igual a infecdo
primaria. Nestes individuos, as infe¢cGes primarias e recorrentes por citomegalovirus
aumentam a taxa de morbilidade e mortalidade (35).

Os bebés infetados por citomegalovirus podem apresentar a doenga de inclusdo
citomegalica (31). A doenca de inclusdo citomegalica é uma infecdo generalizada dos bebés
causada pela transmissdo de citomegalovirus via intrauterina, durante o parto ou pelo leite
materno (31; 32). O virus pode ser transmitido pelo Utero numa infe¢do primaria, secundaria
ou numa reativacdo de infecdo materna, sendo a infecdo primdria a que normalmente
provoca a doenca de inclusdo citomegdlica (32). Nestas situagdes, a infecdo do feto pode
ocorrer apoés leucdcitos infetados atingirem o feto, via placenta, ou entdo, o préprio virus
infetar a placenta, contaminando o liquido amnidtico que posteriormente afetara o feto
(31). A infecdo congénita pode provocar a morte do feto, enquanto os sobreviventes podem
apresentar a doenca de inclusdao citomegalica que é caracterizada pelo envolvimento do
sistema nervoso central e pelo sistema reticuloendotelial, ou seja, um défice significativo do
sistema nervoso central, perda severa da audicdo, anormalidades oculares e atraso mental
(31; 32; 34). Em situagdes de transmissdo durante o parto ou pelo leite materno, os bebés
infetados pelo citomegalovirus tendem a ser assintomaticos pois recebem anticorpos da
mde diminuindo a severidade da infecdo (31). As infecBes congénitas, sintomaticas ou
assintomaticas, resultam em infecdes crdnicas com eliminacdo viral detetavel durante anos.

A infecao de criangas e adultos é normalmente assintomatica, mas ocasionalmente
pode causar uma sindrome mononucleose (31; 32). A mononucleose por citomegalovirus é

uma doenca leve e as complicacdes sao raras.
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Como a maioria dos adultos e criancas sdo assintomaticas ndo é previsivel uma
mulher gravida estar infetada, logo é de extrema importancia realizar-se um rastreio no
inicio da gravidez pela pesquisa de anticorpos anti-CMV, IgM e IgG, para avaliar o risco de
transmissdo intrauterina da infecdo (Tabela 7) (31; 32). Para além de ser importante a
avaliagdo no inicio da gravidez é de extrema importancia o seguimento até ao final da
gravidez de mulheres seronegativas (31; 32).

A detecdo de IgM anti-CMV pode ser suspeita de uma infecdo primaria, ou revela ser
um falso positivo devido a reacdes cruzadas com o virus Epstein-Barr e o virus Herpes
Simplex (31; 32). O titulo de IgG permite concluir a existéncia de uma infecdo passada, mas
ndo permite determinar a data de inicio de infecdo (32). Para determinar a data de inicio de
infecdo recorre-se a medicdo da avidez de 1gG (32; 33). De seguida apresento um quadro

para uma melhor compreensdo do rastreio realizado em gravidas.

Tabela 7 - Interpretacdo dos resultados obtidos a partir do titulo de IgM e IgG, e avidez de IgG.
Fonte: Elaborada pela autora a partir dos artigos citados no texto.

~ . ~ . ~ . 7 a o o ~ ~ q q 1
N3o reativo N3o reativo Ndo aplicavel Auséncia de infe¢do (Ndo apresenta imunidade).
. ~ . ~ . s ~ .. 1
Reativo N3o reativo Ndo aplicavel Infecdo recente ou falso positivo.
~ ~ 1 o g
Infe¢do passada ou reagdo cruzada.” Baixo risco de
N3ao reativo Reativo Avidez baixa
transmissao intrauterina.
Infecdo passada (imunidade). Baixo risco de
N3o reativo Reativo Avidez alta
transmissdo intrauterina.
Infecdo primaria. Alto risco de transmissdo
Reativo Reativo Avidez baixa
intrauterina.
Infecdo crénica de portador de IgM ou reativagdo da
. ~ 1 . . .~ .
infecdo.” Baixo risco de transmissdo intrauterina.
Reativo Reativo Avidez alta Caso a nova amostra apresenta um aumento de 4

vezes do titulo de IgG em relagdo a amostra anterior,

o utente apresenta uma reativacdo da infecdo.

1. Necessdria nova amostra 2 a 3 semanas.

A prevaléncia da infecdo varia com o status socioecondmico, condi¢cdes de vida e
praticas higiénicas (33). A sua transmissdo requer contacto préximo entre pessoas, pois o
virus pode ser eliminado pela urina, saliva, sémen, leite materno e secre¢des cervicais (31;

32).
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O tratamento de controlo de infecdes por citomegalovirus é feito pela medicacdo de
ganciclovir, aciclovir e foscarnet, apesar da sua toxicidade a nivel renal e hematoldgico, bem
como os seus efeitos teratogénicos (33). Recentemente esta a ser realizado um estudo
farmacoldgico para testar a eficacia de valaciclovir oral nos casos de infe¢ao congénita (33).
Outro estudo estd a realizar a eficacia de tratamento com uma globulina de elevada avidez
contra o CMV (conseguida da infecdo primaria da mae) observando-se resultados
promissores para a prevengao e tratamento de infe¢cdes congénitas sem efeitos secundarios

(33). A vacina contra citomegalovirus ainda estd em desenvolvimento (33).

Rubéola

O virus da rubéola é um dos agentes mais teratogénicos conhecidos, pertencente a
familia Togaviridae (36). O seu genoma é constituido por RNA de cadeia simples de
polaridade positiva, envolvido por uma capside icosaédrica e por um envelope.

A replicacdo do genoma da rubéola inicia-se com o reconhecimento da célula alvo.
Apds o reconhecimento, ocorre a entrada do nucleocapsideo, constituido por proteinas
virais e RNA, para o citoplasma. E neste local da célula que o genoma e as proteinas virais
sao replicados. Quando os novos nucleocapsideos estiverem formados, saem da célula por
brotamento, para infetar novas células.

Durante a gravidez pode ocorrer uma infecao primaria, havendo possibilidade de o
virus atravessar a placenta e induzir infegdo no feto havendo risco de ocorrer aborto
espontaneo (36; 37). A transmissdo vertical do virus pode causar dano citopatico nos vasos
sanguineos e isquemia nos Orgdaos em desenvolvimento (37). Se a infecdo ocorre nas
primeiras 12 semanas de gravidez causa infe¢dao congénita em 90% dos casos, com
aproximadamente 100% com risco de anomalias congénitas (36). Das 13 as 17 semanas, o
risco de infecdo é cerca de 60%, e o risco de anomalias cerca de 50% (36). Das 18 as 24
semanas o risco de infecao é 25%, com nenhum risco de defeitos congénitos (36). As
complicacOes associadas a rubéola congénita consistem em cataratas, problemas cardiacos e
surdez neurossensorial, mas também podem ocorrer outras anomalias (36; 37).

Na auséncia de gravidez, geralmente a infecdo manifesta-se moderada e

autolimitada, associada por um exantema maculopapular caracteristico, comecando a
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aparecer no rosto e espalha-se pelo tronco e extremidades (37). Existem casos raros que
podem experienciar febre, conjuntivite, dores de cabeca e linfoadenopatia (37).

As mulheres com um risco elevado de contrair rubéola durante a gravidez sdo as
mulheres ndo-imunes ao virus da rubéola e que sdo expostas a infecao (36). A mulher
gravida seronegativa pode ser infetada diretamente por goticulas do nariz e garganta de
pessoas infetadas (36). O periodo de incubacdo é de 14 a 18 dias, podendo chegar aos 21
dias (36).

O diagndstico clinico de infecdo aguda pelo virus da rubéola, durante a gravidez, é
extremamente dificil (36). Os testes seroldgicos sao utilizados para diagnosticar uma infegao
aguda em mulheres gravidas (36). Em casos de suspeita de infecdo primaria, a amostra deve
ser colhida 1 a 2 semanas apds o aparecimento do exantema maculopapular que ndo é
muito especifico ou inaparente (35; 36). No geral, a producdo de IgM é uma reacdo aguda,
seguida pela producdo de IgG de 1 a 3 semanas (36). Assim sendo, a demonstragdo de
conversao e presenca de elevados titulos de IgM dda-nos informacdo de infecdo aguda na
gravidez, reativacdo ou vacinac¢do recente (36).

A mulher que é imune a rubéola apds infecdo natural ou vacinagdo demonstra
anticorpos IgG para toda a vida (36). A presenca de imunidade natural é um parametro de
protecdo da infecdo intrauterina durante a gravidez, e o mesmo acontece com a vacinagao,
pois sé existe um serotipo do virus da rubéola (36; 37). O programa de vacinagdo contra a
rubéola introduzido desde 1969 tem-se mostrado eficaz, apesar, de casos raros, apresentar
efeitos secunddrios como artrite, artralgia, erup¢do cutdnea, adenopatias e febre (37). A
vacina continua a ser o melhor método para prevenir a infecao pelo virus da rubéola, bem
como a necessidade da vigilancia serolégica para identificar individuos suscetiveis e reduzir o

risco de infecdo congénita, pois ainda nao existe tratamento disponivel para fetos infetados.

Controlo de Qualidade

No setor de Imunoquimica o controlo de qualidade interno é realizado,
maioritariamente, por controlos da casa comercial BioRad. Estes controlos podem ser
especificos de um parametro ou serem multicontrolos, isto &, utiliza-se 0 mesmo controlo

para varios analitos.
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Apds a manutengdo e calibragdes necessdrias de cada equipamento inicia-se o
controlo dos varios parametros que serdao executados nesse dia. Os controlos sdo verificados
pelos responsdaveis do laboratdrio para verificar se os equipamentos apresentam a precisdo
para o processamento das amostras. Este processo de verificagdo é realizado numa
plataforma software em que de uma maneira simples apresenta um gréfico (grafico de
Levey-Jennings) com a média e desvios-padrdes de cada parametro. O controlo efetuado
diariamente visualiza-se por pontos. Estes pontos devem estar perto da média, mas caso se
verifiguem outras situacdes, como por exemplo, o ponto encontrar-se acima de trés desvios-
padrdes sera necessdario verificar esse resultado. Estes erros podem ocorrer devido ao
reagente estar ha demasiado tempo no equipamento, uma troca de lote do controlo, entre
outras situagdes.

Corrigidas todas as situacdes possiveis para valores fora dos limites do controlo, a
conduta a seguir, é novamente a passagem de um lote novo, e caso se verifique uma
regularizacdo dos valores, valida-se esses pontos e procede-se a rotina normal das amostras.

O controlo de qualidade externo, tal como no setor de Hematologia, é acompanhado
pelo RIQAS. Este programa de avaliacdo externa de qualidade certificada avalia
estatisticamente os resultados que os laboratdrios enviam. Estes laboratdrios
periodicamente recebem amostras que devem ser processadas como uma amostra normal a
fim de entender a exatiddo dos resultados que o laboratdrio apresenta. Essa exatiddo é
conseguida apds estatistica de todos os resultados que os laboratérios enviam, o

equipamento onde foi processada ou metodologia aplicada.
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Conclusao

Ao longo dos seis meses de estdgio procurei atingir os meus objetivos, isto é,
capacidade de integragcdao numa equipa de profissionais, adquirir autonomia na manipulagao
das diversas amostras bioldgicas e aprofundar conhecimentos tedricos, adquiridos ao longo
do mestrado, que me permitiram fazer uma melhor interpretacao dos resultados analiticos.

A acrescentar a estes objetivos, os profissionais do Servico de Patologia Clinica
transmitiram-me um dos conhecimentos que muito valorizei ao longo destes meses e que
me serad util na vida profissional futura. Isto é, o apoio dos profissionais em explicar
exaustivamente a importancia dos controlos e sistema de gestdo da qualidade. Sem a
garantia da qualidade, ndao podemos estar seguros dos resultados apresentados aos utentes
e médicos prescritores.

Nos setores que compdem o servico de patologia aprendi diversas metodologias que
me serdo uteis ao longo da minha vida profissional. No setor de Hematologia tive
oportunidade de analisar resultados, interligando-os com o histérico do doente. Observei,
também, muitas laminas de esfregacos de sangue periférico ao microscépio para uma
melhor identificacdo das células sanguineas possiveis de serem encontradas.

No setor de Imunoquimica, tive um maior contato com controlos de qualidade
interno e externo, podendo observar cartas de controlo para identificar e solucionar
tendéncias ou erros dos diversos equipamentos, assegurando os resultados diariamente.

No setor de Microbiologia, os desafios didrios propostos pelos profissionais,
proporcionaram-me uma aprendizagem muito pratica na identificacao e suscetibilidade dos
microrganismos presentes em amostras bioldgicas.

Nas ultimas semanas de estdgio, passei por dois servicos de apoio ao diagndstico
clinico, nomeadamente o Servico de Imunohemoterapia e o Servico de Saude Publica. No
servico de Imunohemoterapia tive contacto com o processamento, desde a colheita até a
entrega das dadivas de sangue do hospital. Este servico também apresenta um laboratério
para estudo da coagulacdo e um laboratério de biologia molecular para estudo de cargas
virais. No Servico de Saude Publica os procedimentos sdo maioritariamente manuais, ou
seja, € necessario a preparacdao das proprias placas com meios de identificacdo de
microrganismos possiveis de contaminar dguas publicas.

Em suma, este estagio veio contribuir para enriquecer a minha vida profissional,

principalmente em relacdo a sensibilidade que temos de ter quanto aos controlos e sistema
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de gestdo da qualidade para garantirmos resultados fidveis aos nossos utentes. A area das
Analises Clinicas é, sem duvida, uma das dreas mais importantes no auxilio do diagndstico de

diversas patologias.
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