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Resumo

RESUMO

O presente trabalho constitui o elemento de avaliacdo final do Curso de Mestrado
em Analises Clinicas da Faculdade de Farméacia da Universidade de Lisboa (FFUL). O
documento é constituido por duas partes fundamentais. A primeira parte corresponde ao
Relatdrio de Estagio, onde é feita a apresentacdo dos locais de estagio, a caracterizacao
dos respectivos laboratorios, bem como a descricdo de cada uma das valéncias
efectuadas, destacando o0s ensaios realizados, o controlo de qualidade interno e a

avaliacdo externa da qualidade.

O Estagio Profissional em Analises Clinicas decorreu em dois locais distintos, no
Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa Francisco Gentil, E.P.E. (IPOLFG, E.P.E),
onde foram realizadas as seguintes valéncias: Fase Pré-Analitica, Bioquimica,
Imunologia e Virologia; e no Laboratorio de Analises Clinicas Nova Era - Luz, Lda.,

onde foi realizada a valéncia de Hematologia.

A segunda parte corresponde a Monografia, na qual é desenvolvido o tema
"Factores de Risco da Trombose — Avaliagdo Laboratorial™, onde se procura identificar
os factores de risco associados a trombose bem como apresentar as formas de avalia¢do

laboratorial dos mesmos.
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Abstract

ABSTRACT

The present document represents the element of final evaluation of the Master in
Clinical Analysis of the Faculty of Pharmacy, University of Lisbon (FFUL), and
consists of two main parts. The first part corresponds to the Internship Report, where is
made a presentation and a characterization of the laboratories where the internships took
place, as well as a description of each of the internships areas, highlighting the assays
performed, the internal quality control and external evaluation of quality.

The Professional Internship in Clinical Analysis where held in two different
locations. At the Portuguese Institute of Oncology of Lisbon, Francisco Gentil, E.P.E.
(IPOLFG, E.P.E), where the following internship areas were performed: Pre-analytical,
Clinical Biochemistry, Immunology and Virology, and at the Clinical Laboratory Nova

Era - Luz, Lda., where the internship in Hematology was held.

In the second part of this document is presented the theme "Risk Factors for
Thrombosis - Laboratory Evaluation”, where is made a brief description of the risk
factors associated with thrombosis and a presentation of forms of laboratory assessment.
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1. INTRODUCAO

O presente trabalho constitui o elemento de avaliacdo final do Curso de Mestrado
em Analises Clinicas da Faculdade de Farmécia da Universidade de Lisboa (FFUL).
Este documento € composto por duas partes fundamentais, que visam alcancar objetivos
distintos mas interligados. Na primeira parte do documento, que corresponde ao
Relatorio de Estégio, € feita a apresentacdo dos locais do estagio profissional realizado,
a caracterizacdo dos respectivos laboratorios, bem como a descri¢do de cada uma das
valéncias efectuadas, destacando os ensaios realizados, o controlo de qualidade interno
e a avaliacdo externa da qualidade. Na segunda parte do documento, correspondente a
Monografia, é desenvolvido o tema "Factores de Risco da Trombose - Avaliacéo
Laboratorial”.

O estagio profissional em Andlises Clinicas € parte integrante do plano de estudos
do Curso de Mestrado em Analises Clinicas e teve como objectivos gerais: promover a
integracdo no meio profissional e o contacto com os outros profissionais de salde;
aplicar os conhecimentos adquiridos no curso num contexto real de trabalho;
desenvolver a capacidade de trabalho em equipa e, igualmente, de trabalho autonomo;
adquirir a capacidade de organizacdo e de execucdo das actividades didrias de um
laboratdrio; e promover o contacto com o0s doentes, aplicando principios éticos e

deontoldgicos.

O estagio profissional decorreu em dois locais distintos, no periodo compreendido
entre Maio de 2010 e Fevereiro de 2011. No Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa
Francisco Gentil, E.P.E. (IPOLFG, E.P.E), foram realizadas as seguintes valéncias: Fase
Pré-Analitica; Bioquimica; Imunologia e Virologia; e no Laboratorio de Analises
Clinicas Nova Era - Luz, Lda. foi realizada a valéncia de Hematologia.

O Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa Francisco Gentil, E.P.E. é um centro
oncoldégico multidisciplinar de referéncia para a prestagdo de servigos de salde no
dominio da oncologia, com actividade abrangente nas areas de investigacdo, ensino,
prevencdo, diagnostico, tratamento, reabilitacdo e continuidade de cuidados, procurando
assegurar aos seus utentes cuidados de salde que correspondam as suas necessidades,
prosseguindo o primado “o doente em primeiro lugar”. OS outros valores que regem a

actuacdo do Instituto e dos seus colaboradores sdo: a responsabilidade social; a cultura
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do conhecimento como um bem em si mesmo; a cultura de exceléncia técnica, cientifica
e do cuidar; e a cultura interna de multidisciplinaridade e de bom relacionamento no
trabalho.

O IPOLFG, E.P.E. foi fundado em 29 de Dezembro de 1923, na altura com a
designacdo de Instituto Portugués para o Estudo do Cancro. Desde essa data, 0
IPOLFG, E.P.E. dedica-se a luta organizada contra o Cancro em Portugal e & prestacao
de cuidados de saude diferenciados, de acordo com as melhores praticas clinicas e
procurando sempre a eficiente utilizacdo dos recursos disponiveis. O IPOLFG, E.P.E é
actualmente uma entidade publica empresarial, integrado no Sistema Nacional de Saude
(SNS), dotado de personalidade juridica, autonomia administrativa, financeira e

patrimonial.

O IPOLFG, E.P.E., com sede na Rua Professor Lima Basto, em Lisboa, tem a sua
area geogréafica de intervencdo definida no ambito das administracdes regionais de
salde de Lisboa e Vale do Tejo, do Alentejo e do Algarve, sem prejuizo do que for

estabelecido a nivel nacional.

O IPOLFG, E.P.E organiza-se em trés areas de actividade: A) area clinica; B) area
de ensino e investigacdo; e C) area de apoio logistico. Nestas areas de actividade estdo
integrados os varios departamentos do Instituto que, por sua vez, agregam a maioria dos
servigos e unidades funcionais existentes. No ambito do presente trabalho interessa
destacar o Servico de Patologia Clinica (SPC), que em conjunto com o Servico de
Anatomia Patologica (SAP) formam o Departamento de Diagnostico Laboratorial
(DDL), integrado na area clinica, e a Gestdo da Qualidade e Risco (GQR), que €
responsavel por, entre outras fungdes, coordenar e divulgar a politica de qualidade
definida pelo Conselho de Administragdo (CA) e coordenar os processos de certificagdo
e acreditacdo. A GQR constitui uma das varias estruturas de apoio logistico existentes

no Instituto.

O SPC é composto por cinco valéncias: Hematologia, Biogquimica, Imunologia,
Microbiologia e Virologia, cada uma supervisionada por um Responsavel de
Laboratorio; e trés areas de suporte: Urgéncia, Central de Colheitas e Gestdo da
Qualidade. O SPC executa cerca de 100.000 analises por més, destas 62% sdo
requisitadas a doentes em ambulatorio, 32% a doentes internados e 6% em urgéncia.

Actualmente, cerca de 75% das analises estdo automatizadas.
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O SPC encontra-se, na sua totalidade, acreditado pelo Instituto Portugués de
Acreditacdo (IPAC) de acordo com a NP 1SO 15189:2007, num processo que se iniciou
em 2008 e que ficou concluido em Junho de 2011, apds a Auditoria de Concessdo em
Novembro de 2010.

A érea de Urgéncia do SPC corresponde a uma estrutura de apoio laboratorial ao
Servico de Urgéncia do IPOLFG, E.P.E., assegurado de forma rotativa por uma equipa
pluridisciplinar, durante 24 horas por dia, 365 dias por ano. A Central de Colheitas é
responsavel pela sequéncia de actividades pré-analiticas, nomeadamente a colheita e
triagem de amostras e, finalmente, a Gestdo da Qualidade é responsavel pela
coordenacdo do Sistema de Gestdo da Qualidade, na sua concepcdo, implementacéo,

monitorizacao, melhoria e revisao.

A segunda fase do estagio profissional foi realizada no Laboratério de Analises
Clinicas Nova Era - Luz, Lda. que, juntamente com a Clinica Médica Nova Era, Lda.,
integram a Clinica Médica e Laboratorial Nova Era. Esta estrutura empresarial foi, em

2007, englobada no Grupo S&o Jodo de Deus | Grupo de Saude.

Ao longo da sua existéncia a Clinica Médica e Laboratorial Nova Era procurou aliar
a componente das analises clinicas com a das consultas médicas, visando a prestacdo de
um servico de cuidados de salde integrado, inovador e de elevada qualidade aos seus

clientes.

O Grupo empresarial Nova Era teve a sua origem como Laboratério de Analises
Clinicas, pelo que essa area sempre foi o seu principal foco de inovacdo, de
especializacdo e de investimento. O Laboratdrio existente actualmente foi construido de
raiz em 1999, a altura dotado com modernas tecnologias, que tém sido alvo de
renovagdo com o tempo. O Laboratorio Nova Era - Luz encontra-se organizado em seis
sectores principais, 0 sector de Imunologia, Bioquimica, Hematologia, Microbiologia,
Colheita de Amostras e Recepcdo e Triagem de Amostras. O Laboratdrio processa uma

média de 150 amostras diérias.

O Laboratdrio de Anélises Clinicas Nova Era-Luz, Lda. encontra-se localizado na
zona das Laranjeiras, em Lisboa, e conta com postos de colheita de analises ndo s6 na
cidade de Lisboa como também na regido de Lisboa e Vale do Tejo. O referido
Laboratorio efectua, igualmente, a recolha de analises clinicas ao domicilio e tem

acordos com as principais seguradoras e sistemas de salde publicos e privados.
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Os objectivos do presente trabalho sdo fazer uma apresentacéo dos locais de estagio,
a descricdo da fase pré-analitica e dos parametros efectuados nas diferentes valéncias
bem como a respectiva identificacdo do tipo de produto biologico necessario a sua
execucdo, o seu significado clinico, a metodologia utilizada nos varios equipamentos e,
ainda, o controlo de qualidade interno e a avaliagdo externa da qualidade. Na
Monografia € desenvolvido o tema "Factores de Risco da Trombose — Avaliacdo
Laboratorial”, no qual se procura definir a trombose e 0s mecanismos inerentes a
ocorréncia desta patologia, identificar os factores de risco associados a mesma, assim

como 0s métodos laboratoriais que podem ser utilizados na avaliacdo destes factores.
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2. FASE PRE-ANALITICA

No Estagio Profissional realizado era parte integrante a Fase Pré-Analitica, valéncia
realizada quase na sua totalidade no IPOLFG, E.P.E. e cuja duracao global foi muito
superior as 110 horas minimas, estabelecidas no Regulamento dos Estagios
Profissionalizantes do Mestrado em Anélises Clinicas (MAC), o que me permitiu a

aquisicdo de conhecimentos e experiéncia pratica inestimaveis.

Os dados produzidos nos laboratérios de analises clinicas tém uma grande influéncia
na tomada de decisdo dos clinicos e no diagnostico dos pacientes, o que €

particularmente importante em pacientes com condicGes clinicas graves, como o cancro.

Neste contexto, a Fase Pré-Analitica vem sendo apontada por diferentes estudos
como a etapa onde se verificam a maioria dos erros laboratoriais, sobretudo devido a
dificuldade em controlar as varias “varidveis pré-analiticas”, nomeadamente a
identificacdo/preparacdo do paciente, a colheita da amostra e a identificagéo, transporte
e conservacdo dos produtos biologicos e em realizar a melhoria dos processos
envolvidos. Esta fase & mais suscetivel a erros devido ao factor humano associado, na
medida em que a maioria dos processos ndo é automatizada, obrigando a muitas
atividades manuais. Para garantir a obtencdo de resultados com maior qualidade e mais
confiaveis, isto &, reduzir a ocorréncia de erros, é fundamental cumprir com o0s
procedimentos/instrucbes de trabalho perfeitamente estabelecidas pelo SPC. Este
Servigo da igualmente muita importancia a educacdo continua de todos os profissionais

envolvidos nos processos de obtencdo e manipulacdo de amostras bioldgicas.

A Fase Pré-Analitica inicia-se com a solicitagdo da analise, passa por uma série de
etapas e envolve varios procedimentos até terminar quando se inicia a analise
laboratorial propriamente dita. Em seguida sdo descritas algumas das principais etapas e
procedimentos da Fase Pré-Analitica.

2.1. COLHEITA DE AMOSTRAS

A colheita de amostras € uma das actividades mais importante de um laboratorio de
analises clinicas, na medida em que afecta a qualidade e credibilidade dos resultados,
constituindo também, na quase totalidade das vezes, o local de contacto privilegiado
entre o doente e o laboratério.
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As amostras sdo colhidas na Central de Colheitas do SPC, nos diversos Servi¢cos do
IPOLFG, E.P.E. ou nos Hospitais/Laboratorios privados que requisitam analises. Todas
as amostras que sdo colhidas no Instituto sdo identificadas através de etiquetas de
codigo de barras coladas nos tubos e posteriormente registadas no sistema informatico
Clinidata XXI. Os registos das actividades de colheita sdo fundamentais para assegurar
a rastreabilidade das amostras, efectuada através do Numero de Computador (NC)
correspondente. O procedimento de colheita/recepcdo de amostras encontra-se
documentado no Manual de Colheitas e Instru¢bes, no qual estdo definidas as
responsabilidades e as metodologias de colheita de todos os tipos de amostras
analisadas no laborato6rio, assim como os critérios de aceitacdo/rejeicdo das amostras e
as accOes correctivas a serem tomadas em caso de amostras que sdo rejeitadas. Alguns

dos referidos critérios de rejeicdo sdo:
« Amostras ndo identificadas ou com insuficiente identificacdo do paciente;
o Amostras etiquetadas com NCs ja processados;
o Amostras coaguladas;
« Amostras hemolisadas;
« Amostras com volume incorrecto;
o Amostras colhidas em tubos/materiais inadequados;
« Utilizacdo de anticoagulante errado;

« Condicdes de transporte e de armazenamento inadequadas (ex.: temperatura,

tempo, outras);
» Contaminacao dos tubos/materiais utilizados pelos laboratérios;

« Problemas na centrifugacdo das amostras (tubos partidos).

As amostras que chegam a Pré-Analitica sdo recepcionadas pelos Assistentes
Técnicos (AT) e/ou Técnicos e sdo conferidas com as respectivas requisi¢cdes, com o
pedido electronico e, como referido anteriormente, identificadas por colocagdo de
etiquetas (quando aplicavel). As amostras provenientes da Central de Colheitas séo
transportadas para a Pre-Analitica do SPC, por Assistentes Operacionais (AO), em
malas fechadas proprias. O transporte das restantes amostras, colhidas em outros locais,

deve obedecer aos critérios estabelecidos no Manual de Colheitas.
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Todas as amostras que chegam a Pré-Analitica ou aos Laboratdrios sdo avaliadas de
forma a verificar o cumprimento dos critérios de aceitacdo/rejeicdo de amostras (Figura
1.). As amostras recepcionadas séo centrifugadas, quando aplicével, e distribuidas pelos
diferentes laboratorios.

Avaliacao da
amostra

Triagem

Entrada do
produto
Amostra
cumpre
ritérios?

Na Amostra rejeitada

A

Sim

Entrada do
y'y produto

Rejeicao
imediata?

Sim—»{ Amostra rejeitada

A

Centrifugagéo de

Resolucédo da
ocorréncia?

Sim

produtos
(quando aplicavel)

Amostra

Si

hemolisada?

ceitagcéo co
restricdbes?

Nao

v

Direccionamento das
amostras para 0s

Sim diferentes laboratérios

Entrada do
produto

Figura 1. — Fluxograma do Processo de Avaliagdo das Amostras.

2.1.1. Colheita de Sangue

O sangue é o produto biologico mais utilizado nas analises clinicas, devido a
presenca da maior parte dos analitos estudados. De acordo com a Instrugdes de Trabalho
do SPC, a colheita de sangue obedece a uma série de metodologias que visam assegurar

a boa qualidade dos resultados bem como um bom nivel de satisfacdo do paciente.
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Antes da realizacdo de qualquer colheita o Técnico deve proceder a
higienizacdo/proteccdo maos, lavando-as com agua e sabdo ou passando por uma

solucdo alcoodlica a 70° ou, ainda, colocando uma luvas novas.

Depois de colocado o garrote, para melhor deteccdo das veias, o Técnico deve

selecionar a zona da puncéo, tendo sempre o cuidado de seguir 0s seguintes critérios:

« Seleccionar uma veia que seja facilmente palpavel,

« N&o seleccionar o brago do lado de uma mastectomia;

« Nunca puncionar uma fistula (hemodialise);

e N&o seleccionar um local do braco onde o doente foi submetido a uma
infusdo intravenosa;

« N&o seleccionar um local com hematoma, edema ou contus&o;

« Néo seleccionar um local com mdltiplas pungdes.

A zona onde se realiza a puncdo deve ser desinfectada com uma compressa

celulésica embebida em alcool a 70%.

No que se refere a colheita de sangue propriamente dita, 0 paciente deve ter o brago
totalmente esticado e apoiado e a palma da mao deve estar voltada para cima. O Técnico
deve, entdo, introduzir a agulha, de forma suave e rapida, num angulo de 15 a 45° no
centro da veia e 1-1.5 cm ao longo da veia. Assim que o sangue comecar a fluir no tubo
do sistema “butterfly” ou na seringa, deve ser pedido ao doente para abrir a mao. O
Técnico deve puxar lentamente o émbolo da seringa até obter o volume de sangue
desejado. Quando se trata de sistema de vacuo, ele deve ajustar o primeiro tubo ao
adaptador do sistema “butterfly” e aguardar que fique cheio, podendo entéo ser retirado
e substituido pelo proximo. Neste momento o Técnico deve ter o cuidado de retirar o
garrote 0 quanto antes e, posteriormente, ao retirar a agulha da veia, deve colocar uma

compressa celulésica embebida em alcool a 70% na zona puncionada.

O Técnico deve, em seguida, colocar a agulha ou o sistema “butterfly” num
contentor especial de perfurantes (tipo 1V). No caso das colheitas efectuadas com
agulhas e seringas, este deve distribuir o sangue pelos tubos previamente identificados,
tendo o cuidado de evitar a hemolise. Finalmente, o Técnico deve tapar os tubos e agitar
aqueles que tém anticoagulante, 3 a 5 vezes por inversdao. As seringas devem ser

colocadas num contentor com saco branco (tipo Il1);
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Como referido, o sangue pode ser colhido em tubos secos, obtendo-se o soro, que é
utilizado para efectuar a maioria das anélises de Bioquimica e Imunologia ou, entdo, em
tubos com anticoagulante, obtendo-se o plasma, que é utilizado sobretudo nas analises
de Hematologia. Os anticoagulantes mais utilizados, no geral, sdo 0 EDTA e o citrato de
sodio. E importante referir que o respeito pela propor¢do sangue/anticoagulante, que se
verifica no acto da colheita, é essencial para a obtencdo de resultados aceitaveis. Em
regra, os tubos tém uma marca que indica o limite para enchimento com o sangue

colhido.

2.1.2. Colheita de Urina

A colheita da urina é um procedimento facil de executar pelo proprio paciente, com
excepcao dos casos especiais, como o0s bebés ou os imobilizados/acamados, em que séo

usados sacos colectores.

Os diferentes tipos de urina, designados de acordo com o modo/periodo do dia em

que sao colhidos, bem como o seu propoésito analitico sdo 0s seguintes:

« Primeira urina da manha — Urina tipo Il (mais concentrada);
 Urina aleatoria (colhida a qualquer hora do dia) — Testes de rotina;

« Urina de 24 horas — Determinac&o de analitos que apresentem variagéo diurna.

2.1.3. Colheita de Outros Liquidos Bioldgicos

A colheita de outros liquidos bioldgicos, como o liquido ascitico, pleural,
cefalorraquidiano, entre outros, sdo geralmente solicitados para determinar analitos

especificos e a sua colheita é, normalmente, um acto médico.
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3. IMUNOLOGIA

O estégio profissional na valéncia de Imunologia é parte integrante do plano de
estudos do Curso de Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Lisboa. O estagio decorreu no Laboratdrio de Imunologia do Instituto
Portugués de Oncologia de Lisboa, Francisco Gentil, E.P.E. (IPOLFG, E.P.E.), sob a
orientacdo da Dr.2 Maria Cesaltina Lourengo, no periodo compreendido entre 31 de
Maio de 2010 e 3 de Setembro de 2010.

O Laboratério de Imunologia esta integrado no Servico de Patologia Clinica do
IPOLFG, E.P.E., desenvolvendo um conjunto de actividades especificas como o
diagndstico e a monitorizacdo de doengas de proliferacdo monoclonal plasmocitéria,
bem como de doengas autoimunes sistémicas e especificas de 6rgdo, a serologia
infecciosa, a determinacdo de alguns marcadores tumorais e a avaliagdo proteica em

varios fluidos biolégicos.

O Laboratério de Imunologia esta organizado em quatro sectores, de acordo com as
metodologias utilizadas (Tabela 1.) e a natureza dos parametros efectuados.

Tabela 1. - Setores do Laboratério de Imunologia e respectivas metodologias.

Sector Metodologia

Nefelometria
Imunoquimica Electroforese/Imunofixacéo

Técnicas Manuais

Marcadores Tumorais Electrogquimioluminescéncia
Micro-ELISA
Serologia Nefelometria

Técnicas Manuais

Imunofluorescéncia Indirecta
Autoimunidade Micro-ELISA

Immunoblot
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3.1. IMUNOQUIMICA

A Imunoquimica engloba um conjunto de metodologias que permitem explorar as

reacgdes especificas que ocorrem entre antigénios e anticorpos.

Este sector do Laboratdrio de Imunologia dedica-se ao estudo das proteinas através
das técnicas de electroforese e imunofixacdo e ao doseamento de proteinas individuais,
por nefelometria, nomeadamente quando sdo detectadas alteracbes nos padrbes
electroforéticos (sobretudo na regido das gama-globulinas). E também efectuada uma
técnica manual para a pesquisa de crioglobulinas.

3.1.1. Nefelometria

Fundamento do Método

A nefelometria € um método de imunoensaio (imunonefelometria) baseado numa
reacgdo imunoquimica entre as proteinas presentes na amostra em estudo e anticorpos
especificos, levando a formacéo de imunocomplexos que causam uma turvacao do meio
e dispersam a luz incidente que atravessa a amostra. A utilizacdo desta metodologia
permite medir a quantidade de material suspenso, a partir da medic¢do da luz dispersa
para um detector, o qual ndo esta colocado na mesma direccao do feixe de luz incidente.
Normalmente, os nefelémetros medem a intensidade da luz dispersa num angulo de 90°
em relacdo ao feixe de luz incidente. A intensidade da luz dispersa é directamente
proporcional a quantidade de antigénio presente na amostra em estudo, desde que seja
medida na zona de excesso de anticorpo, sendo determinada por compara¢do com
diluicdes de um padréo de concentracéo conhecida.

Aplicacéo

Doseamento de proteinas especificas.

Amostras

Soro e Urina (amostras mais frequentes);

Liquido cefalorraquidiano (LCR) e outros liquidos bioldgicos.

Equipamento
BN ProSpec da Siemens.
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3.1.1.1. Proteinas Doseadas no Laboratério de Imunologia

Pré-albumina

A pré-albumina é uma glicoproteina sintetizada no figado, cuja principal funcéo é o
transporte da tiroxina e da proteina de transporte do retinol (vitamina A) (RbP, do

inglés, Retinol-binding Protein).

A concentracdo sérica da pre-albumina reflecte a capacidade de sintese do figado e
encontra-se acentuadamente reduzida em condicGes de ma nutricdo. Devido ao seu
periodo de semi-vida reduzido, cerca de dois dias, a pré-albumina pode ser Gtil na

monitorizacao do estado nutricional e da eficacia da nutricdo parentérica.

Albumina

A albumina é a principal proteina plasmatica, representando mais de metade das
proteinas totais séricas. E formada exclusivamente no figado e serve como proteina de
transporte e de ligacdo ao calcio, acidos gordos, bilirrubina, hormonas, entre outros.

Contribui para a manutencao da pressdo oncotica.

ConcentracOes séricas reduzidas de albumina (hipoalbuminemia) ocorrem em casos
de insuficiéncia grave da capacidade de sintese hepética (exs. cirrose hepatica, hepatite
grave, ma nutricdo crénica), bem como em situacdes de perda acentuada de proteinas

(exs. sindrome nefrotico, gastroenteropatia, queimaduras graves).

O doseamento de albumina na urina (microalbumindria) permite avaliar defeitos na
barreira de filtracdo glomerular, que estdo geralmente associados a niveis aumentados
de albumina na urina, podendo constituir um indicador de complicagdes renais, por

exemplo na diabetes mellitus.

A concentracdo de albumina no LCR é uma medida da integridade da barreira
hematoencefalica (BHE). A determinacdo do quociente de albumina LCR/Soro permite
avaliar ndo s6 a integridade da BHE, como também a sintese intratecal de

imunoglobulinas.

O doseamento da albumina pode também ser efectuado nos liquidos ascitico e

pleural, para a diferenciacdo entre transudado e exsudado.
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ai-Antitripsina

A ag-antitripsina € uma glicoproteina sintetizada no figado e representa cerca de
90% da fracgdo das as-globulinas, da electroforese sérica. E uma proteina de fase aguda
com actividade anti-proteésica.

Tanto a deficiéncia hereditaria de aj-antitripsina, como valores séricos elevados

durante uma reaccdo de fase aguda, estdo associados a sindromes especificos. Os
estados de deficiéncia de ag-antitripsina tém frequentemente uma causa genética.
Valores elevados de az-antitripsina devem-se, na maioria dos casos, a uma reacgéo de

fase aguda a infeccdo e inflamacéo.

Ceruloplasmina

A ceruloplasmina é uma glicoproteina que migra na regidao das op-globulinas da
electroforese do soro, é a principal proteina de transporte do cobre. Além disso, é uma
proteina de fase aguda que exibe actividade enzimatica como oxidase para varios

substratos, podendo estar aumentada durante os processos inflamatorios.

Na doenca de Wilson e no sindrome de Menke (perturbacBes hereditarias do

metabolismo do cobre), os niveis séricos de ceruloplasmina sdo acentuadamente

diminuidos. Niveis baixos de ceruloplasmina ocorrem também em doentes com

insuficiéncia hepatica e sindrome de perda de proteinas.

Haptoglobina

A haptoglobina € uma glicoproteina sintetizada no figado, que migra na regido das
az-globulinas da electroforese sérica. Liga-se a hemoglobina libertada durante a lise dos
eritrocitos. O complexo haptoglobina-hemoglobina formado é rapidamente eliminado

da corrente sanguinea.

A libertacdo aumentada de hemoglobina, devido a hemolise intravascular resulta
numa reducao da concentragéo serica de haptoglobina e, durante uma hemdlise grave no
consumo total de haptoglobina. E uma proteina de fase aguda que pode atingir niveis

elevados em condi¢Oes inflamatorias.
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a,-Macroglobulina

A az-macroglobulina € uma glicoproteina inibidora das proteases, embora de forma
menos especifica do que a ag-antitripsina. Transporta hormonas e enzimas e inibe

factores do complemento e da hemostase.

Nos estados hiperfibrinoliticos, ap0s cirurgia, na septicemia e na insuficiéncia
hepatica grave, os valores de a,-macroglobulina medidos, no soro, sdo frequentemente
baixos. Os doentes com pancreatite aguda apresentam concentragdes séricas baixas, que

se correlacionam com a gravidade da doenca.

O ensaio de ap-macroglobulina, na urina, tem uma importancia primordial no
diagnostico diferencial do sindrome nefrético, um racio oz-macroglobulina/albumina

elevado é indicativo de hematuria pos-renal.

No Laboratorio de Imunologia, o doseamento da op-macroglobulina é feito

exclusivamente na urina.

a;3-Microglobulina

A az-microglobulina é uma glicoproteina de baixo peso molecular que é filtrada pelo
glomérulo, sendo posteriormente reabsorvida pelos tabulos proximais.

O interesse clinico da determinagdo quantitativa da as-microglobulina na urina é a
identificacdo de proteinurias tubulares. Concentraces aumentadas de proteinas de baixo
peso molecular, como é o caso da a;-microglobulina, podem ser indicativas de leséo
tubular, como acontece frequentemente nas nefrites, nefropatias diabéticas avancadas,

apos exposicdo a metais pesados ou ap6s administracdo de farmacos nefrotoxicos.

Proteinas do Complemento — C3 e C4

O sistema do complemento corresponde a um conjunto de proteinas séricas que se
encontram em circulacdo, na forma inactiva. Tem como principais funces a
amplificagéo bioldgica da resposta imunitaria e a intervencéo na resposta inflamatoria, o
gue sO acontece apds a sua activacdo. O complemento pode ser activado por duas vias, a
via cléssica, desencadeada sobretudo por imunocomplexos ligados as células, e pela via
alterna, activada sobretudo por corpos estranhos, como 0s microrganismos. O
componente C3 € uma proteina-chave de ambas as vias, enquanto que a C4 é uma

proteina exclusiva da via classica. A activagdo andémala do complemento é
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acompanhada por um consumo excessivo das proteinas C3 e C4, de modo que a
diminuicdo das suas concentracGes sericas permite o diagndstico de patologias

associadas as proteinas C3 e C4 do complemento.

Concentracfes séricas diminuidas de C3 e C4 observam-se sobretudo no lupus
eritematoso  sistéemico (LES) activo e em formas de glomerulonefrite
membranoproliferativa. Uma diminuicdo isolada da C4 pode manifestar-se no
angioedema hereditario e em crioglobulinemias. Estes dois factores do complemento
reagem como proteinas de fase aguda, podendo apresentar concentracdes aumentadas

nos processos inflamatorios.

Imunoglobulinas

As imunoglobulinas (lg) sdo proteinas produzidas pelos plasmaocitos (linfécitos B
diferenciados) apds estimulacdo antigénica, funcionando como anticorpos, pois
reconhecem 0s determinantes antigénicos que suscitam a sua producdo. Cada
imunoglobulina é constituida por quatro cadeias polipeptidicas, duas cadeias leves
idénticas, k ou A, e duas cadeias pesadas idénticas, unidas entre si por pontes
dissulfureto. As cadeias pesadas definem cada uma das cinco classes de
imunoglobulinas: IgM, IgD, IgG, IgA e IgE; e determinam a sua actividade funcional. A
classe 1gG tem quatro subclasses: 19G1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4. A classe IgA tem duas
subclasses: IgAl e IgA2 (Tabela 2.).

Cada cadeia, leve e pesada, possui duas regides funcionais, a regido variavel (V)
responsavel pelo reconhecimento do antigénio, e a regido constante (C) com

propriedades efectoras.

Tabela 2. - Propriedades dos diferentes isotipos de imunoglobulinas humanas.

Cl
asse Cadeias Pesadas Funcéo
(Subclasse)
19A a o
Antimicrobiana
(IgA1, IgA2) (al, a2)
Opsonizacao
19G Y Activagdo do Complemento
(19G1, 19G2, 1gG3, 19G4) (v1,v2,v3,v4) Produzida em resposta a infeccéo

secundaria
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Classe

Cadeias Pesadas Funcéo
(Subclasse) ! une

Activagdo do Complemento

IgM M Producdo em resposta a infecgdo
priméria

Receptor de antigénio de superficie
IgD d (Linfécitos B) Funcdo bioldgica
desconhecida

Participa em reacgoes de
IgE € hipersensibilidade imediata (alergias)
e parasitoses

As imunoglobulinas migram na fraccdo das y-globulinas da electroforese das
proteinas séricas, sendo que as mais abundantes sdo as pertencentes a classe IgG.
Quando se observam alteracdes nesta fraccdo, deve ser efectuado o doseamento das

imunoglobulinas por nefelometria.

A diminuicdo das imunoglobulinas no soro, hipogamaglobulinemia, pode ocorrer
em consequéncia de defeitos genéticos (imunodeficiéncias congénitas) ou adquiridos,
como infecgdes e alguns tumores malignos. Por outro lado, 0 aumento dos niveis de
imunoglobulinas pode ocorrer de forma policlonal (gamapatias policlonais), em que ha
uma producdo heterogénea de anticorpos em resposta a quadros infecciosos e
inflamatdrios cronicos, a doencas hepaticas e autoimunes, ou de forma monoclonal
(gamapatias monoclonais) a qual surge em resultado de uma Unica classe, ou subclasse,
de imunoglobulinas produzidas por uma Unica linhagem de plasmdécitos, como acontece
no mieloma multiplo (IgG ou IgA), na doenca de Waldenstréom (IgM) e em algumas

patologias benignas (exs. infec¢des urinarias, hepatite cronica, cirrose).

No Laboratério de Imunologia é efectuado o doseamento sérico das classes de

imunoglobulinas: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE; e das quatro subclasses da 1gG. As classes
IgG, IgA e IgM também sdo quantificadas no LCR de forma a avaliar a sintese
intratecal de imunoglobulinas. Além disso, é feita a determinagéo da 1gG na urina para o

estudo da proteindria.
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Cadeias Leves das Imunoglobulinas

As imunoglobulinas sdo constituidas por duas cadeias leves, k¥ ou A. Cada cadeia
leve encontra-se ligada covalentemente a uma cadeia pesada e estas duas estdo ligadas,
também covalentemente, a regido de ligacdo. Nos individuos saudaveis, a maioria das
cadeias leves encontram-se deste modo no soro, ligadas as cadeias pesadas. No entanto,
em algumas situacdes patoldgicas podem ser encontradas cadeias leves livres (FLC, do

inglés, Free Light Chain).

As imunoglobulinas policlonais apresentam os dois tipos de cadeias leves, Kk e A,
numa relacdo constante de 2:1, as imunoglobulinas monoclonais possuem cadeias leves
de um s6 tipo, k¥ ou A. O aumento da producdo de imunoglobulinas completas ou de
FLC monoclonais altera a relagdo das cadeias leves k/A. Assim, um quociente Kk/A
alterado estd geralmente associado a presenca de uma gamapatia monoclonal (ex.

mieloma mdltiplo).

3.1.2. Electroforese

Fundamento do Método

A electroforese é uma técnica que permite a separacdo dos componentes ionizados
presentes nas amostras em estudo. Consiste na migracdo dos diferentes analitos, a uma
velocidade que é funcdo da carga e do tamanho da espécie ionizada, quando colocados
em suporte adequado (exs. acetato de celulose, gel de agarose ou poliacrilamida) e

sujeitos a um campo eléctrico.

Parametros

Proteinograma;

Electroforese de Hemoglobinas.

Equipamento
Aparelho semi-automatico de electroforese — Hydrasis da Sebia;
Aplicador automatico de amostras — Hydraplus da Sebia;

Densitémetro/Scanner com software Phoresis da Sebia.
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3.1.2.1. Electroforese das Proteinas Séricas

A electroforese das proteinas baseia-se no facto destas possuirem carga eléctrica,
devido a presenca de grupos carregados positiva e negativamente, e nas suas
propriedades anfotéricas, podendo comportar-se como acidos ou como bases, consoante
0 pH do meio. Quando sujeitas a um campo eléctrico, as proteinas podem migrar do
anodo para o catodo ou vice-versa, consoante a sua carga (positiva ou negativa) e o pH
do meio (acido ou alcalino). Assim, as proteinas sdo separadas em diferentes fraccoes,
podendo ser coradas e, posteriormente, medidas por densitometria. O resultado desta
medigdo conduz a um “perfil electroforético” (Figura 2.) separando cinco fracgdes de
proteinas que sdo, por ordem decrescente de mobilidade: albumina, alfa;-, alfa,-, beta- e

gama-globulinas. Cada fraccdo contém uma ou mais proteinas.

I
Prto
B

a1 o2 Y

Figura 2. — Perfil electroforético do soro de um individuo normal e respectivas
fracgBes de proteinas.

Proteinograma

A electroforese de proteinas € um pardmetro muito util na rotina laboratorial, com

vista & deteccdo de anomalias no perfil proteico.

Amostra

Soro (o plasma é um tipo de amostra a evitar porque a presenca de fibrinogenio
introduz, nesta técnica, uma banda suplementar que pode dificultar a interpretacdo).
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Principio do Teste

A electroforese das proteinas séricas baseia-se nos principios da electroforese de
zona executada num suporte adequado, neste caso utiliza-se a agarose por ser um
suporte versatil e eficaz. Separa as proteinas do soro, submetendo-as a um campo
eléctrico. Colocadas em meio alcalino (pH 9.2), estas moléculas anfotéricas adquirem
uma carga global negativa e sob a influéncia do campo eléctrico migram do catodo para
0 anodo. Assim separadas, as diferentes fracgdes proteicas sdo coradas com negro de
amido (o excesso de corante € posteriormente removido por passagens numa solugédo
descorante com pH é&cido) e medidas por densitometria (medi¢do da quantidade de
corante fixada ao longo do suporte), que d& uma quantificacdo relativa, em

percentagem, das fraccdes proteicas.

Para determinacGes de rotina, as proteinas sdo separadas em cinco fraccdes de

mobilidade. As proteinas mais representativas em cada fracgdo sdo as seguintes:

o Fraccdo da Albuming;

e Frac¢do das ay-globulinas: os-antitripsina, as-glicoproteina &cida, -
fetoproteina e a-lipoproteina;

e Fraccdo das  ap-globulinas:  op-macroglobulina,  haptoglobina e
ceruloplasmina;

o Fraccdo das B-globulinas: transferrina, ferritina, proteinas do complemento
C3 e C4 ¢ B-lipoproteina;

 Fraccdo das y-globulinas: imunoglobulinas e proteina C reactiva.

3.1.2.2. Electroforese de Hemoglobinas

A hemoglobina (Hb) humana é formada por quatro subunidades (tetramero) de
cadeias peptidicas idénticas duas a duas, designadas globinas. Cada uma das

subunidades esta ligada ao grupo heme (contém ferro) ao qual se liga o oxigénio.

Devido a variacbes nas cadeias globinicas, distinguem-se varios tipos de
hemoglobina, dos quais trés sdo considerados normais, HbA (a2f32, @ mais abundante
representando 97 a 98% da Hb total), HbA; (0202, cerca de 2,5%) ¢ HbF (ayy,, cerca de
1%). No recém-nascido, existe cerca de 80% de HbF que sera substituida por HbA, seis

meses ap0os 0 nascimento.
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As hemoglobinopatias, patologias que envolvem anomalias das hemoglobinas,
constituem o grupo de patologias genéticas mais comuns na populacdo humana e podem

ser de dois tipos:

o Hemoglobinopatias do tipo qualitativo — Variantes da Hemoglobina,
resultantes da alteracdo da estrutura de uma cadeia globinica, a maioria

afectando as cadeias a- ou B-globina, exs. HbS (drepanocitose), HbC e HbD;

« Hemoglobinopatias do tipo quantitativo — Talassémias, resultantes da
auséncia ou diminui¢@o da sintese de uma cadeia globinica, exs. B-talassémia
¢ o-talassémia. A persisténcia hereditaria da HbF também é uma

hemoglobinopatia do tipo quantitativo.

Aplicacédo
Separacdo das hemoglobinas normais (A e Ay) e deteccdo das principais variantes de

hemoglobina (Sou D e C ou E).

Amostra

Sangue total colhido em tubo com anticoagulante.

Principio do Teste

A electroforese das hemoglobinas é feita a partir do hemolisado, obtido por lavagem
dos glébulos vermelhos, em gel de agarose e em meio alcalino (pH 8,5), no qual as
hemoglobinas migram para o anodo. Apds coloragdo com negro de amido e depois de
retirado o excesso de corante com uma solucdo &cida, as fraccdes de hemoglobina
podem ser analisadas visualmente por comparagdo com um padrdo de referéncia, ou por

densitometria.

Interpretacdo

A estrutura espacial da hemoglobina depende da natureza e sequéncia dos
aminoacidos que formam as cadeias. A substituicdo dos aminodcidos (sobretudo nas
cadeias ), por mutacdo, ¢ responsavel pela formacao de variantes das hemoglobinas,
que tém diferentes cargas superficiais e consequentemente diferentes mobilidades

electroforéticas.
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Variantes da Hemoglobina

HbS — E a variante de Hb mais comum e resulta de uma mutagio no coddo 6 do
gene que codifica para a cadeia B da globina, na qual ha uma substitui¢do do éacido
glutdmico pela valina. A presenca de HbS é caracteristica da drepanocitose, ou anemia
das células falciformes. Produz efeitos deletérios porque, em desoxigenacdo, ha uma
reducdo da sua solubilidade e ocorre polimerizacéo, levando a deformacao dos glébulos
vermelhos (forma de foice caracteristica — drepandcitos). A HbS migra entre a HbA e a
HbA,.

HbC — é a segunda variante mais comum e resulta de uma mutacdo no codao 6 do
gene que codifica para a cadeia  da globina, na qual ha uma substituicdo do acido
glutdmico pela lisina. A carga positiva, resultante desta substituicdo, confere uma
mobilidade electroforética reduzida a HbC e a sua migracdo sobrepbe-se a da HbA,. Os
niveis elevados de HbA, sdo incompativeis com a vida, pelo que este aumento pode

dever-se na realidade a presenca de HbC.

HbD — Resulta de uma mutagdo por substituicdo do acido glutamico pela glicina na
posigdo 121 da cadeia B-globina. Apresenta uma mobilidade electroforética semelhante
a da HbS, mas ao contrario desta, ndo se separa das hemoglobinas A e A;, pelo que é
necessario recorrer a uma prova de falciformacéo que pée em evidéncia a polimerizacao

da HbS, permitindo assim distinguir as variantes S e D da hemoglobina.

HbE - Resulta de uma mutagdo por substituicdo do acido glutdmico pela lisina na
posi¢do 26 da cadeia B-globina. Apresenta uma mobilidade electroforética semelhante a

HbC, sendo possivel a sua distin¢do por electroforese em meio acido.

Talassémias

As talassémias pertencem ao grupo de hemoglobinopatias do tipo quantitativo,
caracterizadas pela diminuicdo da sintese de uma das cadeias globinicas. Para
compensar este défice ha um aumento da sintese de outras cadeias para se formar o
tetramero. Nas [-talassémias hd uma redugdo de sintese das cadeias P, sendo
substituidas pelas cadeias 6 que formam a HbA2 (a39,), levando assim a um aumento da
HbA,. Nas a-talassémias ha uma diminui¢ao da sintese das cadeias o, que afecta todas

as fraccOes da hemoglobina (A, Az e F).
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Em ambos os casos, a electroforese de hemoglobinas apresenta-se normal ou sem
grandes alteragdes e ndo é suficientemente precisa para quantificar a HbA,, importante
no diagnostico da B-talassémia. Assim, a electroforese de hemoglobinas é datil na
identificacdo de variantes da hemoglobina, no entanto para o estudo das talassémias é

conveniente 0 recurso a outros métodos.

3.1.3. Imunofixacgdo

Principio do Teste

A imunofixacdo combina as técnicas de electroforese e imunoprecipitagéo,
permitindo detectar e identificar as imunoglobulinas monoclonais, marcadores das
gamapatias, detectadas na electroforese das proteinas séricas. A imunofixa¢do ocorre

em quatro etapas:
 Separacdo das proteinas por electroforese em gel de agarose;

o Fixacdo e imunoprecipitacdo das proteinas separadas por electroforese:
aplicacdo de anti-soros monoespecificos e fixador, directamente sobre o gel,
ao nivel das pistas de migracdo, que se difundem sobre o gel; o fixador
precipita todas as proteinas; os anti-soros de especificidades diferentes, anti-
cadeias pesadas y (IgG), a (IgA) e n (IgM) e anti-cadeias leves k e A (livres e
ligadas), precipitam os antigénios correspondentes, formando complexos

antigénio-anticorpo;

« As proteinas sollveis, ndo precipitadas, sdo removidas do gel por lavagem e
absorcdo com papel de filtro, as proteinas precipitadas ficam retidas no

interior da matriz do gel,

« Coloracdo das proteinas imunoprecipitadas com violeta acido e comparagao
da posicdo das bandas imunoprecipitadas com as bandas andmalas,

observadas ap0s electroforese das proteinas;

« Para identificar de forma precisa a natureza das bandas monoclonais deve ser
utilizado, paralelamente, um anti-soro poliespecifico de forma a produzir um

padréo de referéncia electroforético de proteinas (pista de referéncia);

« A imunofixacgéo € efectuada no aparelho semi-automatico de electroforese —

Hydrasis da Sebia, em amostras de soro.
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Interpretacio

Uma amostra de soro normal apresenta uma zona corada difusa e de fundo leve, sem
formacdo de bandas severas, ou de fundo limpido e sem coloracdo. Uma reaccéao
policlonal produz um fundo de coloragéo difusa e sem formacao de bandas severas. A
presenca de uma imunoglobulina monoclonal (gamapatia) é caracterizada por uma
banda estreita e bem visivel, devendo estar localizada ao mesmo nivel de migracao que

a banda presente na pista de referéncia.

3.1.3.1. Pesquisa da Proteina de Bence Jones

Foi estabelecido que a proteina de Bence Jones corresponde as cadeias leves livres.
Nas discrasias plasmocitarias, esta proteina € produzida em excesso por um Unico clone
de plasmdcitos neoplésicos. Trata-se de uma proteina de baixo peso molecular com um
periodo de semi-vida curto, de 2 a 6 horas, sendo rapidamente filtrada pelo glomérulo e
posteriormente reabsorvida pelos tubulos proximais, pelo que o seu aparecimento na
urina s6 acontece quando é produzida em grandes quantidades, excedendo a capacidade

de metabolizacao do rim.

A deteccdo da proteina de Bence Jones tem um mau prognoéstico, podendo estar

associada ao mieloma mdltiplo a cadeias leves.

A sua pesquisa pode ser feita no soro ou na urina, por imunofixacdo, semelhante a
descrita no ponto anterior, no entanto os anti-soros aplicados séo diferentes. E utilizado
um anti-soro trivalente anti-cadeias pesadas y (IgG), a (IgA) e n (IgM), anti-cadeias

leves k e A (conjugadas, livres e ligadas) e anti-cadeias leves livres «k e A.

3.1.4. Estudo das Proteinas do LCR

O LCR é formado, principalmente, pelos plexos coroides. E pobre em proteinas e
mais de 80% sdo provenientes do plasma, o que equivale normalmente a valores
inferiores a 1% das proteinas plasmaticas. A composi¢cdo do LCR é controlada pela
barreira hematoencefalica (BHE), sendo que o aumento do teor proteico do LCR pode
ser devido a alteragbes na permeabilidade da BHE ou a sintese intratecal de

imunoglobulinas, ou a ambas.
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Alteracbes na permeabilidade da BHE podem ocorrer na meningite, encefalite,
tumor cerebral e hemorragia intra-craniana, enquanto que a sintese intratecal de
imunoglobulinas ocorre normalmente em doencas do sistema nervoso central (SNC)

como a esclerose multipla, neurosifilis, entre outras.

O Aumento da sintese intratecal de imunoglobulinas é reflectido no aumento da
razdo LCR/soro de imunoglobulinas. O aumento desta razdo também pode ocorrer pelo
aumento da passagem de imunoglobulinas plasméticas por ruptura da BHE. As
imunoglobulinas derivadas dessa passagem podem ser corrigidas dividindo a razdo
LCR/soro de imunoglobulinas pelo indice LCR/soro de albumina, o que fornece o
indice de imunoglobulinas. A albumina é utilizada como proteina de referéncia por ser
sintetizada exclusivamente no figado, assim mesmo em condic¢des patoldgicas o teor de
albumina no LCR tem origem unicamente no sangue, 0 que permite avaliar a
integridade da BHE. Deste modo, valores elevados de imunoglobulinas e albumina

indicam lesdo da BHE.

3.1.4.1. Imunofixacédo do LCR

A imunofixacdo do LCR é utilizada para confirmar a existéncia de sintese intratecal
de imunoglobulinas, tendo como objectivo a pesquisa de bandas oligoclonais, definidas
como duas ou mais bandas discretas na regido gama, que estdo ausentes ou em menor
intensidade na eletroforese do soro concomitante. A andlise do soro e do LCR, em
simultaneo, permite avaliar as diferencas nos padrdes de migracdo electroforética das
imunoglobulinas, entre as duas amostras. A técnica consiste numa electroforese de
proteinas, em gel de agarose, seguida de imunofixacdo das proteinas com um anti-soro
anti-IgG, pois na maioria dos casos as imunoglobulinas provenientes da sintese

intratecal pertencem a classe 1gG.

E feita uma analise comparativa do perfil de distribuicdo das imunoglobulinas no
soro e no LCR, do mesmo doente, e a presenca de sintese intratecal é indicada pela

observacao das seguintes situacdes:
. Padréo de distribuicdo diferente no soro e no LCR;

« Presenca de bandas oligoclonais ou bandas monoclonais suplementares.
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A confirmacéo da sintese intratecal de imunoglobulinas e a presenca de um indice
elevado de imunoglobulinas, calculado pela razdo LCR/soro, séo testes complementares
Uteis no diagnostico de patologias desmielinizantes do SNC, nomeadamente a esclerose

maltipla.

3.1.5. Pesquisa de Crioglubulinas

As crioglobulinas sdo paraproteinas circulantes, caracterizadas por precipitarem a
baixas temperaturas, entre os 0 e os 22°C. Podem ser complexos de imuglobulinas
policlonais ou monoclonais, neste caso pertencem sobretudo a classe IgM.

A pesquisa é efectuada por uma técnica manual, crioprecipitacao, que consiste na
colheita do sangue a 37°C, em tubo seco que devera ser mantido a esta temperatura até a
retraccdo do coéagulo. O soro, apds centrifugacdo, é separado em 2 tubos. Um tubo-teste
que é colocado a 4°C e um tubo-controlo (negativo) colocado na estufa a 37°C.

A presenca de crioglobulinas manifesta-se pela formacdo de uma pelicula, ou
precipitado esbranquicado, ao fim de 7 dias, no entanto a observacdo do tubo deve ser

feita diariamente.

A crioglobulinemia monoclonal estd normalmente associada a doenca de
Waldenstrom, mielomas e alguns linfomas, enquanto que a crioglobulinemia policlonal

encontra-se sobretudo no LES e hepatites cronicas (hepatite C).

A pesquisa de crioglobulinas é um teste de screening, pelo que para fazer

diagnostico é necessario recorrer a outros testes.

3.2. MARCADORES TUMORAIS

Os marcadores tumorais (MT) sdo substancias produzidas pelas células neoplésicas,
ou por outras células induzidas pelas mesmas, de alguns tipos de tumores, que
correspondem a alteragdes metabdlicas e genéticas, podendo indicar a existéncia de um
tumor. Normalmente sdo classificados de acordo com a sua origem ou estrutura

quimica, podendo ser detectados no soro ou noutros fluidos bioldgicos.

Um MT ideal deveria ser especifico para um determinado tipo de tumor, i.e.

detectavel exclusivamente em células malignas, e ser suficientemente sensivel para
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detectar a presenga de um tumor, mesmo nos estadios mais precoces. Além disso, a
quantidade de MT determinada deveria reflectir o estadio do tumor, correlacionando-se
com a doenca. No entanto, os MTs disponiveis actualmente ndo satisfazem estes
requisitos no seu todo, pelo que ndo devem ser utilizados isoladamente para

estabelecerem o diagnostico de cancro.

Na prética clinica, os MTs sdo muito Uteis no auxilio ou complemento ao
diagnostico, desde que utilizados em conjunto com outros meios, na avaliacdo da
resposta a terapéutica e na sua monitorizacdo, na deteccdo precoce de recidivas e no

estabelecimento do prognostico.

A determinacdo quantitativa do MT é muito util no &mbito da avaliacdo da resposta
a terapéutica, ou seja, uma diminuicdo dos niveis de MT deve reflectir uma resposta
positiva ao tratamento, enquanto que o seu aumento podera indicar que o tratamento nao

esta a produzir os efeitos desejados.

No Laboratério de Imunologia é efectuado o doseamento de trés marcadores
tumorais, enolase neuro-especifica, Cyfra 21-1 e CA 72-4. Outros marcadores tumorais,
que por se utilizar uma metodologia diferente (quimioluminescéncia) na sua
determinacdo, sdo doseados no Laboratério de Bioquimica, sendo abordados

posteriormente nessa valéncia.

3.2.1. Electroquimioluminescéncia

Fundamento do Método

A electroguimioluminescéncia é um método onde intervém espécies altamente
reactivas, geradas a partir de precursores estaveis, a superficie de um eléctrodo. Estas

espécies reagem entre si, emitindo luz ap6s a aplicacdo de uma corrente eléctrica.

Sdo utilizados dois anticorpos monoclonais especificos do antigénio, um anticorpo
monoclonal marcado com ruténio e um anticorpo monoclonal biotinilado, estes ligam-se

ao antigénio presente na amostra e reagem entre si formando um complexo sandwich.

Apos a incorporacdo de microparticulas revestidas por estreptavidina, o complexo
formado liga-se a fase sélida, constituida por essas microparticulas, pela interaccdo da

biotina e da estreptavidina.
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A mistura da reaccdo € entdo aspirada para a célula de leitura, onde as
microparticulas sdo fixadas magneticamente a superficie do eléctrodo. A aplicacdo de
uma corrente eléctrica ao eléctrodo, induz uma emisséo de luz quimioluminescente que
¢ medida por um fotomultiplicador. A luz medida é directamente proporcional a

quantidade de marcador tumoral presente na amostra.

Amostra

Soro

Equipamento
COBAS 411 da Roche

3.2.1.1. Parametros

Enolase Neuro-especifica

A enolase € uma enzima da glicolise presente no figado, muasculo e tecido nervoso.
Existem varias isoenzimas que, devido a sua estrutura dimérica, reagrupam duas das trés
subunidades possiveis: o, B e y. As isoformas ay e yy, denominadas enolase neuro-
especifica (NSE, do inglés, neuron specific enolase), sdo primariamente detectaveis em
concentragcdes elevadas nos neurénios e nas células neuroenddcrinas, bem como nos

tumores com origem nestes.

A determinacdo da NSE é utilizada na monitorizacdo terapéutica e na evolucao de
doentes com carcinoma das pequenas células do pulméo e neuroblastoma. A NSE ¢é
descrita como o marcador de primeira escolha na monitorizacdo do carcinoma das
pequenas células do pulmao, pois em 60 a 80% dos casos observam-se concentragdes

elevadas deste marcador.

A determinacdo da NSE ndo permite qualquer relacdo com a zona de metéstases,
mas existe uma boa correlacdo com a fase clinica, ou seja, com a extensdo da doenca,
sendo Util como factor de prognostico. Em resposta ao tratamento, observa-se um
aumento temporario do nivel da NSE, 24 a 72 horas, ap06s o primeiro ciclo de
terapéutica, em resultado da cit6lise das células tumorais, diminui em caso de remissao
e torna a elevar-se em recidivas. Noutros tumores como 0 seminoma e tumores
cerebrais, assim como em doencas pulmonares e cerebrais benignas, também podem ser

encontrados valores de concentracdo aumentados de NSE.
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CYFRA 21.1 - Fragmento da Citoqueratina 19

As citoqueratinas sdo proteinas estruturais que formam subunidades de filamentos
intermediérios epiteliais. Foram identificados vinte polipéptidos diferentes de
citogueratina que, devido aos seus padrdes de distribuicdo especificos, sdo adequados na
utilizacdo como marcadores de diferenciacdo em patologias tumorais. Os fragmentos de
citoqueratina intactos sdo pouco sollveis, mas é possivel detectar fragmentos sollveis

no soro.

A principal aplicacdo do teste CYFRA 21.1 é a monitorizacdo da evolucdo do
carcinoma das células ndo-pequenas do pulméo. Também é utilizado como marcador na
monitorizacdo da evolucdo do cancro da bexiga mioinvasivo. Podem ser encontrados
valores ligeiramente elevados em determinadas doencas hepéticas benignas e na
insuficiéncia renal. A terapéutica bem sucedida é documentada por uma descida rapida
do nivel sérico de CYFRA 21.1 para um intervalo normal, um valor constante ou uma
diminuicdo ligeira ou lenta indica remogéo incompleta de um tumor ou a presenca de
maltiplos tumores com as correspondentes consequéncias a nivel terapéutico e de

prognostico.

CAT24

O CA 72.4 (cancer antigen 72.4) é um antigénio glicoproteico, aplicado sobretudo
na monitorizacdo terapéutica de carcinomas do estdmago e dos ovarios.
Comparativamente a outros marcadores, a vantagem mais importante deste ensaio é sua
especificidade para doencas benignas como a pancreatite, cirrose hepatica,
pneumopatias, doencas reumaticas, doencas ginecoldgicas, doencas benignas dos
ovarios, quistos ovaricos, doencas da mama e doencgas benignas e doencas benignas do

aparelho gastrointestinal.

3.3. SEROLOGIA

A serologia engloba um conjunto de técnicas Uteis no auxilio ao diagnostico de
patologias infecciosas, que se baseiam na deteccdo sérica de anticorpos especificos

produzidos contra antigénios, em resposta a um agente infeccioso.

Neste sector do Laboratério de Imunologia séo utilizadas varias técnicas manuais e

algumas técnicas automaticas, como a nefelometria e microELISA.
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Aglutinacéo Directa — Técnica Manual

Principio da Técnica

A técnica de aglutinacdo directa baseia-se no principio de que quando o0 organismo
humano é invadido por um agente microbiano patogénico, ocorre a formacdo de
diversos anticorpos, nomeadamente aglutininas. Os soros contendo estas aglutininas
especificas, em presenca dos antigénios homologos e em condigdes devidamente
controladas, sdo capazes de causar aglutinacdo visivel. O grau de aglutinacdo depende

da concentracdo do antigénio, do nimero de anticorpos presentes e da temperatura.

Esta técnica tem como objectivo a pesquisa de anticorpos aglutinantes para

antigénios do microrganismo em estudo.

3.3.1. Serologia para Salmonella

As bactérias do género Salmonella, vulgarmente designadas por salmonelas, sdo

bacilos Gram-negativos pertencentes a familia Enterobacteriaceae.

Na maioria dos casos, a salmonelose € adquirida por contacto fecal-oral através da
ingestdo de alimentos e agua contaminados. As aves e 0s animais contaminados
constituem o principal reservatorio de Salmonella ndo typhi (normalmente responsavel
por infeccBes intestinais) e transmitem a doenca ao homem. O reservatorio de
Salmonella typhi é o homem, que é também o principal disseminador da febre tifoide,

na fase aguda da doenca ou no estado de portador assintomatico.

A nomenclatura dos diferentes serétipos de Salmonella é bastante controversa e tem
sido proposta a criagdo de uma Unica espécie, S. enterica. No entanto, usa-se
frequentemente o nome do serotipo como sendo 0 nome da espécie (ex. S. paratyphi A).
A serotipagem baseia-se na caracterizacdo dos antigénios somaticos (O), antigenios

flagelares (H) e antigénios de superficie (Vi).

Reaccdo de Widal

O diagnadstico laboratorial da febre tifoide (S. typhi) e paratifoide (S. paratyphi A e
B) é feito, no Laboratorio de Imunologia, pela reaccdo de Widal, a qual quantifica os
anticorpos (aglutininas) anti-O e anti-H, presentes no soro do doente, por reaccOes de
aglutinacdo directa em placa com suspensdes antigénicas padronizadas de Salmonella
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(typhi O e H; paratyphi AO, AH, BO e BH). E uma técnica manual semi-quantitativa e
os resultados sdo expressos em titulo, dado pela ultima diluicdo do soro que ainda

apresenta aglutinacao.

Interpretagdo

Uma elevacdo acentuada, titulos elevados, dos anticorpos O e H permite fazer o
diagndstico. No entanto, esta titulacdo tende a aumentar ao longo do tempo, pelo que €
necessario avaliar duas ou mais amostras de soro, colhidas em intervalos de 3 a 5 dias
apos o inicio da doenca. Um aumento progressivo do titulo de anticorpos é a principal

evidéncia de infecgéo.

Os soros de individuos saudaveis podem revelar aglutinacdo positiva com o0s
antigénios utilizados, devido a uma imunizacdo prévia, uma infeccdo do passado ou a
presenca de anticorpos dirigidos a antigenios relacionados (reaccdo cruzada). Em geral a

titulagcdo encontrada nestes casos é menor e permanecera a um nivel constante.

3.3.2. Serologia para Brucella

As bactérias do género Brucella sdo bacilos Gram-negativos intracelulares
facultativos, que causam a brucelose, também conhecida como febre ondulante, febre de
Malta ou febre mediterranica, de acordo com os nomes dos microbiologistas que
isolaram e descreveram estes microrganismos (ex. David Bruce, brucelose), com 0s
locais onde ocorreram surtos e com as manifestagdes clinicas (ex. febre ondulante).
Contudo, o termo mais utilizado é a brucelose. Esta doenca é uma zoonose e pode ser
transmitida ao homem por contacto directo com o animal infectado, por contacto
indirecto através do consumo de produtos lacteos ndo pasteurizados ou inalagdo, as

contaminacdes acidentais em laboratorio, por exposicao, também sdo frequentes.

A brucelose apresenta manifestagdes clinicas pouco especificas, por vezes
assintomaética, no entanto a manifestacdo mais frequente é a febre acompanhada por

cefaleias, mialgias, artralgias, astenia, calafrios e suores.

Actualmente sdo reconhecidas seis espécies de Brucella, mas apenas quatro estdo
associadas a doenca humana. A Brucella melitensis (reservatérios mais comuns,
caprinos e ovinos), B. abortus (bovinos), B. suis (suinos e alguns roedores) e B. canis

(cdo).
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O diagnostico desta doenca pode ser bacteriologico, baseado no isolamento e
identificacdo da bactéria no sangue, medula 6ssea ou outros tecidos, ou serologico, que
na auséncia de confirmacdo bacteriologica, pode fazer um diagnostico presuntivo

através da pesquisa de anticorpos especificos no soro.

Reaccdo de Huddleson

A reaccdo de Huddleson é uma técnica de aglutinacéo directa em placa, tendo como
objectivo a pesquisa de anticorpos aglutinantes para antigénios de Brucella abortus.
Neste teste é utilizada uma suspensdo antigénica padronizada de B. abortus para a
pesquisa de anticorpos anti-Brucella abortus, sobretudo da classe IgM mas também

IgG, presentes no soro dos doentes com suspeita de brucelose.

E uma técnica manual semi-quantitativa e os resultados sdo expressos em titulo,

dado pela tltima diluicdo do soro que ainda apresenta aglutinag&o.

Os anticorpos da classe IgM surgem entre 0 8° e 0 10° dia ap0s o inicio da doenca
(brucelose aguda) e titulos elevados sdo considerados um resultado positivo. A reaccao
é negativa em quase todos os casos de brucelose crdnica e apresenta titulos baixos em

situacOes de infeccdo subaguda.

Pesquisa de anticorpos totais anti-Brucella abortus (BrucellaCapt)

E uma técnica de imunocaptura e aglutinacdo para a deteccdo de anticorpos totais
anti-Brucella abortus, que permite a deteccdo de anticorpos aglutinantes e também os
incompletos, ou ndo-aglutinantes. Os anticorpos incompletos pertencem as classes 1gG
e IgA e surgem de forma persistente em niveis séricos elevados na brucelose cronica,

pelo que a sua pesquisa € utilizada na deteccdo desta forma da doenga.

Estes anticorpos reagem com o antigénio mas ndo tém capacidade de o aglutinar,
pelo que é necessario juntar, num passo posterior, um soro anti-imunoglobulina humana

para poder visualizar a reaccdo de aglutinacao.

O teste é executado em microplacas, com pogos em U, revestidas com
imunoglobulinas anti-humanas, as quais se adiciona a amostra de soro em estudo e uma

suspencdo antigénica de B. abortus.

Os resultados sdo expressos em titulo, dado pela dltima diluicdo do soro que ainda

apresenta aglutinagéo.
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O teste é positivo quando se observa uma aglutinacdo distribuida pelas paredes do
fundo do pogo, e é negativo quando se observa um botdo de bactérias no centro do
poco. A deteccdo de titulos elevados sugere a existéncia de brucelose, mas deve ser
sempre testado conjuntamente com outros testes e verificada a seroprevaléncia da

doenca antes de emitir um diagnostico definitivo.

3.3.3. Serologia para a Mononucleose Infecciosa

A mononucleose infecciosa (MNI) é uma infec¢édo pelo virus Epstein-Barr (EBV, do
inglés Epstein-Barr virus) transmitida por via oral (saliva), sendo por este motivo
também conhecida por doenca do beijo. Afecta principalmente adolescentes e adultos
jovens, 90% dos casos surgem entre os 10 e os 25 anos de idade, e é caracterizada por
linfadenopatia  generalizada, hepatoesplenomegélia moderada e amigdalite
acompanhada de febre, mal-estar, astenia, mialgias, entre outros.

Os linfocitos T respondem imunologicamente as células B infectadas, sobretudo
através da activacao e proliferacdo das células T supressoras (CD8), originando uma
linfocitose e o aparecimento (mais de 10 %) de linfdcitos atipicos, ou células de

Downey, no sangue periférico.

Fundamento do Método

O diagnostico serologico da MNI é feito através da determinagdo semi-quantitativa
de anticorpos heteréfilos associados a MNI (MONOSPQOT). Trata-se de uma técnica de
aglutinacdo directa em placa, na qual é utilizado um reagente constituido por particulas
de latex revestidas com antigenios causadores da MNI, extraidos de eritrocitos de

bovino (comuns a antigénios do EBV).

A presenca de anticorpos especificos no soro do doente provoca aglutinacdo do

reagente, que se traduz na formacéo de floculagéo.

Na presenca de resultados positivos é efectuado um teste semi-quantitativo, idéntico
ao procedimento anterior, mas utilizando a amostra de soro com dilui¢des sucessivas até
a determinacdo da ultima diluicdo que ainda apresenta aglutinagdo, esta correspondera

ao titulo do soro em anticorpos.
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Podem surgir falsos-negativos associados a situagdes em que o doente permanece
negativo para anticorpos heterdfilos, ou eventualmente apresenta uma resposta tardia a
este tipo de anticorpos. A prevaléncia destes anticorpos pode estender-se a meses ou
anos apos o desaparecimento dos sintomas e da fase aguda da doenca, resultando uma
cicatriz imunolégica e ndo um marcador de doenca. Por outro lado, existem situacoes
em que a precocidade destes anticorpos é notoria, pelo que a interpretacdo destes

resultados deve ser cuidadosa e enquadrada no contexto clinico do doente.

3.3.4. Serologia para Echinococcus granulosos

O Echinococcus granulosus é um parasita pertencente a classe dos céstodes. O seu
ciclo de vida envolve dois hospedeiros, o cdo é o hospedeiro definitivo e a forma larvar
desenvolve-se principalmente no figado e pulmdo do hospedeiro intermediario,

herbivoros e, acidentalmente, o homem.

As formas larvares deste parasita podem evoluir, no organismo humano, para
quistos, designados por quistos hidaticos, podendo instalar-se em tecidos do figado e
pulmdo e causar uma patologia conhecida por hidatidose. A ruptura destes quistos é

perigosa, podendo conduzir ao choque anafilatico.

Fundamento do Método

A pesquisa de anticorpos anti-Echinococcus granulosus é executada através de uma
técnica de hemaglutinacdo indirecta em microplaca, com fundo em U ou V. O reagente
revelador é constituido por uma suspensao de eritrécitos de carneiro sensibilizados com
0 antigénio de E. granulosus. A presenca de anticorpos especificos (anti-Echinococcus)
provoca hemaglutinacdo do reagente revelador, que se traduz na formagdo de um halo
mais ou menos alargado, de cor vermelho acastanhado que cobre a clpula da placa. Na
auséncia de aglutinacdo os eritrocitos do reagente sedimentam no fundo da cupula sob a

forma de um botédo punctiforme.

O reagente testemunha (controlo) € constituido por uma suspensao de eritrocitos de
carneiro ndo sensibilizados e assegura a especificidade da reaccdo, eliminando as

interferéncias devido a presenca de aglutininas naturais (ex. anticorpos heterdéfilos).

E uma técnica manual semi-quantitativa e os resultados sdo expressos em titulo,

dado pela dltima dilui¢do do soro que ainda apresenta aglutinacéo.
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3.3.5. Titulagdo do Factor Reumatoide

Os factores reumatoides sdo auto-anticorpos, pertencentes predominantemente a
classe IgM, dirigidos contra a regido Fc da IgG humana. S&o marcadores bioldgicos de
grande interesse diagnostico nas situacfes de artrite reumatoide, uma vez que 70 a 90%
dos doentes com esta patologia apresentam factores reumatdides. Além disso, a sua
determinacdo correlaciona-se com o grau de evolucdo da doenca. Contudo, existem
tipos seronegativos de artrite reumatdide sem factores reumatoides detectaveis, estes
podem ainda ocorrer noutras doengas reumaticas e ndo-reumaticas como a hepatite,
endocardite, infecces virais e noutras doencas autoimunes, pelo que a sua detecgédo

isolada ndo poderéa constituir diagnostico de artrite reumatoide.

No Laboratério de Imunologia, o factor reumatéide é determinado por duas técnicas,
uma técnica mais sensivel — RA teste (doseamento do factor reumatdide por
nefelometria) que sera abordada posteriormente no sector da autoimunidade, e uma

técnica mais especifica — Reac¢do de Waaler-Rose.

Reaccdo de Waaler-Rose

A reaccdo de Waaler-Rose é uma técnica de hemaglutinacdo indirecta em
microplaca, com fundo em U ou V. O reagente revelador é constituido por uma
suspensdo de eritrocitos de carneiro sensibilizados com um antigénio 1gG de carneiro. A
presenca de factor reumatoide sérico provoca hemaglutinacdo do reagente revelador que
se traduz na formagdo de um halo mais ou menos alargado, de cor vermelho
acastanhado que cobre a clpula da placa. Na auséncia de aglutinacdo, os eritrécitos do

reagente sedimentam no fundo da cupula sob a forma de um botéo punctiforme.

O reagente testemunha (controlo) é constituido por uma suspensao de eritrocitos de
carneiro ndo sensibilizados e assegura a especificidade da reaccdo, eliminando as

interferéncias devido a presenca de aglutininas naturais (ex. anticorpos heterofilos).

E uma técnica manual semi-quantitativa e os resultados sdo expressos em Ul/mL.
Este resultado é obtido a partir do titulo encontrado x factor (indice de sensibilidade)
indicado no rétulo do reagente. O titulo € dado pela dltima diluigdo do soro que ainda
apresenta aglutinacao.
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3.3.6. Serologia para Treponema pallidum

O Treponema pallidum, uma espiroqueta, € o agente etioldgico da sifilis, infeccéo
sexualmente transmissivel, ainda hoje responsavel por elevada morbilidade e alguma
mortalidade, em varios paises. Na auséncia de diagndstico e tratamento, esta doenca
apresenta trés fases evolutivas: a sifilis primaria, caracterizada por uma lesdo quase
sempre solitaria, indolor, de fundo limpo e duro, que tem varias designacdes como
“cancro duro” ou de inoculagdo, lesdo primdria ou sifiloma; a sifilis secundaria, que
corresponde a disseminacdo do agente infeccioso por via sanguinea e linfética, na qual
predominam as manifestacdes sistémicas; e a sifilis terciaria, em que as manifestacoes
da fase de disseminacdo se podem complicar, afectando o sistema nervoso e

cardiovascular.

A sifilis também pode ser transmitida ao feto, durante a fase de gestacdo,
especialmente a partir da décima semana de gravidez, sendo este tipo de transmissdo
designado de vertical. A crianca pode apresentar sifilis congénita, ou porque contraiu a
infeccdo através do sangue materno, via placenta, ou porque aquela se processou ao
atravessar o canal de parto da mae, ginecologicamente infectante. A sifilis congénita
pode causar, no feto ou na crianca, lesbes deletérias de diverso grau e natureza, sendo

gue as mais graves se traduzem na morte in utero seguida de aborto.

O diagnostico da sifilis é feito maioritariamente por reaccdes serologicas,
detectando-se no soro dos doentes anticorpos (reaginas) que reagem in vitro com uma

suspensdo coloidal de lipidos, métodos ndo-treponémicos, ou com antigénios de T.

pallidum, métodos treponémicos.

Os métodos ndo-treponémicos sdo inespecificos e detectam anticorpos da classe IgG

e IgM contra lipidos da superficie celular de T. pallidum e lipidos “cedidos” pelas
ceélulas infectadas do hospedeiro. O antigénio utilizado é constituido por cardiolipina
(extraido de tecido animal), lecitina e colesterol. Os testes mais usados sdo o0 VDRL
(Veneral Disease Research Laboratory) e o RPR (Rapid Plasma Reagin). Ambos
medem a floculagdo dos antigénios lipidicos com o soro dos doentes infectados. O RPR
utiliza particulas de carvéo activado com os antigénios lipidicos adsorvidos e a reaccao
é visivel a olho nu, ndo requer a descomplementacdo prévia do soro e pode ser

executado no plasma. O VDRL é um teste rapido, mas requer que o soro do doente seja
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descomplementado e requer o uso de microscopia. E o teste mais utilizado no rastreio
da sifilis (é positivo em cerca de 70% dos casos de sifilis priméaria, 99% na sifilis
secundaria e negativo na sifilis tardia), na monitorizacdo da eficacia terapéutica com

antibidticos e no diagnostico da neurosifilis.

Sao testes que, em caso de infeccdo sifilitica ndo tratada, podem ser positivos a
partir da 22 ou 3% semana pos-infec¢do. Nao detectam precocemente a sifilis e exibem
falta de sensibilidade na sifilis tardia. Podem ocorrer resultados falsos-positivos,

requerendo a confirmacéo dos resultados pelos métodos treponémicos. Tal facto deve-se

ao aparecimento de anticorpos antilipidicos, em resposta a doencas ndo-treponémicas,
agudas e crdnicas, em que ocorre destruicdo tecidular (ex. doencas autoimunes), nas

gravidas e nos idosos.

O teste VDRL também pode ser usado quantitativamente, permitindo avaliar a mais
alta diluicdo do soro em que ocorre reacgdo positiva que, geralmente, vai decrescendo
ao longo do tratamento com antibi6ticos.

VDRL e RPR positivos podem tornar-se negativos 6 a 20 meses apds tratamento

eficaz.

Os métodos treponémicos utilizam como antigénio o T. pallidum, sendo por isso

mais especificos que os métodos nao-treponémicos. Os testes mais usados sdao o FTA-
ABS (Fluorescent Treponemal Antibody Absortion), o TPHA (Treponema Pallidum
Hemaglutination) e a metodologia imunoenzimatica ELISA (Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay).

O FTA-ABS utiliza como antigénio a estirpe Nichol de T. pallidum, morta. Nos
SOros positivos, 0s anticorpos cobrem a estirpe antigénica, sendo a reaccao visualizada
com recurso a marcadores fluorescentes num microscopio de fluorescéncia. Este € o
primeiro teste a tornar-se positivo na sifilis primaria. E, igualmente, um bom teste para
diagnosticar a sifilis congénita, se forem detectados IgM FTA no sangue do recém-

nascido.

O TPHA utiliza uma suspensdo de eritrocitos de pera (aves) sensibilizados com
Treponema pallidum. A hemaglutinacdo ocorre com o soro do paciente com sifilis. E o
método mais utilizado, pois é de facil execucdo, leitura e interpretacdo dos resultados.
Os testes treponémicos sdo usados na confirmacdo das reaccdes positivas de VDRL ou

de RPR e detectam, mais precocemente, a sifilis priméria e permanecem positivos na
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sifilis tardia, quando os testes treponémicos revertem a negativos em alguns pacientes.
Os testes treponémicos sdo pouco influenciados pela terapéutica, ao contrério do que
acontece com o VDRL. A especificidade dos testes treponémicos é elevada, mas
ocorrem, mesmo assim, resultados falsos-positivos, principalmente nos pacientes com

elevado teor de y-globulinas e nas doencas autoimunes (ex. LES).

IgM — ELISA

Testes seroldgicos positivos em criancas, filhas de maes infectadas, podem traduzir a
transferéncia placentaria de anticorpos da méae ou uma reacc¢ao imunolégica especifica a
infeccdo. Estas duas possibilidades sdo distinguiveis, por testes do sangue da crianca,
colhido durante um periodo de seis meses. Nas criancas ndo infectadas, os titulos
diminuem ao longo do tempo, geralmente até aos trés meses de idade. Os titulos
permanecem altos nas criancas com sifilis congénita. O doseamento do titulo, em IgM
anti-T. pallidum, por metodologia imunoenzimatica (ELISA) é de execucdo e
interpretacéo faceis.

Algoritmo para o Diagndstico Seroldgico da Sifilis

De acordo com a literatura recente e as ultimas guidelines publicadas, o
Laboratério de Imunologia estabeleceu o seguinte protocolo:

o Teste de Screening/Diagnostico

Os testes recomendados para 0 screening, ou rastreio, da sifilis sdo os métodos
treponémicos - EIA (ensaio imunoenzimatico) IgG e IgM ou o TPHA. Os métodos
ndo-treponémicos ndo sdo recomendados como testes de screening devido ao niumero

elevado de falsos-negativos, normalmente associados a fenomenos de pro-zona.

Para o screening, o Laboratorio optou por um teste de microELISA (EIA 1gG e
IgM), por ser sensivel na infecgdo priméria e automatizado. Este ensaio é efectuado
no equipamento MAGO da Diamedix.

MicroELISA

Fundamento do Método

O método microELISA € um imunoensaio enzimatico, do tipo sandwich, que

permite a deteccdo de anticorpos no soro. Utilizam-se anticorpos
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monoclonais para revestir a superficie de poliestireno da microplaca, que se
unirdo ao anticorpo presente na amostra, e para detectar o anticorpo ligado
nas microplcas sensibilizadas (reagente conjugado, anticorpos monoclonais
ligados a peroxidase). O excedente é eliminado por lavagem da placa e,
posteriormente, adiciona-se 0 substrato, tetrametilbenzidina (TMB) e
peroxido de hidrogénio (H,0,), que reagira com o complexo formado,
originando uma reac¢do de cor azul, que passa a amarelo quando se junta a
solucdo de paragem (&cido). A absorvancia (densidade Optica), das amostras
e dos controlos, é medida por um espectrofotometro a um comprimento-de-
onda de 450 nm e é proporcional a quantidade de anticorpo presente na
amostra em estudo. Os resultados sdo determinados com base num cut-off

gerado especificamente pelo analisador.
Aplicacéo
Determinacdo quantitativa, in vitro, de anticorpos das classes I1gG e IgM anti-
Treponema pallidum
o Teste Confirmatdrio

Para este efeito, recomenda-se 0 uso de um teste treponémico, diferente do

utilizado no screening.

O Laboratério optou por um teste TPHA - Determinacdo semi-quantitativa de

anticorpos anti-Treponema pallidum por hemaglutinacdo indirecta.

O Laboratorio dispbe ainda de um teste de microELISA para o doseamento de
anticorpos anti-lgM (para efeitos de estadiamento da infec¢éo).

« Monitorizagdo Terapéutica

Neste caso é recomendado o uso de um teste ndo-treponémico, VDRL ou RPR. O

Laboratorio optou pelo RPR (semi-quantitativo).

Determina-se o titulo numa amostra colhida no dia em que se inicia o tratamento.
A avaliacdo do declinio do titulo com a terapéutica baseia-se num follow-up 1, 2, 3, 6
e 12 meses apos o inicio do tratamento. O titulo deve diminuir duas dilui¢Ges, quatro

vezes, Nos primeiros seis meses.
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3.3.7. Serologia para Rickettsia conorii

As bactérias do género Rickettsia sdo bacilos Gram-negativos intracelulares,
desenvolvem-se estritamente nas células eucariticas actuando como parasitas
obrigatdrios. Séo transmitidas por artropodes (hospedeiro natural) e tém os mamiferos

como reservatorio, o homem é geralmente um hospedeiro eventual.

A R. conorii provoca a febre botonosa mediterrdnea que se caracteriza pelo

aparecimento de febre, exantema e mancha negra, ou de inoculagdo, na zona da picada.

A técnica classica para o diagnostico seroldgico consiste na imunofluorescéncia
indirecta, mas pode ser substituida por uma técnica imunoenzimatica com resultados
bastante semelhantes em termos de sensibilidade e especificidade. Pode demonstrar-se
IgM especifica contra R. conorii desde a primeira semana da doenca.

O doseamento de anticorpos IgG e/ou IgM para R. conorii, no soro humano, é
efectuado por um teste imunoenzimatico indirecto (microELISA, ja descrito

anteriormente) no equipamento MAGO da Diamedix.

3.3.8. Serologia para Aspergillus

A aspergilose, pela sua frequéncia e distribuicdo mundial, € um dos exemplos mais
importantes de micose oportunista. E causada por fungos filamentosos do género
Aspergillus, que vivem a custa de matéria organica em decomposicdo. As diferentes
espécies deste género produzem esporos, cujas pequenas dimensdes favorecem a sua
disseminacdo no meio ambiente e a infeccdo aparece, geralmente, ap6s a sua inalacao.
As formas invasivas da doenca, que tém aumentado nos Gltimos dez anos, contituem os
tipos de infeccdo mais graves, aparecem principalmente em pacientes neutropénicos
(ap0s terapéutica anti-cancerigena) e em pacientes tratados com imunossupressores
(transplantados de oOrgdos, particularmente transplante de medula Ossea) e

corticosterdides.

A determinacdo do antigénio galactomanano, de Aspergillus, é considerada um
método serolégico que facilita o diagndstico da aspergilose invasiva. E efectuada por
um método imunoenzimatico em sandwich, de um sé passo, no qual as amostras de soro
sdo previamente tratadas pelo calor, em presenca de EDTA, para dissociar os complexos

imunes e precipitar as proteinas do soro que possam interferir com o teste.
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Os resultados sdo semi-quantitativos e expressos sob a forma de um indice (I =
densidade dptica da amostra / média da densidade Optica dos cut-off), a partir do qual €
possivel estabelecer um resultado qualitativo (positivo ou negativo). No entanto, o
resultado ndo deve ser utilizado isoladamente, mas sim em conjunto com os dados

clinicos que suportem a interpretacao.

3.3.9. Serologia para Streptococcus pyrogenes

As bactérias do género Streptococcus sao Gram-positivas, anaerdbias facultativas. A
maioria dos estreptococos que possuem o antigénio A de Lancefield pertencem a
espécie Streptococcus pyrogenes, sdo beta-hemoliticos e considerados os principais
agentes patogénicos responsaveis por infeccBes locais (exs. impetigo, eripsela,
faringite), infecgBes disseminadas, ou sistémicas, (exs. escarlatina, febre puerperal,
sépsis) e doencas pos-estreptocdcicas, de indole imunoldgica, que se manifestam varias

semanas apos a infeccdo primaria.

As espécies de S. pyrogenes produzem varias proteinas, algumas com actividade
enzimatica, entre as quais a estreptolisina O. E uma proteina hemolitica no estado
reduzido, mas que é rapidamente inactivada na presenca de oxigénio (O = oxigénio-
1&bil), responsavel pela hemdlise produzida nas zonas dos meios de cultura ndo expostas
ao oxigénio, nas coldnias do interior daqueles meios de cultura (meios de agar sangue).
E uma proteina antigénica e a determinacéo de anticorpos especificos anti-estreptolisina
O (TASO) ¢é uma prova serolégica muito usada para detectar infeccBes anteriores por S.
pyrogenes. Valores elevados sdo encontrados nas doencgas imunes pés-estreptocdcicas,
febre reumatica e glomerulonefrite. A determinacdo quantitativa é efectuada por

nefelometria, no equipamento BN ProSpec da Siemens.

3.4. AUTOIMUNIDADE

A autoimunidade inclui todos os mecanismos funcionais do sistema imunologico
gue estdo envolvidos no reconhecimento de constituintes do proprio hospedeiro, o self,
mecanismos esses que sdo essencialmente fisioldgicos e intrinsecos ao funcionamento
de toda a imunidade adaptativa. A identificacdo de autoanticorpos que reagiam com

componentes dos 6rgdos envolvidos em diferentes doencas humanas levou ao
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reconhecimento de que o sistema imunoldgico pode ser autoagressivo e a identificagcdo
das doengas autoimunes. A etiopatogenia destas doengas é multifactorial, resultando da
interacdo de factores genéticos e ambientais. As doencas autoimunes representam um
grupo bastante heterogéneo com apresentacdes clinicas muito distintas, que podem ser
sistémicas ou especificas de 6rgdo, podendo também distinguir-se doencas em que ha
perturbacdo da seleccdo, regulacdo ou apoptose dos linfocitos, de outras em que ha
resposta aberrante a um antigénio particular. O sistema imunolédgico pode lesar a
sinovial articular (artrite reumatoide), os ilhéus B-produtores de insulina no pancreas
(diabetes tipo 1), a mielina do sistema nervoso central e medula (esclerose maltipla), ou
diferentes células e estratos da pele (exs. psoriase, vitiligo e penfigdide).

A prevaléncia das doencas autoimunes tem vindo a aumentar nas Ultimas décadas e,
colectivamente, atingem pelo menos 5% dos europeus e norte-americanos, dos quais 2/3

sdo mulheres, situando-se entre as dez principais causas de morte no sexo feminino.

A deteccdo seroldgica dos autoanticorpos € muito Gtil, particularmente nas doencas
sistémicas onde a grande diversidade de apresentacao clinica, de sinais e de sintomas,

tornam o diagnostico diferencial complexo.

No Laboratdrio de Imunologia, a deteccdo seroldgica dos autoanticorpos é efectuada
por imunofluorescéncia indirecta, e imunoensaios enzimaticos como immunoblot e
microELISA.

3.4.1. Imunofluorescéncia Indirecta

Fundamento do Método

A imunoflurescéncia indirecta € uma técnica que permite a determinacdo semi-
guantitativa de autoanticorpos, presentes no soro. Trata-se de um procedimento que
utiliza anticorpos fluorescentes, como marcadores para uma reac¢do de ligacao
antigénio-anticorpo. O teste efectua-se em duas etapas: na primeira, o0 soro do doente €
diluido e colocado em contacto com o substrato e, 0s autoanticorpos eventualmente
presentes na amostra em estudo ligar-se-do aos antigénios do substrato, formando um
complexo antigénio-anticorpo estavel; na segunda etapa, € adicionado ao substrato um
anti-soro polivalente conjugado com fluoresceina, que se ligara ao complexo antigénio-

anticorpo formado na etapa anterior.
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Apds uma lavagem, para remover o conjugado em excesso, 0 substrato é observado
ao microscopio de fluorescéncia. Um resultado é positivo quando se observa uma

fluoresecéncia brilhante verde-macé no organelo ou tecido em estudo.

A imunofluorescéncia indirecta é a técnica de escolha para a pesquisa da maioria dos
autoanticorpos. Apresenta como vantagens a facil execucdo, a elevada sensibilidade e a
possibilidade de detectar simultaneamente mais do que um autoanticorpo. No entanto,
apresenta algumas limitacbes metodoldgicas e de interpretagdo, é uma técnica

subjectiva, dificil de padronizar e os resultados sdo semi-quantitativos.

A escolha do substrato depende do tipo de anticorpo que se pretende pesquisar. No
Laboratorio de Imunologia sdo utilizados substratos como células HEp-2, Crithidia
lucilae, substrato triplo, células VSMA47, estbmago de primata com solugcdo de factor

intrinseco e granuldcitos.

Células HEp-2 — Pesquisa de Anticorpos Antinucleares

As células HEp-2 (do inglés, human epithelial cell line: type 2) séo células epiteliais
humanas obtidas a partir do carcinoma da laringe. Estas células sdo utilizadas na
pesquisa de anticorpos anti-nucleares (ANA, do inglés anti-nuclear antibodies) e tém
como vantagens o facto de possuirem um ndcleo grande com varios nucléolos (boa
visualizacdo de detalhes), grande diversidade de antigénios nucleares, elevada
sensibilidade e especificidade e vérias células nos diferentes estadios de mitose,
permitindo a deteccdo de anticorpos dirigidos contra antigénios que apenas sao

expressos durante o ciclo celular (ex. anticorpo anti-centromero).

Os ANA constituem um vasto grupo de auto-anticorpos que reagem com diversos
componentes do nucleo como o dsDNA (double-stranded DNA), histonas, nucleossoma,
antigénios nucleares extraiveis (ENA, do inglés extractable nuclear antigens) — Sm
(Smith), RNP (ribonucleoprotein), SSA/Ro (Sjogren’s syndrome — antigen Alindex
patient with anti-SSA antibody), SSB/La (Sjogren’s syndrome — antigen B/ index patient
with anti-SSB antibody), Jo-1 (histidyl-tRNA synthetase) e Scl70 (scleroderma antigen —
70 kDa), nucléolo, membrana nuclear e aparelho mitotico (centromero, centriolo e fuso
mitotico).

A identificacdo das especificidades dos ANA tem grande importancia

fisiopatoldgica e clinica em doencas autoimunes sistémicas como o lupus eritematoso
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sisttmico (LES), esclerodermia, Sindrome de Sjogren (SS), polimiosite (PM),

dermatomiosite (DM), doenca conectiva mista do tecido conjuntivo (MCTD), artrite

reumatoide (AR), entre outras. Algumas especificidades dos ANA contribuem para o

diagnostico e podem ser utilizadas no estudo da evolucdo da doencga, na monitorizagédo

terapéutica e no estabelecimento do progndstico.

A presenca de diferentes anticorpos anti-nucleares em células HEp-2 produz padroes

de fluorescéncia nuclear diferentes (Figura 3.), pelo que estdo relacionados com

patologias diferentes. Os padrGes de fluorescéncia nucleares mais comuns estdo

descritos na tabela seguinte.

Tabela 3. — Padrdes nucleares mais comuns e respectiva correlagéo clinica.

Padréo Nuclear Descricgéo
Homoaéneo Fluorescéncia difusa e uniforme dos
g nucleos em interfase, mitoses positivas.
Fluorescéncia granular fina ou grosseira
Mosqueado dos nucleos em interfase, mitoses
negativas.
, Numerosos pontos fluorescentes, mitoses
Centrémero i
positivas.
Fluorescéncia exclusiva dos nucléolos,
Nucleolar

mitoses positivas ou negativas.

Correlagéo Clinica

LES, lGpus induzido por
farmacos, AR.

LES, MCDT, SS, PM,
esclerodermia.

Cirrose biliar priméria.

Esclerodermia, miosite,
LES.

Figura 3. — Padr@es de fluorescéncia nuclear detectados em células HEp-2.
[Legenda: A — Mosqueado; B — Homogéneo; C — Nucleolar; D — Centrémero.]
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Crithidia lucilae — Pesquisa de Anticorpos Anti-dsDNA

A Crithidia lucilae é um flagelado que possui uma mitocondria gigante, o
cinetoplasto, contendo uma massa de dsDNA circular muito condensada, que parece ser

livre de histonas ou de quaisquer outros antigénios nucleares.

Este substrato é utilizado na pesquisa de anticorpos anti-dsDNA e apresenta uma

elevada especificidade, devido a natureza do dsDNA circular no cinetoplasto.

Os anticorpos anti-dsDNA apresentam uma especificidade elevada para o LES, pelo
que a sua deteccdo € importante no diagnostico desta patologia.

Substrato Triplo (rim, estdbmago e figado de roedores)

O substrato triplo é obtido a partir de cortes de trés tecidos, rim, estdmago e figado,
de roedores e é utilizado na pesquisa de anticorpos anti-mitocondria (AMA, do inglés,
anti-mitochondrial antibodies), anticorpos anti-célula parietal (APCA, do inglés, anti-
parietal cell antibodies), anticorpos anti-mdsculo liso (ASMA, do inglés, anti-smooth
muscle antibodies) e anticorpos anti-microssomas hepaticos e renais (anti-LKM, do
inglés, anti-liver, kidney microsomal antibodies). Os diferentes anticorpos sdo
identificados de acordo com o padrdo e localizacdo da fluorescéncia ao nivel dos trés
tecidos. Na Tabela 4. estdo referidas as principais correlagcBes clinicas com estes

anticorpos.

Tabela 4. — Significado clinico dos anticorpos pesquisados em substrato triplo, real¢cando as

patologias onde aparecem titulos mais elevados.

Anticorpo Significado Clinico

Cirrose biliar primaria
AMA Hepatite cronica
Cirrose criptogénica

Hepatite cronica
ASMA Cirrose biliar primaria
Cirrose criptogénica

APCA Anemia perniciosa

LKM Hepatite cronica
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Células VSM47

As celulas musculares lisas VSM47 (do inglés, vascular smooth muscle) sdo
utilizadas na pesquisa de anticorpos anti-filamentos de actina (F-actina), por exemplo no
caso de um resultado positivo para ASMA.

A deteccdo de anticorpos anti-F-actina tem importancia no diagnéstico da hepatite

autoimune.

Estdmago de Primata e Suspenséo de Factor Intrinseco

Esta preparacdo é utilizada na pesquisa de anticorpos anti-factor intrinseco (FI) e
anti-célula parietal (APCA, do inglés anti-parietal cell antibodies). As laminas contém
seccOes de estbmago de primata e gotas microscopicas de uma solu¢do com factor

intrinseco.

As células parietais da mucosa géstrica produzem &cido hidrocloridrico (acidificacéo
do suco gastrico) e factor intrinseco, uma glicoproteina que se liga a vitamina B12 com
funcdo importante na absorcao pelo ileo distal. Entre 50 a 70% dos doentes com anemia
perniciosa é detectada a presenca de anticorpos anti-FI. Os anticorpos APCA podem
estar relacionados com a gastrite autoimune (gastrite cronica atréfica) e anemia

perniciosa.

Neutroéfilos

As preparacdes de neutrofilos humanos sao utilizadas na pesquisa de anticorpos
anti-citoplasma dos neutrofilos (ANCA, do inglés, anti-neutrophil cytoplasmic
antibodies), importantes marcadores de vasculites sistémicas e dos pequenos vasos. No
entanto, estes anticorpos também podem estar associados a outras situagBes como
doencas inflamatorias do intestino, doencas hepéticas e do tecido conjuntivo. As
preparacdes sdo constituidas por neutdfilos fixados com etanol, permitindo a distingédo
entre dois padrées: C-ANCA — padrdo citoplasmatico, produzido por anticorpos que
reagem com a proteinase 3 (PR3) e P-ANCA - padréo perinuclear, produzido por
anticorpos que reagem com a mieloperoxidase (MPO) (Figura 4.). Estas enzimas, PR3 e
MPO, encontram-se nos granulos azurofilos dos neutrofilos e tém antigénios que

reagem com oS anticorpos.
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Figura 4. — Neutréfilos fixados com etanol, permitindo distinguir dois padroes de
fluorescéncia.

[Legenda: A — C-ANCA (citoplasmatico/anti-PR3); B — P-ANCA (perinuclear/anti-MPO).]

Os resultados positivos, obtidos por imunofluorescéncia indirecta, deverdo ser
confirmados por técnicas mais especificas como 0s imunoensaios enzimaticos, no
Laboratorio de Imunologia sdo utilizadas as metodologias de immunoblot e
microELISA.

3.4.2. Imunoensaios Enzimaticos
3.4.2.1. Immunoblot

A técnica immunoblot permite a identificacdo qualitativa de anticorpos. Os varios
antigénios estdo depositados em tiras de nitrocelulose, cada uma delas contém varios
antigénios, permitindo a identificacdo de varios anticorpos num Unico teste. O principio
da técnica é semelhante a metodologia ELISA. A tira é incubada com a amostra de soro
do doente diluida, na eventual presenca de anticorpos, estes ligam-se aos respectivos
antigénios e as ligagdes ndo especificas sdo removidas pela lavagem. Os complexos
antigénio-anticorpo formados séo detectados por uma anti-globulina humana conjugada
com uma enzima (anti-lgG humana marcada com fosfatase alcalina) que se liga ao
anticorpo. A reac¢do é revelada pela adi¢cdo do substrato (NBT/BCIP — cloreto de azul

de nitrotetrazolium / 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato), formando um composto corado.

E uma técnica automatizada e é efectuada no equipamento EUROBIlotMaster da

Euroimmun.
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No Laboratério de Imunologia é utilizada a técnica immunoblot na pesquisa dos

seguintes anticorpos:

o ANA (ANA Profile — autoanticorpos da classe 1gG contra 14 antigénios
diferentes: nRNP/Sm, Sm, SS-A (SS-A nativo e Ro-52), SS-B, Scl-70, PM-
Scl, Jo-1, CENP B, PCNA, dsDNA, nucleossomas, histonas, proteina-P
ribossomal, e AMA-M2);

e anti-antigénios hepaticos (Profile Autoimmune Liver Diseases -
autoanticorpos da classe 1gG contra 9 antigénios diferentes: AMA-M2, M2-
3E (BPO), Sp100, PML, gp210, LKM-1, LC-1, SLA/LP e Ro-52);

« anti-mieloperoxidase (MPO), anti-proteinase 3 (PR3) e anti-membrana basal

glomerular (GBP);
« anti-antigénios associados a miosites;

« anti-antigénios associados a esclerose sistémica.

3.4.2.2. MicroELISA

A técnica de microELISA, descrita anteriormente, no sector da serologia, é utilizada
na identificagdo e quantificagdo de auto-anticorpos. E uma técnica automatizada, sendo
efectuada no equipamento MAGO da Diamedix.

No Laboratorio de Imunologia utiliza-se a técnica de microELISA na pesquisa dos

seguintes anticorpos:
o anti-dsDNA;
« anti-antigénios mitocondriais M2;
o APCA;

« anti-fosfolipidos (APA, do inglés, anti-phospholipid antibodies): anti-p-2-
glicoproteina | e anti-cardiolipina, importantes no diagndstico do sindrome

anti-fosfolipidico.
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3.4.3. Doseamento do Factor Reumatoide

Os factores reumatodides sdo autoanticorpos dirigidos contra a regido Fc das
imunoglobulinas e pertencem, geralmente, a classe IgM. A sua determinagdo tem
interesse no auxilio ao diagnostico da artrite reumatoide, pois a presenca de factores
reumatoides € detectada no soro de 70 a 90% dos doentes que sofrem desta patologia.
Como referido anteriormente, no Laboratério de Imunologia, o factor reumatoide é
determinado por duas técnicas, a Reac¢do de Waaler-Rose, ja descrita no sector da
serologia, e por uma técnica mais sensivel, o0 RA (rheumatoid arthritis) teste. Este
parametro é doseado no soro, por nefelometria no equipamento BN ProSpec da

Siemens.
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4. BIOQUIMICA

O estégio profissional na valéncia de Bioquimica é parte integrante do plano de
estudos do Curso de Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmécia da
Universidade de Lisboa. O estagio decorreu no Laboratorio de Bioquimica do Instituto
Portugués de Oncologia de Lisboa, Francisco Gentil, E.P.E. (IPOLFG, E.P.E.), sob a
orientacdo da Dr.2 Cidalia Vieira, no periodo compreendido entre 6 de Setembro de
2010 e 3 de Dezembro de 2010.

O Laboratério de Bioquimica estd integrado no Servico de Patologia Clinica do
IPOLFG, tendo como actividades principais a determinacdo de parametros de rotina,
bem como de pardmetros mais especializados, nomeadamente o doseamento de
farmacos, incluindo imunossupressores, e a monitorizacdo de doengas hemato-

oncologicas.

O Laboratorio de Bioquimica esta organizado em trés sectores, de acordo com a

metodologia utilizada e a natureza dos parametros efectuados.
Tabela 5. — Sectores do Laboratério de Bioquimica e respectivas metodologias.
Sector Metodologia

Espectrofotometria

Quimioluminescéncia

Ensaios de Rotina . .
. o Turbidimetria
(e outros mais especializados)

Potenciometria

Imunoensaios Competitivos

Amperometria
Gasometria
Potenciometria

Analise de Urina Reflectofotometria
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4.1. METODOLOGIA

4.1.1. Espectrofotometria

Fundamento do Método

A espectrofotometria € definida como uma medida da intensidade da luz a um
determinado comprimento de onda e baseia-se na capacidade de absor¢do da radiacao.
Nos meétodos espectrofotométricos, a amostra contendo o analito que se pretende
determinar é misturada com um reagente liquido, esta reac¢do produz uma alteracdo na
absorvancia e consequente formagdo de um complexo corado. Esta alteracdo na
absorvancia, detectada por um fotodetector, é proporcional a concentracdo do analito
presente na amostra em estudo. Normalmente, uma amostra mais concentrada produz
um complexo de cor mais intensa, fazendo com que a quantidade de luz que atravessa o
fotodetector seja menor. As reac¢des enziméticas, de oxidacdo-reducdo ou
colorimétricas, que provoquem uma alteracdo na absorvancia podem ser detectadas por

espectrofotometria.

4.1.2. Quimioluminescéncia

Fundamento do Método

A quimioluminescéncia corresponde a emissdo de luz quando um electrdo passa de
um nivel energético superior, ou do estado excitado, para um nivel energético inferior.
A excitacdo é causada por uma reaccdo quimica que envolve a oxidacdo de um
composto organico (exs. luminol, isoluminol, acridinio ou luciferina) por um agente

oxidante (exs. peroxido de hidrogénio, hipoclorito ou oxigénio).

O imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia (CMIA, do inglés,
chemiluminescent magnetic immunoassay) ocorre em dois passos. No primeiro passo, a
amostra e as microparticulas paramagnéticas, revestidas de anticorpos contra o analito
que se pretende determinar, sdo combinadas e incubadas. O analito, presente na amostra
em estudo, liga-se aos anticorpos contra o analito. De seguida, é feita uma lavagem que
retira todos os compostos que ndo ficaram ligados. No segundo passo, o conjugado de
anticorpos contra o analito, marcado com acridinio, é adicionado. As solucdes

activadora (NaOH) e pré-activadora (H,0,) séo entdo adicionadas a mistura da solucao.
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A reaccdo quimioluminescente resultante € medida em unidades de luz relativas
(RLUs, do inglés, relative light units), em que existe uma relacdo directa entre a
concentracdo do analito presente na amostra e as RLUs detectadas no sistema Optico do

equipamento.

4.1.3. Turbidimetria

Fundamento do Método

A turbidimetria € uma medida da diminuicdo da intensidade da luz incidente causada
pela dispersdo, reflexdo e absorcdo de um feixe de luz com uma dada intensidade. O
detector esta alinhado com o feixe de luz incidente e a quantidade de luz detectada
diminui & medida que a turbidez do meio aumenta. O aumento da turbidez esta
relacionado com o aumento do ndmero de particulas em suspensdo. Assim, a
concentracdo do analito presente na amostra em estudo é tanto maior quanto menor for a
quantidade de luz medida. A turbidimetria pode ser utilizada no doseamento de
proteinas  especificas através de uma reaccdo de imunoprecipitacdo
(imunoturbidimetria), medindo a quantidade de luz que consegue atravessar a amostra,

na presenga de imunocomplexos.

4.1.4. Potenciometria

Fundamento do Método

A potenciometria baseia-se na medicdo da forca electromotriz (f.e.m.) de células
galvanicas, de tal modo constituidas que o potencial de um dos componentes do par
electrolitico possa ser tomado como uma resposta as concentracdes de espécies ionicas
electroactivas presentes na solucdo. Neste sentido, as condicGes analiticas devem ser
controladas para que a f.e.m. da célula galvanica dependa apenas de uma unica espécie

i0nica, a espéecie em estudo.

A potenciometria baseia-se na medi¢do do potencial de um eléctrodo indicador em
relacdo a um eléctrodo de referéncia. Este potencial depende das actividades das
espécies idnicas que entram nas reaccOes redox (de oxidacdo-redugdo) correspondentes

e € expresso atraveés da equacédo de Nernst.
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No &mbito das andlises clinicas, o eléctrodo indicador utilizado é o eléctrodo
selectivo de ides (ISE, do inglés, ion-selective membrane electrode), constituido por
uma membrana de vidro com permeabilidade selectiva para os anides, ou catides, a

analisar.

4.2. METABOLISMO DOS LiPIDOS

O interesse no doseamento dos lipidos e das lipoproteinas baseia-se no facto de
poderem ser indicativos de risco de doenca cardiovascular. Alguns dos analitos que
constituem o perfil lipidico de risco podem estar aumentados noutras doengas, como no
hipotiroidismo, na diabetes ou em patologias renais. Desta forma, é importante descartar
essas possiveis causas de alteracBes nestes parametros, antes de os tratar apenas como

factores de risco cardiovascular.

O Painel para o Tratamento de Adultos do National Cholesterol Education Program
(NCEP) recomenda que todos os adultos com idade superior ou igual a 20 anos devem
medir, em jejum, os seus niveis de colesterol total, colesterol LDL (low-density
lipoprotein), colesterol HDL (high-density lipoprotein) e triglicéridos, pelo menos uma

vez em cada cinco anos como método de rastreio de doenga cardiaca coronéria.

Amostras

Soro e Plasma

Método

Espectrofotometria

Equipamento
Architect C8000/Ci8200 da Abbott

4.2.1. Colesterol Total

O colesterol ¢ um lipido esterdide sintetizado no figado, associado a producao de

hormonas esterdides e a sintese das paredes celulares.
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O aumento dos niveis de colesterol tem sido apontado como um factor de risco para
0 desenvolvimento de doenca das artérias coronarias. O seu doseamento € importante

para o diagnostico e classificacdo das hiperlipoproteinémias.

A quantificacdo dos niveis sericos de colesterol pode ainda ser utilizada como
indicador da funcdo hepatica, da funcdo biliar, da absorcdo intestinal e do

funcionamento da tiréide.

Factores como o stress, a idade, o sexo, o equilibrio hormonal e a gravidez afectam

0s niveis normais de colesterol.

4.2.2. Triglicéridos

Os triglicéridos sdao uma familia de lipidos que podem ser absorvidos a partir da
dieta (via exdgena), ou produzidos no figado por via endogena, a partir de hidratos de
carbono e &cidos gordos. Muitos dos &cidos gordos existentes no organismo constituem

os triglicéridos, sendo armazenados no tecido adiposo sob a forma de gordura.

A quantificacdo dos triglicéridos é importante no diagndstico e tratamento das
hiperlipidémias. Estas doencas podem ser genéticas ou secundarias a outras patologias
incluindo nefrose, diabetes mellitus e perturbacGes enddcrinas.

Segundo o NCEP, os triglicéridos constituem um factor de risco independente para o
desenvolvimento da aterosclerose. Os individuos hipertensos, obesos e/ou diabéticos

apresentam maior risco relativamente aos que nao sofrem destas doencas.

4.2.3. Lipoproteinas

As lipoproteinas plasmaticas sdo particulas esféricas que contém quantidades
variaveis de colesterol, triglicéridos, fosfolipidos e proteinas. Os fosfolipidos, o
colesterol livre e as proteinas constituem a superficie exterior da particula de
lipoproteina, enquanto que o nucleo interior contém, sobretudo, colesterol esterificado e
triglicéridos. As lipoproteinas solubilizam e transportam o colesterol e os triglicéridos
na corrente sanguinea. As proporgdes relativas de proteinas e lipidos determinam a
densidade destas lipoproteinas e fornecem uma base para a sua classificacdo. As classes

de lipoproteinas sdo os quilomicrons, as lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL,
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do inglés, very-low-density lipoprotein), as lipoproteinas de baixa densidade (LDL, do
inglés, low-density lipoprotein) e as lipoproteinas de alta densidade (HDL, do inglés,

high-density lipoprotein).

Diversos estudos clinicos demonstraram que as diferentes classes de lipoproteinas
tém efeitos muito distintos e variados no risco de desenvolvimento de doencas

cardiovasculares.

4.2.3.1. Colesterol HDL

A principal funcdo das HDL, no metabolismo lipidico, é a captura e transporte de
colesterol dos tecidos periféricos para o figado, através de um processo conhecido como
transporte reverso do colesterol, um mecanismo proposto como cardioprotector, assim
os elevados niveis de colesterol HDL tém sido associados a proteccdo contra doencas
coronarias, enquanto que os niveis baixos de colesterol HDL estdo associados ao
aumento do risco de doenca cardiovascular. Desta forma, a determinacdo dos niveis
séricos de colesterol HDL constitui um importante auxiliar para a identificacdo dos

doentes de risco.

4.2.3.2. Colesterol LDL

As LDL transportam o colesterol do figado para os tecidos periféricos. As LDL
contribuem para a formacgdo de placas que irdo entupir as artérias, levando a doenca

cardiaca coronaria.

Todos os estudos apontam o colesterol LDL como factor-chave na patogénese da
aterosclerose e da doenca coronaria. Mesmo dentro do intervalo de referéncia de
concentracdes de colesterol total, pode ocorrer um aumento do colesterol LDL com um

elevado risco associado de doencas cardiovasculares.

Na Tabela 6. estdo enumeradas varias situacdes que podem justificar as alteracoes
encontradas no doseamento dos lipidos e das lipoproteinas, para além do risco associado

ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares.
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Tabela 6. — Significado clinico dos lipidos e das lipoproteinas.

Parametro Aumento Diminuicao

Hipotiroidismo, diabetes (ndo

Colesterol Total . _
controlada), patologia renal;

Doencas hepaticas, anemia;

Hipotiroidismo, alcoolismo,
Triglicéridos doenca hepatica, diabetes (néo -
controlada);

Terapia com  estrogénios,

Colesterol HDL ,
consumo de alcool;

Tabagismo;

Disturbios  hereditarios  do Ingestdo elevada de fibras,
Colesterol LDL metabolismo do colesterol, dieta tratamento com determinados
rica em gorduras saturadas; farmacos;

4.3. METABOLISMO OSSEO E MINERAL

Entre os varios processos homeostaticos do organismo, o metabolismo do calcio é
aquele que é controlado de forma mais rigida. A necessidade deste controlo deve-se ao
facto do calcio desempenhar um papel crucial no processo de sinalizacdo intracelular,
na membrana plasmatica das células e no controlo da funcéo de proteinas extracelulares,

como as que participam na cascata da coagulacao.

O calcio extracelular estd intimamente relacionado com o fosforo e, em menor

extensdo, com o0 magnesio.

Amostras

Soro, Plasma e Urina.

Método

Espectrofotometria.

Equipamento
Architect C8000/Ci8200 da Abbott.
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4.3.1. Calcio

A quase totalidade do calcio (cerca de 99%) do organismo encontra-se no 0sso. O
restante esta presente no soro e tem vérias fungdes, como a reducgdo da excitabilidade
neuromuscular, a participacdo na coagulacdo sanguinea e a activacdo de algumas

enzimas, nomeadamente as que participam na formacéo 0ssea.

A quantidade de célcio sérico (calcemia) é mantida fixa pela ac¢do conjugada da
paratormona, da vitamina D e da calcitonina. Assim, o doseamento do célcio €
frequentemente utilizado como um teste de screening, pois 0s seus niveis sdo mantidos
num intervalo muito estreito de concentracdes. Alteracdes nos niveis de calcio podem

ser indicativas de diversos distirbios metabolicos.

4.3.2. Fésforo

A maior parte do fésforo do organismo (cerca de 80 a 85%) esta presente na matriz
Ossea, sob a forma de hidroxiapatite, a restante encontra-se sob a forma de fdsforo
inorganico e ésteres de fosfato. O célcio e o fésforo séricos apresentam geralmente uma
relacdo de reciprocidade, ou seja, quando os niveis de célcio diminuem, os niveis de

fésforo aumentam e vice-versa.

A quantificacdo do fosforo € normalmente utilizada, em conjunto com outros

parametros, no diagnostico de alteracdes relacionadas com o metabolismo do célcio.

4.3.3. Magnésio

O magnésio é um mineral essencial que esta envolvido em varias fungdes
bioquimicas. Desempenha um papel estrutural nos acidos nucleicos e particulas
ribossomais, & necessario como activador para varias enzimas, sobretudo as que
convertem energia para a fungdo muscular, e participa na fosforilagdo oxidativa para a
producdo de energia. E importante na estrutura 0ssea, mais de 50% do magnésio do
organismo esta complexado com o célcio e o fosfato, no 0sso. Aproximadamente 35%
do magnésio no plasma esta ligado a proteinas, principalmente a albumina, pelo que as

alteracGes na concentracao de albumina podem afectar o magnésio.
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O interesse da sua determinacao, usado como follow-up quando os niveis de calcio e

potassio sdo baixos, consiste na avaliacdo de problemas musculares como fraqueza ou

espasmos, ou arritmias cardiacas.

Na tabela seguinte encontra-se descrito o significado clinico dos pardmetros

envolvidos no metabolismo dsseo e mineral.

Tabela 7. — Significado clinico dos parametros envolvidos nos metabolismos 0sseo e

mineral.

Parametro

Calcio

Fosforo

Magnésio

Significado Clinico

T — Hiperpatiroidismo, hipervitaminose D, mieloma
multiplo, algumas neoplasias ¢sseas;

| — Hipoparatiroidismo, deficiéncia em vitamina D (ex.
osteomalécia), esteatorreia, nefrose, nefrite, pancreatite.

1 — Hipervitaminose D, hipoparatiroidismo, insuficiéncia
renal;

| — Raquitismo (deficiéncia em vitamina D),
hiperparatiroidismo, sindrome de Fanconi.

1 — Insuficiéncia renal glomerular, coma diabético;

| — Perturbacdo da funcdo neuromuscular, diarreia
prolongada, sindromes de mé absorcao, hiperaldosteronismo,
terapéutica diurética.

[Legenda: valores séricos: 1 — aumentado; | — diminuido.]

4.4. EQUILIBRIO ELECTROLITICO E ACIDO-BASE

4.4.1. lonograma

O ionograma consiste na determinacdo da concentracdo dos ides sodio (Na¥),

potassio (K") e cloro (CI"), o que permite avaliar, de uma forma global, o equilibrio

electrolitico do organismo.

Na Tabela 8. encontra-se uma descrigcdo dos ides sodio, potassio e cloro, bem como

o0 seu significado clinico.
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Tabela 8. — Descricao e significado clinico do ionograma.

Parametro

Saodio

Potassio

Cloro

Descricéo
Catido extracelular mais
abundante tem um  papel

essencial na distribuicdo hidrica

normal e na manutencdo da
pressdo osmética nos
compartimentos  do  liquido
extracelular. Os seus niveis

sanguineos sdo regulados pela
excrecdo e reabsorcdo nos rins.

Principal  catido intracelular,
responsdvel pela contraccdo
muscular e pela manutencdo do
batimento cardiaco normal.

Principal anido extracelular, os
seus niveis séricos correspondem
normalmente a aumentos e
diminuicdes do sbdio.

[Legenda: 1 — aumentado; | — diminuido.]

Significado Clinico

1 — Sindrome de Cushing, desidratacéo
grave ou consumo elevado de sal sem a
respectiva compensacdo em &gua,
diabetes insipidus.

| — Utilizacdo excessiva de diuréticos,
perda gastrointestinal (diarreia ou
vémito prolongado), acidose
metabdlica, doenca de Addison, doenca
renal.

T — Confusdo mental, debilidade
generalizada, entorpecimento, paralisia
flacida nas extremidades, diminuicdo da
frequéncia cardiaca (eventualmente,
colapso do sistema vascular periférico e
paragem cardiaca) — Podem estar
relacionados a terapéutica intravenosa
inadequada,  desidratacdo, choque,
cetoacidose diabética e queimaduras
graves.

| — Debilidade muscular, irritabilidade,
batimento cardiaco acelerado
(eventualmente, paragem cardiaca) —
Podem ser causados por uma ingestao
deficiente deste catido na dieta, por uma
redistribuicdo do potéssio extracelular e
por aumento na perda de fluidos
organicos ricos em potassio.

1T — Acidose metabdlica associada a
diarreia prolongada e a perda de
NaHCO3, doenca dos tdbulos renais na
qual ha um decréscimo na excregdo de
H*, levando a um decréscimo na
reabsorcdo de HCOg

| — Vomito prolongado acompanhado
por perda de HCI, acidose metabdlica,
casos criticos da doenca de Addison,
perda de sal em consequéncia de
doenca renal.
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Amostras

Soro, Plasma ou Urina

Método

Potenciometria

Equipamento
Architect C8000/Ci8200 da Abbott

4.4.2. Gasometria Arterial

A gasometria arterial € um teste que efectua a medicao do pH e de gases sanguineos,
como a pressdo parcial de oxigénio (pO,) e a pressdo parcial de dioxido de carbono
(pCOy,). Permite a identificacdo de alteracbes no equilibrio acido-base e é indispensavel
para avaliar o grau de uma insuficiéncia respiratoria aguda, distinguindo hopoxemia

com ou sem hipercapnia.

« Hipoxemia sem hipercapnia: A hipoxemia desencadeia uma hiperventilacao,
reflexo que permite que o CO,, muito difundivel, seja eliminado. Observa-se

entdo hipocapnia e alcalose respiratéria por hiperventilacdo alveolar.

e Hipoxemia com hipercapnia: A hipercapnia € acompanhada, muito
frequentemente, de acidose respiratdria mais ou menos compensada por um
aumento do bicarbonato plasmaético, consoante a insuficiéncia respiratoria é

mais ou menos recente.

O doseamento dos gases sanguineos também € importante na monitorizagdo
terapéutica de doentes que estejam a receber oxigénio por ventilagio mecanica, no

sentido de determinar a quantidade correcta de gases a administrar.

Amostra

Sangue total — colhido por puncgédo da artéria femoral ou radial, ao abrigo do ar,
numa seringa impermeabilizada com heparina. O doseamento deve ser feito nos dez

minutos que se seguem a colheita.
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Método

Potenciometria (pH e pCOy)
Amperometria (pO,)

Equipamento

RapidLab 348 da Siemens

Amperometria

Fundamento do Método

A amperometria é uma técnica electroquimica utilizada para dosear a quantidade de
analito em solucdo, através da aplicacdo de uma tensao fixa entre dois eléctrodos numa
célula electroquimica, medindo a corrente que a atravessa. O eléctrodo de medigdo tem
carga negativa e serve de catodo no sistema eléctrico. O eléctrodo de referéncia tem
carga positiva e serve de anodo. Ambos os eléctrodos estdo ligados a uma fonte de
tensdo externa. Quando a amostra entra em contacto com os dois eléctrodos, é aplicada
uma tensdo conhecida ao catodo (eléctrodo de medicdo). Essa tensdo faz com que as
moléculas do analito em solucdo sejam atraidas para o catodo, dando origem a uma
reaccdo quimica (reducdo) que consome electrdes. Os electrbes sdo imediatamente
substituidos na solucdo da amostra por uma reaccdo distinta (oxida¢do) que ocorre no
anodo (eléctrodo de referéncia). As duas reaccBes resultam numa corrente que pode ser
medida, sendo directamente proporcional a concentracdo do analito, que reage no

eléctrodo de medicdo, presente na amostra.

Significado Clinico da Gasometria Arterial

pH — O pH exprime a actividade dos ides de hidrogénio numa solucéo, reflectindo o
equilibrio &cido-base no sangue. O pH tem significado clinico como forma de detectar
determinados desequilibrios &cido-base que podem ocorrer em diversas condigOes
patoldgicas. Um desequilibrio acido-base causado inicialmente por uma insuficiéncia
respiratoria € denominado acidose ou alcalose respiratéria primaria, enquanto que o
causado por doenca renal ou gastrointestinal € denominado acidose ou alcalose

metabdlica.
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pCO, -0 dioxido de carbono é produzido durante o0 metabolismo normal da célula e
é libertado no fluxo sanguineo, onde € transportado para os rins e pulmdes para ser
excretado. O CO; é transportado pelo sangue sob a forma de ido bicarbonato (HCO3),
CO, dissolvido e acido carbénico (H,COg3), tem um papel importante na manutencédo do
pH do sangue. Em conjunto, o pH e a pCO; constituem uma ferramenta de diagnostico
mais segura na avaliacdo da funcdo respiratéria. Um aumento do valor da pCO; e

uma diminuicao do pH indicam acidose respiratéria — condi¢do em que o CO; é retido

pelos pulmdes. Uma diminuic¢do do valor da pCO; e um aumento do pH indicam

alcalose respiratéria — condicdo em que os pulmdes expiram demasiado CO,

comparativamente a quantidade produzida.

pO,— A medicao da pO, reflecte a tensdo ou for¢a motriz necessaria para deslocar o
oxigénio de um local para o seguinte, devido ao diferencial de pressdes. Apesar de ndo
ser uma medida do conteudo de O,, este valor &€ uma ferramenta que permite avaliar a
eficiéncia da troca de gases nos pulmdes. E importante na avaliagdo do grau de

hipoxemia existente no paciente.

4.5. FUNCAO RENAL

Os rins desempenham um papel central nos mecanismos homeostaticos do
organismo. Uma diminuicdo da funcdo renal estd fortemente relacionada com o
aumento da morbilidade e da mortalidade. As principais fungdes dos rins incluem a
filtracdo, reabsorcdo e excrecdo de varios metabolitos. Assim, 0s rins integram estas

funcBes para manter a homeostase e regular o meio interno.

A determinagdo de alguns parametros bioquimicos, tanto de rotina como exames
mais especificos, constitui uma ferramenta Util no screening e no diagnéstico de

alterac@es da funcgéo renal.

Amostras

Soro, Plasma ou Urina

Método

Espectrofotometria

Equipamento
Architect C8000/Ci8200 da Abbott
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4.5.1. Acido Urico

O acido urico é um metabolito das purinas, acidos nucleicos e nucleoproteinas.
Consequentemente, niveis alterados de &cido uUrico podem indicar perturbacdes no

metabolismo destas substancias.

O é&cido urico é excretado pelos rins, mas em situacdes de disfuncdo renal pode
acumular-se. A hiperuricemia pode levar a formacdo de depositos de cristais de urato

nas articulacdes (gota) ou nos rins (calculos renais).

A determinacdo do acido Urico permite avaliar se a inflamacao nas articulacGes esta
relacionada com a gota e € util para monitorizar a producdo de acido Urico, em pacientes

sujeitos a tratamentos de quimioterapia ou radioactivos.

4.5.2. Creatinina

A creatinina € eliminada do sangue circulante por filtracdo glomerular. Uma reducgéo
da funcdo renal resulta num aumento dos niveis de creatinina sérica. Desta forma, a

quantificacdo da creatinina sérica é utilizada no diagndstico e monitoriza¢do da doenca

renal aguda e cronica, na determinacdo de uma estimativa da taxa de filtracdo
glomerular (GFR, do inglés, glomerular filtration rate) ou para avaliar a funcdo renal

dos pacientes que fazem dialise. A analise da creatinina na urina é utilizada para

calcular a clearance da creatinina.

Calculo da clearance da creatinina e expressao dos resultados:
CL (mL/min) = (CrUrina / CrSoro) X (Vol. (mL) / 1440 min.)

Clearance da Creatinina (mL/min/1.73m?)

45.3. Ureia

As concentracBes obtidas por este teste sdo utilizadas no diagnostico de
determinadas doencas renais e metabdlicas. A determinacdo da ureia, no soro, €

(constitui o teste mais) frequentemente utilizada para a avaliacdo da funcéo renal. Este
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teste é frequentemente requisitado em conjunto com a determinacdo da creatinina sérica

para diagndstico diferencial da hiperuremia, que pode ser:

o pré-renal (descompensacdo cardiaca, deplecdo hidrica, aumento do

catabolismo de proteinas);

o renal (glomerulonefrite, nefrite crénica, rim policistico, nefrosclerose,

nefrose tubular);
 pos-renal (obstrucGes do tracto urinrio).

Na Tabela 9. encontra-se descrito o significado clinico do acido Urico, da creatinina

e da ureia.

Tabela 9. — Significado clinico de alteragdes nos niveis seéricos do &cido Urico, da creatinina

e da ureia.
Paréametro Significado Clinico

1 — Gota, disfuncdo renal, leucemia tratada, policitemia,

aterosclerose, diabetes, hipotiroidismo, algumas doencas
Acido Urico genéticas;

| — Doenca de Wilson.

1 — Disfuncéo renal que pode ter vérias causas: toxidade
provocada por farmacos, diabetes ndo controlada ou fluxo

Creatinina . N . .
sanguineo insuficiente nos rins, devido a choque ou
insuficiéncia cardiaca congestiva.
1 — Disfuncéo renal, dieta rica em proteinas;
Ureia

| — Dieta pobre em proteinas, doenga hepatica.

[Legenda: 1 —aumentado; | — diminuido.]

4.6. FUNCAO HEPATICA E BILIAR

O figado é responsavel por numerosas e importantes funces essenciais. E no figado
que se produzem e armazenam aminodacidos, hidratos de carbono, lipidos, vitaminas e
minerais. Sintetiza algumas proteinas plasmaticas, factores de coagulacédo e proteinas
transportadoras. E o principal local de desintoxicacdo de componentes exdgenos, tais
como farmacos e toxinas, e do catabolismo de varias hormonas, ajudando a regular os

niveis hormonais plasmaticos.
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Outras fungdes importantes do figado séo a conjugacédo da bilirrubina com o acido
glucoronico e a sintese de &cidos biliares, os quais regulam o metabolismo do colesterol

e facilitam a absor¢do das gorduras provenientes da dieta.

Qualquer lesdo do figado que cause histolise e necrose celular, ao nivel do
hepatdcito, faz com que haja libertacdo de varias enzimas, cuja medicdo no soro permite
avaliar a extensdo do dano hepético e diferenciar a patologia hepatocelular (funcional)
da obstrutiva (mecanica). Por exemplo, as concentracfes séricas elevadas das enzimas
alanina aminotransferase (ALT) aspartato aminotransferase (AST) reflectem situactes

de dano hepatocelular.

Niveis elevados de fosfatase alcalina (ALP, do inglés, alkaline phosphatase) e de y-

glutamil transferase (GGT) revelam obstruc6es do sistema biliar.

A medicdo da bilirrubina permite avaliar a capacidade funcional do figado e

distinguir entre processos agudos e crénicos.

Amostras

Soro e Plasma.

Método

Espectrofotometria.

Equipamento
Architect C8000/Ci8200 da Abbott.

4.6.1. Aminotransferases -~ Alanina Aminotranferase e  Aspartato

Aminotransferase

As aminotransferases sdo enzimas que catalisam a transferéncia do grupo amina de
um aminoacido para um acido a-cetonico. Ambas séo enzimas celulares, cujo aumento
no soro é resultado da sua libertacdo para a corrente sanguinea em consequéncia da

necrose celular.

A aspartato aminotransferase (AST) é constituida por duas isoenzimas, uma
citoplasmatica e outra mitocondrial, enquanto que a alanina aminotransferase (ALT) €
exclusivamente citoplasmatica. A AST esta presente em varios tecidos como o coragéo,

figado, musculo esquelético, rim e células hematopoiéticas, enquanto que a ALT
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encontra-se sobretudo no figado, pelo que é considerada um indicador mais especifico,
do que a AST, para doencas hepaticas. No entanto, esta especificidade ndo é absoluta,
pois a ALT também se encontra em tecidos como o rim, coragdo e musculo esquelético,
mas em concentracbes mais baixas. O periodo de semi-vida médio da AST em
circulacdo é de 17 + 5 horas, enquanto que o da ALT é de 47 £ 10 horas, pelo que 0s
niveis séricos da AST diminuem mais rapidamente do que os da ALT.

4.6.2. Fosfatase Alcalina

A fosfatase alcalina (ALP) € uma enzima composta por um grupo de pelo menos
cinco isoenzimas que catalisam a hidrélise de monoeésteres de fosfato, em pH alcalino.
Estd presente em praticamente todos os tecidos do organismo, especialmente nas
membranas celulares, 0 que sugere a sua intervencdo no transporte de metabolitos
através das membranas. Encontra-se também na placenta, mucosa intestinal, rim, 0sso
(osteoblastos) e figado. A funcdo exacta desta enzima é ainda desconhecida, embora
pareca estar relacionada com o transporte de lipidos no intestino e com o processo de

calcificacao dssea.

Uma variedade de processos patolégicos pode resultar na libertacdo de quantidades

elevadas de ALP no sangue.

4.6.3. Gama-glutamil Transferase

A y-glutamil transferase (GGT) é uma enzima que catalisa a transferéncia de
residuos y-glutamil do glutatido para receptores peptidicos. Encontra-se sobretudo no

rim, mas também no péancreas, figado, baco e intestino.

Embora o rim apresente o nivel mais elevado de GGT, a enzima presente no soro
parece ter origem, sobretudo no sistema hepatobiliar, apresentando-se elevada em

muitas formas de doenca hepatica.

O aumento dos niveis de GGT é identificado mais precocemente e é mais acentuado
relativamente a outras enzimas hepaticas em casos de obstrucdo hepatobiliar, por este
motivo a GGT é considerada um indicador sensivel para estas doencgas. O alcool
estimula a sintese de GGT e por isso 0 seu doseamento é Util para detectar casos de

alcoolismo.
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4.6.4. Bilirrubina Directa e Bilirrubina Total

Apbs o final do seu ciclo de circulagéo, os globulos vermelhos sdo decompostos no
sistema reticuloendotelial, principalmente no bago. O grupo heme resultante, assim que
o ferro é removido, é convertido em bilirrubina. Este processo corresponde a
aproximadamente 80% da bilirrubina produzida diariamente. As outras fontes de
bilirrubina incluem a decomposicdo de mioglobina e citocromos e o catabolismo de

glébulos vermelhos imaturos na medula 6ssea.

Uma vez produzida, a bilirrubina é transportada para o figado, ligada a albumina por
ser insoltvel em agua. Esta fraccdo de bilirrubina é denominada bilirrubina indirecta ou
ndo-conjugada. No figado, a bilirrubina é conjugada com o &cido glucorénico para
formar a bilirrubina conjugada, ou bilirrubina directa, que € excretada através do
sistema biliar para o intestino, onde é metabolizada pelas bactérias intestinais a um
grupo de produtos colectivamente conhecidos como estercobilinogénio. A eliminacdo é

guase completa e 0s niveis séricos sdo geralmente insignificantes.

A bilirrubina directa é a soma das fracgdes conjugadas, enquanto que a bilirrubina
total é a soma das frac¢fes ndo-conjugadas e conjugadas.

Na Tabela 10. é feita uma referéncia ao objectivo da determinacdo das enzimas

descritas anteriormente, bem como o seu significado clinico.

Tabela 10. — Aplicacéo e significado clinico das principais enzimas envolvidas na avaliacéo

da funcdo hepatica.

Parametro Descricéo Significado Clinico

Avaliacdo da doenca hepatica
ALT (indicador mais especifico do que 1 — Hepatite, cirrose, mononucleose.
a AST).

1 — Patologias hepéticas, enfarte do

Avaliaca nca hepatica. S
AST aliacdo da doenca hepética .

1 — Patologias hepdticas, patologias
0sseas; durante 0 crescimento

Avaliacao de doencas 0sseas € (gevido a actividade osteoblastica);

NP hepaticas.

| — Hipotiroidismo, hipofosfatemia,
anemia peniciosa.
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Parametro Descricéo Significado Clinico
Avaliacdo de dano ou doenca 1 — Obstrucdo biliar (ictericia
GGT hepatica (indicador sensivel de obstrutiva), alcoolismo; hepatite
doenca hepatobiliar). infecciosa (aumentos moderados).

Testar a capacidade do figado [ = Rl kitleeh (IR

B|I|_rrub|na para conjugar a bilirrubina e hepatl_t(?,_ algl,Jmas d°e”9a3
Directa . hereditarias (ex. sindrome de Dubin-
excreta-la.
Johnson).
Bilirrubina - . -, T — Hepatite, cirrose, doencas
Avaliagéo da fungéo hepaética. - « -
Total ¢ ¢ P hemoliticas, obstrugdo hepatica.

[Legenda: 1 —aumentado; | — diminuido.]

4.7. METABOLISMO DO FERRO

A maior parte do ferro do organismo é proveniente da dieta, sendo consumido no
estado férrico (Fe), este é convertido na forma ferrosa (Fe®") apds a ingestéo, e é
absorvido sobretudo no duodeno e no jejuno. O ferro circula no sangue ligado a
tranferrina, uma pB-globulina sintetizada no figado, que actua como proteina de
transporte. Na medula dssea, os precursores eritroides utilizam parte do ferro disponivel,
sendo o restante armazenado sob a forma de ferritina e de hemossiderina nas células do

sistema reticuloendotelial do figado, baco e medula 6ssea.

O doseamento do ferro e da capacidade latente de fixacdo do ferro (UIBC, do inglés,
unsaturated iron binding capacity), ou capacidade ndo saturada de ligacdo do ferro, que
traduz a quantidade de tranferrina ndo saturada, é efectuado em amostras de soro e
plasma, no equipamento Architect C8000/Ci8200 da Abbott, por espectrofotometria. A
quantificacdo da transferrina € igualmente determinada em amostras de soro e plasma,

no mesmo equipamento, mas pelo metodo de imunoturbidimetria.

Na Tabela 11. esté descrito 0 objectivo da determinacdo do ferro, da tranferrina e da

IUBC, bem como o seu significado clinico.
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Tabela 11. — Aplicacao e significado clinico do ferro, da transferrina e da UIBC.

Parametro

Ferro

Transferrina

UIBC

Aplicacao

Avaliacdo do status de ferro (a
medicdo da ferritina e da
transferrina podem  fornecer
informacdo mais detalhada).

Avaliagdo do status de ferro e do

estado nutricional;  atil  no
diagnostico diferencial da
anemia.

Diagnéstico e tratamento da

anemia.

[Legenda: T —aumentado; | — diminuido.]

4.8. METABOLISMO DOS HIDRATOS DE CARBONO

4.8.1. Glucose

Significado Clinico

1T — Hemocromatose e doenga
hepaética;

|l — Anemia devido a ma absorgéo
resultante de doenca gastrointestinal;
dieta pobre em ferro, perda de
sangue.

1 — Anemia ferropénica;

| — Patologia hepatica cronica,
sindrome nefrético; excesso de ferro
devido a transfusGes mdltiplas ou
hemocromatose.

Terapéutica em situagdes de excesso
de ferro.

A glucose é a principal fonte de energia para muitos tecidos, é regulada pela

insulina, cortisol e glicogénio. Alteragdes no metabolismo da glucose correspondem, na

maioria dos casos, a uma hiperglicemia ou, em menor extensdo, a uma hipoglicemia.

Constitui 0 ensaio mais frequentemente utilizado para auxiliar o diagnéstico e o

tratamento da diabetes. Niveis elevados de glucose (hiperglicemia) também podem

ocorrer em casos de neoplasma pancreético, hipertiroidismo e hiperfuncéo cortical, bem

como noutras disfungdes. Niveis de glucose reduzidos (hipoglicemia) podem resultar da

terapéutica excessiva com insulina ou de varias doencas hepaticas.

Amostras

Soro, Plasma, Urina e Liquido Cefalorraquidiano.
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Método

Espectrofotometria.

Equipamento
Architect C8000/Ci8200 da Abbott.

4.8.2. HemoglobinaAlc

A hemoglobinaAlc (HbALlc, ou hemoglobina glicada) corresponde a uma molécula
de hemoglobina ligada covalentemente a uma molécula de glucose. A sua determinacao
é utilizada como meio auxiliar na monitorizacdo do controlo a longo prazo da glucose,
presente no sangue de individuos com diabetes mellitus, destinando-se ao diagnostico
desta patologia (Norma DGS 033/2011).

Os individuos aos quais foi diagnosticada diabetes mellitus apresentam, geralmente,
uma percentagem elevada de HbAlc. A diabetes ndo controlada pode originar
complicacBes graves como a hiperglicemia e a cetose. Além disso, podem ocorrer a
longo prazo outras complicagbes, tais como doenca cardiovascular, retinopatia,
nefropatia e neuropatia. Varios estudos, incluindo o DDCT (Diabetes Control and
Complications Trial), demonstraram que o controlo a longo prazo da diabetes pode
prevenir este tipo de complicacdes.

O ensaio para a determinacdo de HbAlc mede a concentracdo desta relativamente a
concentracdo de hemoglobina total (HbT), sendo efectuado por duas medices de
concentracdes separadas. Estas concentracfes sdo utilizadas para determinar a
percentagem de HbAlc. A amostra de sangue total € pré-tratada com um agente de
desnaturacdo da hemoglobina para lisar os eritrécitos e degradar a hemoglobina pela
pepsina, formando um hemolisado. As duas determinacOes sdo feitas a partir deste
hemolisado. A concentragdo de hemoglobina total € determinada por
espectrofotometria, enquanto que a concentracdo de HbAlc é determinada por
imunoturbidimetria, ambas séo efectuadas no equipamento Architect C8000/Ci8200 da
Abbott. A percentagem de HbAlc é dada pela relagdo HbAlc / HbT com um factor de

conversao.
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4.9. FUNCAO MUSCULAR

A avaliacdo da funcdo muscular, nomeadamente danos no tecido muscular, é feita
com base na determinacdo da actividade das enzimas creatina quinase e lactato

desidrogenase.

O doseamento destas enzimas e efectuado em amostras de soro e plasma, por
espectrofotometria, no equipamento Architect C8000/Ci8200 da Abbott.

4.9.1. Creatina Quinase

A creatina quinase (CK, do inglés, creatine kinase) catalisa a transferéncia de um
grupo fosfato da creatina-fosfato para o ADP, o que permite a reconstituicdo das

reservas de ATP.

E muito abundante no musculo esquelético, no miocérdio e no cérebro. A CK é um
dimero cujas subunidades M (musculo), B (cérebro, do inglés, brain) estdo na origem
de trés isoenzimas: CK-MM (musculo esquelético), CK-BB (cérebro) e CK-MB
(miocéardio). A actividade da CK é maior no muasculo estriado e no coracdo,
relativamente aos outros tecidos, como o cérebro, pelo que a sua determinagcdo é um

indicador importante de dano muscular ou cardiaco.

O aumento dos valores séricos de CK pode ocorrer em varios tipos de patologias que
causem distrofia muscular, como a distrofia de Duchenne, a miosite ou a polimiosite.
Os seus valores também podem aumentar em consequéncia da pratica de exercicio
fisico intenso. A actividade da CK aumenta ap6s danos no miocardio, nomeadamente a
fraccdo MB. Nesta situacéo, a determinacdo da CK-MB ¢ feita em conjunto com outros
parametros, como a troponina-I, para o diagnéstico de enfarte agudo do miocardio, que
sera referida adiante no ponto dos marcadores cardiacos. Niveis baixos de CK sdo

encontrados em individuos com indices baixos de massa muscular.

4.9.2. Lactato Desidrogenase

A lactato desidrogenase (LD) é uma enzima que pode ser encontrada na maioria dos
tecidos, como o coragdo, pulmdo, figado, rim e musculo esquelético. Existe em cinco

formas, numeradas de LD-1 a LD-5 consoante os tecidos onde predomina. Uma vez que
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a concentracdo de LD nos tecidos € cerca de 500 vezes superior a existente no plasma, a
ocorréncia de danos numa pequena porcdo de tecido pode conduzir a um aumento
significativo da sua actividade no soro. Assim, a principal aplicacdo da LD ¢ a detecgéo

de pequenas lesbes nos tecidos.

Niveis aumentados de LD ocorrem numa série de condi¢des patoldgicas, uma vez
que a sua distribuicdo é bastante alargada. Exemplos dessas condigdes sdo o enfarte do
miocardio, a hemdlise (anemia hemolitica) e as doencas hepaticas, pulmonares e

musculares.

4.10. FUNCAO PANCREATICA

4.10.1. Amilase

A a-amilase € uma enzima produzida no pancreas e nas glandulas salivares. Os
individuos saudaveis apresentam uma actividade baixa, mas mensuravel, de a-amilase
no soro e na urina. A medicdo da actividade desta enzima € Util para o diagnéstico da
pancreatite e de outras perturbacdes pancreaticas, que tém como consequéncia 0

aumento da actividade da a-amilase no soro e na urina.

Niveis elevados de amilase sérica encontram-se na pancreatite aguda, ou nha
pancreatite cronica recidivante. Estdo também associados a sindromes abdominais
dolorosos sem lesdo pancreética, pelo que a amilase, apesar de sensivel, ndo é um teste
especifico de doenca pancreatica. Niveis diminuidos de amilase sérica podem ocorrer

em algumas doencas hepaticas.

Amostras

Soro, Plasma e Urina.

Método

Espectrofotometria.

Equipamento
Architect C8000/Ci8200 da Abbott.
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4.11. PROTEINAS

As proteinas sdo parte integrante das células, fluidos e 6rgdos, estando envolvidas
em mualtiplos processos. As proteinas com interesse para a Bioquimica Clinica séo as
que circulam no sangue, estas incluem as proteinas plasmaticas, as proteinas de
transporte e as proteinas de defesa, que exercem a sua funcdo principalmente na
circulacdo e no fluido extracelular. Muitas destas proteinas sao sintetizadas no figado, a
partir de aminoacidos essenciais, com excepcdo das imunoglobulinas que sdo

produzidas pelos linfdcitos B.

Outras proteinas que por vezes sao encontradas na circulagdo sao as que apresentam,
principalmente, funcdes intracelulares. Podem entrar na corrente sanguinea, a partir das
células onde foram formadas e a sua presenca no sangue muitas vezes reflecte algum

tipo de dano para a célula.

4.11.1. Proteinas Totais

As proteinas plasmaticas sdo sintetizadas principalmente no figado, plasmdcitos,
nodulos linfaticos e medula 6ssea. O valor das proteinas totais séricas pode sofrer
variacOes por alteracdo de uma ou mais proteinas especificas ou por alteracbes do
volume de &gua no plasma. Em caso de doenca, quer o nivel plasmatico de proteinas
totais quer o racio das frac¢des individuais podem estar significativamente alterados em
relacdo aos seus valores normais. Alteracdes nas propor¢des de proteinas plasmaticas
podem ocorrer em uma ou Vvarias fracgbes das proteinas e, frequentemente, sem

alteracdo na quantidade de proteinas totais.

As alteragdes nos niveis de proteinas totais apresentam uma correlagdo clinica
variada e o interesse da sua determinacdo €, essencialmente, 0 uso como teste de

screening para avaliar se 0s niveis proteicos estdo de acordo com o esperado.

Situagdes de hipoproteinemia podem ser causadas por:

o sindrome nefrético;

hemorragia generalizada;

maé absor¢éo das proteinas;

queimaduras graves;

sindromes de retencédo de sal e de Kwashiorkor (caréncia aguda de proteinas).
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A hiperproteinemia pode ocorrer em:

e Casos graves de desidratacdo

o mieloma mdltiplo

Amostras

Soro e Plasma.

Método

Espectrofotometria.
Equipamento

Architect C8000/Ci8200 da Abbott.

4.11.2. Proteinas Urina/Liquido Cefalorraquidiano

Proteinas na Urina

O papel do sistema renal na conservacdo das proteinas plasmaticas € ha muito
reconhecido. Em condic@es fisiolégicas normais, as proteinas de baixo peso molecular,
como a insulina (diabetes), atravessam os glomérulos em quantidades relativamente
elevadas. As proteinas de dimensdes intermédias, como a transferrina e a albumina,
também conseguem atravessar 0s glomérulos, mas em quantidades mais pequenas. A
maior parte destas proteinas € reabsorvida nos tubulos renais. O doseamento das
proteinas na urina tem um papel importante na avaliacdo da funcdo renal e na

monitorizacgdo de farmacos nefrotoxicos.
A proteindria pode ocorrer em trés situacOes especificas:
o permeabilidade glomerular acrescida (albumina);
« reabsorcéo tubular deficiente (proteinas de baixo peso molecular);

« secrecdo anormal de proteinas para o tracto urinario.

Proteinas no liquido cefalorraguidiano (LCR)

Como referido anteriormente, na seccdo de Imunologia, a presenca da maior parte

das proteinas no LCR é consequéncia da difusao, a partir do plasma, através da barreira
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hematoencefalica (BHE). Os niveis elevados de proteinas no LCR surgem em
consequéncia de um aumento da permeabilidade da BHE ou da sintese intratecal de
imunoglobulinas, ou de ambas. Assim, 0 objectivo da quantificacdo das proteinas no
LCR ¢ a investigacdo de patologias como a meningite, tumores cerebrais e infecgdes do

sistema nervoso central.

Amostras

Urina (preferencialmente amostras de 24 horas) e LCR.

Método

Turbidimetria.

Equipamento
Architect C8000/Ci8200 da Abbott.

4.11.3. Albumina

A albumina, também ja abordada na seccdo da Imunologia, é a principal proteina do
soro em individuos normais. E sintetizada no figado, esta envolvida no transporte de

varias substancias e contribui para a manutencao da pressdo oncética.

Geralmente, niveis séricos diminuidos de albumina ocorrem em diversas patologias,
incluindo doenca renal, hepatica, ma absorcdo, desnutricdo, queimaduras graves,
infeccdes e situacdes de malignidade. Niveis aumentados podem resultar de situacGes de

desidratacdo.

No Laboratério de Bioquimica, o doseamento da albumina e efectuado em amostras
de soro e plasma, por espectrofotometria, no equipamento Architect C8000/Ci8200 da
Abbott.

4.11.4. Proteina C Reactiva

A proteina C reactiva (PCR) € a proteina de fase aguda mais precoce, cuja
concentracdo aumenta devido a processos inflamatorios, sobretudo na resposta a
infeccdo pneumocdcica (bacteriana), doenca histolitica e a uma variedade de outros
estados patoldgicos.
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A PCR é utilizada como marcador, ou indicador genérico, de diagndstico de
infeccbes e inflamacdo, além de servir para monitorizar a resposta a terapéutica
farmacoldgica ou a cirurgia. Trata-se de um parametro muito sensivel, no entanto é

pouco especifico.

Amostras

Soro e Plasma.

Método

Imunoturbidimetria.

Equipamento
Architect C8000/Ci8200 da Abbott.

4.11.5. B,-Microglobulina

A PBo-microglobulina (B2M) é um constituinte da cadeia leve dos antigénios
leucocitarios de classe | (HLA, do inglés, human leukocyte antigen — complexo major
de histocompatibilidade). Como resultado do metabolismo e degradagdo de HLA, a
B2M aparece na sua forma livre e pode ser encontrada em baixa concentragéo no soro,
urina e outros fluidos biologicos. A B2M livre ¢ eliminada do organismo por filtragdo

glomerular, seguida de reabsorc¢éo tubular e degradacao.

Os niveis séricos de p2M sdo frequentemente elevados em pacientes com uma
variedade de desordens linfoproliferativas e inflamatdrias, reflectindo um aumento da
sintese desta proteina. Niveis séricos anormalmente elevados de f2M estdo associados a
disfuncgéo renal e filtragdo glomerular reduzida, reflectindo uma diminuicdo da excregéo
urinéria.

Em algumas desordens renais, a f2M também pode ser determinada na urina, sendo
a sua concentracdo muito elevada em situacdes de intoxicagdo por aminoglicosideos,
por metais pesados e necrose tubular aguda. Também ¢é 0til na diferenciacdo entre

patologias renais glomerulares e tubulares.

Amostras

Soro, Plasma e Urina.
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Método

Imunoturbidimetria.

Equipamento
Architect C8000/Ci8200 da Abbott.

4.11.6. Imunoglobulinas

As imunoglobulinas, referidas anteriormente na seccdo de Imunologia, sdo proteinas
essenciais na defesa do organismo contra substancias estranhas. Sdo produzidas pelos
plasmécitos (linfocitos B diferenciados) apds estimulacdo antigénica, funcionando
como anticorpos, pois reconhecem os determinantes antigénicos que suscitam a sua

producao.

No Laboratorio de Bioquimica, é efectuado o doseamento das imunoglobulinas
pertencentes as classes IgA, 1IgG e IgM, em amostras de soro e plasma, por
imunoturbidimetria, no equipamento Architect C8000/Ci8200 da Abbott.

Na tabela seguinte encontra-se uma breve descricdo da fungdo, bem como as
diferentes aplicacBes clinicas, de cada uma das trés classes de imunoglobulinas

referidas.

Tabela 12. — Principais funcdes e aplicagbes clinicas das classes IgA, 1gG e IgM de

imunoglobulinas.

Classe de Imunoglobulina Funcéo Aplicacao Clinica

x Episodios recorrentes de
Importante na proteccdo das

IgA infeccdo, sobretudo do tracto
mucosas. o
respiratorio inferior.
Avaliagdo da imunidade
10G Importante na  resposta humoral, monitorizacdo
g imunitaria secundaria. terapéutica do mieloma a
1gG.
— . Determinar se uma infecgéo
Primeira a ser produzida na |, L
IgM é aguda (IgM) ou croénica

resposta imunitaria primaria.
(19G).
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4.12. MARCADORES TUMORAIS

Como referido anteriormente na sec¢do de Imunologia, os marcadores tumorais
(MT) sdo substancias produzidas pelas células neoplasicas, ou por outras células
induzidas pelas mesmas, de alguns tipos de tumores, que correspondem a alteracfes
metabdlicas e genéticas, podendo indicar a existéncia de um tumor. Normalmente sdo
classificados de acordo com a sua origem ou estrutura quimica, podendo ser detectados

no soro ou noutros fluidos bioldgicos.

Na préatica clinica, os MTs sdo muito Uteis no auxilio ou complemento ao
diagndstico, desde que utilizados em conjunto com outros meios, na avaliacdo da
resposta a terapéutica e na sua monitorizacao, na deteccdo precoce de recidivas e no

estabelecimento do prognostico.

No Laboratério de Bioguimica é efectuado o doseamento dos seguintes marcadores

tumorais:
« a-Fetoproteina (AFP);
o CA 125 (cancer antigen 125);
e CA15.3;
e CA19.9;
« Antigénio Carcinoembrionario (CEA, do inglés, carcinoembryonic antigen);

« Antigénio Especifico da Prostata — Total (PSA, do inglés prostate specific
antigen);
o Antigénio de Carcinoma de Células Escamosas (SCC, do inglés squamous

cell carcinoma).

Na Tabela 13. estdo resumidas algumas propriedades dos referidos marcadores

tumorais.

Amostras

Soro e Plasma (AFP também pode ser determinada no liquido amniédtico; PSA

exclusivamente no soro).

Método

Quimioluminescéncia.
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Equipamento

Architect Ci8200 da Abbott.

Tabela 13. — Descricdo, aplicacdo, correlacdo clinica, bem como aumentos inespecificos

gue podem ser causa de falsos-positivos, certos estados fisiologicos, ou simplesmente niveis

elevados benignos, dos marcadores tumorais doseados no Laboratério de Bioquimica.

Marcador

Tumoral

AFP

CA 125

Descricéo

Glicoproteina sintetizada
sobretudo no figado e no
saco vitelino do feto;

Propriedades fisico-
quimicas e composi¢do
em aminoacidos muito
semelhantes a albumina

Antigénio glicoproteico
de superficie, da familia
das mucinas, secretado a
partir da superficie das
células tumorais do
ovario.

Antigénio glicoproteico

CA 153

CA 19.9

CEA

do tipo mucinoso.

Antigénio glicolipidico
presente nos epitélios do
tracto gastrointestinal
fetal e em muitas células
das mucosas do adulto.

Glicoproteina
normalmente encontrada
nas células epiteliais
embrionarias e fetais
(proteinas oncofetais).

Aplicacéo

Monitorizacdo do
tratamento;

Detecgdo de
recidivas.

Confirmacdo do
diagnéstico;
Monitorizacdo do
tratamento;

Detecgdo de
recidivas.

Estadiamento da
doenca;
Monitorizacdo do
tratamento;

Detecgdo de
recidivas.

Monitorizacdo do
tratamento;

Detecgéo de
recidivas.

Monitorizacdo do
tratamento;

Detecgéo de
recidivas.

Correlacao
Clinica

Tumor ndo-seminomatoso do
testiculo;

Carcinoma hepatocelular
primario.

Cancro epitelial do ovério;

Patologias malignas ndo
ovaricas (exs. carcinoma
endocervical, hepético,
pancreético, pulmonar, do
célon, estdmago, tracto biliar,
uterino, da trompa de faldpio,
da mama e do endométrio).

Cancro da mama (estadios Il
e ll);

Tumores malignos nao
mamarios (exs. tumor
pulmonar, do célon,
pancreatico, hepatico
primario, ovérico, cervical e
endometrial).

Cancro do péncreas

Carcinoma colorrectal,
gastrico e hepatico (menos
frequente).

Carcinoma colorrectal,
géstrico, da mama, pulmonar,
prostatico, pancreatico e dos
ovarios.

Aumentos
Inespecificos

Patologias hepaticas
benignas (exs. hepatite viral
aguda e crénica, cirrose),
gravidez, persisténcia
hereditéria da AFP,
processos de regeneracao
hepaética.

Cirrose, hepatite,
endometriose, primeiro
trimestre de gravidez,
quistos ovaricos, doenca
inflamatdria pélvica.

Estados clinicos néo
malignos, tais como cirrose,
hepatite, distarbios
autoimunes e doengas
benignas do ovério e da
mama.

Hepatite, cirrose, pancreatite
e outras doencas
gastrointestinais.

Defeitos na metabolizacdo
por insuficiéncia renal ou
hepatica, doenca de Crohn,
colite ulcerosa, enfisema,
pancreatite;

Aumento discreto em
fumadores.
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U T Descricao
Tumoral ¢
Glicoproteina produzida
PSA Total essencialmente nas
ol celulas epiteliais
glandulares da prostata.
Subfracgéo do antigénio
tumoral TA-4, obtido a
SCC partir de células

escamosas do colo do
Utero.

Aplicacéo

Rastreio de
doentes
assintomaticos;

Confirmacdo do
diagnéstico;
Monitorizacdo do
tratamento;

Detecgdo de
recidivas.

Monitorizacdo do
tratamento;

Detecgéo de
recidivas.

4.13. MARCADORES DE ANEMIA

Correlagéo
Clinica

Cancro da prostata.

Carcinomas das células
escamosas do colo do Utero e
da esfera
otorrinolaringolégica
(ouvido, nariz e garganta) e
cancro do pulméo.

Aumentos
Inespecificos

Outras patologias
prostaticas, incluindo
prostatite e hiperplasia
benigna da préstata.

Insuficiéncia renal e doenca
hepatobiliar por diminuicéo

da capacidade de eliminacéo
do antigénio.

Alguns distdrbios metabdlicos podem surgir como resultado de uma dieta

inadequada ou como indicador da presenga de doenca, tal como a anemia. Existem

varios tipos de anemia, pelo que é necessario algum cuidado no seu diagndstico e

tratamento.

Exemplos de alguns testes que funcionam como indicadores das funcdes

metabolicas e do estado nutricional sdo a ferritina, os folatos e a vitamina B12 (Tabela

14.), sendo utilizados como marcadores de anemia.

Amostras

Soro e Plasma (os folatos também podem ser determinados em sangue total).

Método

Quimioluminescéncia.

Equipamento

Architect Ci8200 da Abbott.

79 | Pagina



Bioguimica

Tabela 14. — Descricdo, aplicacdo e significado clinico dos marcadores de anemia.

Parametro

Ferritina

Folatos

Vitamina
B12

[Legenda: 1 —aumentado; | — diminuido.]

Descricao

Proteina gque funciona
como reserva de ferro
para 0 organismo.

Vitamina que actua como
cofactor em varios
processos metabolicos.
Necessario para a funcéo
do glébulo vermelho e
importante na diviséo
celular;

Especialmente necessario
durante a gravidez para o
normal desenvolvimento
do feto, pois a sua
deficiéncia pode causar
defeitos no tubo neural.

Vitamina, cobalamina,
envolvida na formacao
dos glébulos vermelhos.
Importante na funcdo
nervosa.

4.14. MARCADORES CARDIACOS

Aplicacdo

Avaliacdo da quantidade
de ferro armazenada.

Avaliagdo da causa da
anemia macrocitica
(juntamente com a
Vitamina B12);

Monitorizagéo terapéutica
quando os seus niveis sao
baixos

Identificar a deficiéncia
guando a concentracao de
ferro é baixa e se verifica
a presenca de glébulos
vermelhos grandes
(anemia macrocitica);

Monitorizag&o terapéutica
guando 0s seus niveis sdo
baixos

Significado Clinico

1 — Excesso de ferro,
inflamacdo, multiplas
transfusdes de sangue;

| — Deficiéncia em ferro.

T — Anemia perniciosa;
| —Ma nutricdo, ma
absorcdo (ex. doenga
celiaca), alcoolismo.

1 — Faléncia renal, doenga
hepatica, doencas
mieloproliferativas;

| — Ma absorg¢do, ma
nutri¢do, anemia
perniciosa.

O enfarte do miocardio ocorre quando o fluxo sanguineo é diminuido em

consequéncia do estreitamento das artérias coronarias, isquémia. A resultante falta de

oxigénio causa danos ou mesmo necrose das células cardiacas, com consequente

libertacdo de proteinas especificas na corrente sanguinea. Estas proteinas, designadas

por marcadores cardiacos, sdo importantes no diagnoéstico do enfarte agudo do
miocardio (EAM).
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Os critérios da Organizacdo Mundial de Satude (OMS) para a definicdo de EAM sdo
a presenca de dois dos trés elementos seguintes: alteragcBes inequivocas do
electrocardiograma, alteracfes inequivocas da enzima Troponina-1 cardiaca (Tnlc —

isoforma cardiaca da Troponina-I) no soro, e dor no peito prolongada.

A actual directriz do Comité Conjunto da European Society of Cardiology/American
College of Cardiology apoia a utilizagdo da Tnlc como o marcador preferencial de lesdo
do miocardio. Um nivel elevado de Troponina-l ndo é, por si so, suficiente para
estabelecer um diagnostico. Outros marcadores, tais como a isoenzima MB da Creatina-
Quinase (CK-MB) e a mioglobina podem ser utilizados em conjunto com os resultados
da Troponina-I no diagndstico de EAM.

Amostras

Soro ou Plasma

Método

Quimioluminescéncia

Equipamento
Architect Ci8200 da Abbott

Na Tabela 15. encontram-se descritos os marcadores cardiacos quantificados no

Laboratorio de Bioguimica.

Tabela 15. — Descrigdo e aplicagdo clinica da Troponina-1 e da CK-MB.

Parametro Descricéo Objectivo e Frequéncia dos Testes
Proteina encontrada Diagnostico de EAM;
maioritariamente nas células do  Repeticdo do teste a cada 6 a 8 horas

Troponina-1  mgsculo cardiaco, libertadana  durante vérios dias;
circulagdo quando ha danos

Permanece elevada até 10 dias apds um
nestas células. EAM

Isoenzima da creatina-quinase ~ Diagnostico de EAM com base na

mais especifica para o ascensao e queda caracteristicas da CK-

miocardio (embora também MB durante um periodo de cerca de 12
CK-MB esteja presente noutros tecidos, ~ horas a 2 dias apos 0 EAM;

mas em menor quantidade), Utilizacdo em conjunto com a Troponina-

libertada pelas células do tecido |, teste mais sensivel e especifico para

cardiaco ap6s dano. avaliar o dano no tecido cardiaco.
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4.15. MONITORIZACAO TERAPEUTICA DE FARMACOS

Os farmacos que normalmente exigem monitorizacdo dos seus niveis no sangue, sao
aqueles que tém uma janela terapéutica estreita. Isto significa que existe um intervalo,
para valores de concentracdo, muito bem definido em que o farmaco é activo e eficaz,
sem ser toxico. Se 0s niveis do farmaco se encontrarem abaixo do limite inferior, este é
ineficaz. Se ultrapassarem o limite superior, podem tornar-se toxicos, afectando a

funcdo hepatica ou renal.

Garantir que o paciente esta a receber o tratamento adequado é importante quando se
usam farmacos com uma janela terapéutica estreita. Os valores da janela terapéutica
podem variar de acordo com a populacéo, o local e as técnicas ou métodos de ensaio

utilizados, pelo que cada laboratdrio devera estabelecer os seus proprios intervalos.

Na Tabela 16. estdo descritos os fA&rmacos doseados no Laboratério de Bioquimica.

Tabela 16. — Accdo e aplicacdo clinica dos farmacos doseados no Laboratério de
Bioquimica.

Classe Farmaco Accéo e Aplicacdo Clinica

Anticonvulsivante utilizado isoladamente ou
Acido Valpréico  em combinagéo com outros farmacos para o
tratamento de crises convulsivas.

Carbamazepina Controlo de convulsdes.

Glicésido cardiaco para o0 tratamento de
Digoxina insuficiéncia cardiaca e de alguns tipos de

Drogas Terapéuticas L .
arritmias cardiacas.

Fenitoina Controlo de convulsdes.
Fenobarbital Controlo de convulsdes.
. Anti-asmatico utilizado no tratamento crénico
Teofilina .
da asma e de outras doengas broncoespasticas.
Aminoglicosideo semi-sintético que exibe
L actividade bactericida contra uma variedade de
Amicacina , . . . . .
agentes patogénicos, incluindo microrganismos
ArrTa e resistentes a outros aminoglicosideos.

Glicopéptido triciclico geralmente usado no
Vancomicina tratamento de infecgbes por Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina.
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Classe Farmaco Accéo e Aplicacdo Clinica

Substéncia de primeira escolha (undecapéptido

de origem flngica) para a terapéutica

imunossupressora apés o transplante de érgaos
Ciclosporina s6lidos;

Meio auxiliar no tratamento de doentes

submetidos a transplante renal, hepético e

cardiaco.

Imunossupressores

Imunossupressor eficaz no tratamento da

Tacrolimus . . "
rejeicdo a transplantes renais e hepaticos.

Antineoplésico utilizado isoladamente ou em
combinagéo com outros farmacos
antineoplasicos no tratamento da leucemia e de
outras patologias.

Cistostaticos Metotrexato

A metodologia utilizada no doseamento de farmacos é variada (Tabela 17.). No
Laboratorio de Bioguimica, além do método de quimioluminescéncia (CMIA, descrito

anteriormente), sdo utilizados os seguintes métodos:

e Imunoensaio Turbidimétrico Homogéneo do Tipo microparticle-enhanced
(PETINIA, do inglés, particle-enhanced turbidimetric inhibition immunoassay).

Fundamento do Método

Este imunoensaio baseia-se no principio da imunoturbidimetria, mas ¢ utilizado no
doseamento de farmacos por serem moléculas de pequenas dimensdes. Consiste huma
competicdo, relativamente aos locais de ligacdo ao anticorpo, entre o farmaco presente

na amostra e o farmaco revestido com microparticulas.

o Imunoensaio Enziméatico Homogéneo Competitivo

Fundamento do Método

O ensaio baseia-se na competicdo entre o farmaco presente na amostra e o farmaco
exdgeno marcado com a enzima glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH)

relativamente a locais de ligacdo ao anticorpo.
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Uma vez que a actividade da G6PDH diminui a medida que a enzima se une aos
anticorpos, a concentracdo do farmaco na amostra pode ser quantificada em termos de
actividade enzimatica. A G6FDH activa converte 0 NAD em NADH originando uma

alteracé@o na absorvéncia, medida espectrofotometricamente.

e Imunoensaio de Fluorescéncia Polarizada (FPIA, do inglés, flurescence

polarization immunoassay)

Fundamento do Método

E um imunoensaio competitivo entre o farmaco presente na amostra (antigénio, Ag)
e 0 antigénio marcado com a fluoresceina (Ag-F), para os locais de ligacdo ao anticorpo
(Ac). Se a amostra contém baixa concentracdo de Ag, ha alta concentracdo do complexo
Ag-F-Ac e a polarizagdo é alta. Se a amostra contém alta concentracdo de Ag, ha baixa
concentracdo do complexo Ag-F-Ac e a polarizagdo é baixa. Devido as propriedades
rotacionais das moléculas em solugdo, o grau de polarizacdo é directamente
proporcional ao tamanho da molécula e inversamente proporcional a quantidade de

farmaco presente na amostra em estudo.

Tabela 17. — Metodologia utilizada no doseamento dos farmacos determinados no

Laboratdrio de Bioquimica.

Método Farmaco
Acido Valproico;
Digoxina;
PETINIA ..
Amicacina;
Vancomicina.

Carbamazepina;

Imunoensaio enziméatico homogéneo

competitivo

FPIA

CMIA

Fenitoina;
Fenobarbital;

Teofilina.
Metotrexato

Ciclosporina

Tacrolimus
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Todos o0s ensaios para a quantificacdo de farmacos sdo efectuados em amostras de
soro e plasma, com excepg¢do da ciclosporina e do tacrolimus nos quais € utilizada uma
amostra de sangue total colhido com EDTA. Todos os ensaios sdo feitos no
equipamento Architect C8000/Ci8200 da Abbott, excepto o metotrexato que é efectuado
no equipamento TDxFLx da Abbott.

4.16. ANALISE DE URINA TIPO I

A anélise de urina fornece uma ampla variedade de informacdes clinicas Uteis, no

que respeita a patologias renais e do tracto urinario inferior.

A anélise de urina tipo Il consiste no exame fisico e quimico da urina e no exame

microscopico do sedimento urinario.

A amostra utilizada é, preferencialmente, a primeira urina da manha, fresca e nédo

centrifugada. A amostra de urina ndo deve aguardar mais de duas horas antes do ensaio.

4.16.1. Exame Fisico e Quimico da Urina

O exame fisico e quimico de urina é efectuado no equipamento Urisys 2400 da
Roche, um sistema automatizado que permite a determinacdo qualitativa ou semi-
quantitativa, de pH, leucdcitos, nitritos, proteinas, glucose, corpos cetdnicos,
urobilinogénio, bilirrubina e sangue, na urina, assim como a densidade, a cor e 0
aspecto. Esta determinacdo é feita através do uso de tiras de teste pelo método da

reflectofotometria (espectrofotometria de reflecténcia)l.

Reflectofotometria

Fundamento do Método

A luz emitida por uma lampada LED (diodos de emissao de luz), com comprimento
de onda e angulo definidos, incide na superficie das tiras de teste, constituidas por
pequenos quadrados de celulose absorventes e impregnados com substancias quimicas

(reagentes). Quando a tira de teste entra em contacto com a urina, ocorre uma reacgao

Nos casos em que o volume de amostra € insuficiente (ex. amostra pediatrica) a analise automética de
urina ndo é possivel, sendo efectuada por técnica manual, na qual a tira de teste € mergulhada na amostra
e a leitura é feita por comparagdao visual das cores obtidas com a tabela respectiva.
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quimica que produz uma mudancga de cor. A luz proveniente das tiras, captada pelo
fotodetector, é reflectida e diminui proporcionalmente a intensidade da cor produzida.
Apbs converter a luz detectada para valores de reflectancia, o sistema compara-os com
os intervalos de referéncia definidos para cada parametro e transmite resultados semi-

quantitativos.

A cor é avaliada com um algoritmo especifico contra o branco da tira de teste. Este

branco é designado por zona de compensacao e nao contém reagentes.

Exame fisico da urina

Cor

A cor normal da urina é amarela, que se deve, sobretudo, a presenca de um pigmento
denominado urocromo. Este pigmento é um produto do metabolismo endégeno que, em
condigBes normais, é produzido a velocidade constante. A quantidade de urocromo
produzida depende do metabolismo, por exemplo nas doencas da tirdide e no jejum a

guantidade aumenta.

Como o urocromo é excretado de forma constante, a intensidade da cor amarela
pode fornecer uma estimativa aproximada da concentracdo urinaria. A urina diluida sera
palida, enquanto que uma amostra concentrada sera mais escura, devido a variagdes no

estado de hidratacdo do organismo. Essas diferencas na cor amarela da urina sdo normais.

A cor da urina pode variar desde a quase auséncia de cor até ao negro. Estas
variacfes podem ser de natureza patolégica, ou ndo. Actividade fisica, funcdes
metabdlicas normais e ingestdo de determinados alimentos e medicamentos, sdo
exemplos de factores que alteram a cor da urina, sem causar doenca. No entanto,
existem variagdes de cor com importancia clinica, como por exemplo de praticamente
incolor (polidria tipica da diabetes insipidus), passando pelo vermelho (possibilidade da
presenca de eritrocitos), até ao negro (presenca, p. ex., de &acido homogentisico,

caracteristico da alcaptondria).

Aspecto
O aspecto é um termo geral que se refere a transparéncia da amostra de urina. A
urina normal € limpida, porém pode aparecer uma turvagdo causada pela precipitacdo de

cristais amorfos, ndo patoldgicos. A presenca de células epiteliais escamosas e de muco,
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principalmente na urina de mulheres, também pode ser normal, apesar da opacidade.
Outras substancias que causam turvacdo na urina sdo os leucdcitos, eritrocitos,
bactérias, lipidos, esperma, linfa, leveduras, matéria fecal e contaminacdo externa (ex.
uso de cremes vaginais). Muitas destas substancias ndo sdo patogénicas, mas como a
presenca de leucocitos, eritrocitos e bactérias é indicio de patogenicidade, o facto da

amostra se apresentar turva pode ser motivo de suspeita.

Devera ser tido em conta que a urina transparente nem sempre € sindénimo de
normalidade. Contudo, com a grande sensibilidade dos testes que incluem o exame
quimico, muitas alteracBes existentes na urina transparente serdo detectadas antes da

analise microscopica.

Densidade

A densidade permite avaliar a capacidade de reabsorcdo renal. Como a urina, na
realidade, é agua que contém substancias quimicas dissolvidas, a densidade urinaria é
uma medida das substancias dissolvidas na amostra, reflectindo o grau de diluicdo ou

concentracdo da urina.

Valores de densidade baixos podem ser encontrados em casos de diabetes insipidus,
pielonefrite e glomerulonefrite, enquanto que valores de densidade elevados podem

ocorrer em situacOes de desidratacdo e insuficiéncia da glandula supra-renal.

Exame quimico da urina

pH

A importancia da determinacdo do pH urinario esta relacionada com a deteccao de
possiveis disturbios electroliticos de origem metabolica ou respiratéria e com o
tratamento de problemas urinarios, cuja solugdo passe por manter a urina a um

determinado pH.

A precipitagdo de sustancias quimicas inorganicas dissolvidas na urina produz
cristais urinarios e calculos renais, essa precipitacdo depende do pH urinario e pode ser
controlada mantendo-se a urina a um pH incompativel com a precipitacdo de
determinadas substancias quimicas, que causam a formacdo desses calculos. O
conhecimento do pH urindrio é importante na identificagdo de cristais observados

durante o exame microscopico do sedimento urinario.
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A manutencdo da acidez urinéria pode ser Util no tratamento de infec¢bes do tracto
urinario causadas por microrganismos, que ndo se conseguem reproduzir em meio
acido. O controlo do pH urinario ¢é feito essencialmente através da dieta, embora

também possam ser usados medicamentos para esse fim.

Como o pH da urina recém-eliminada ndo atinge valores superiores a 9, quer em
condi¢Bes normais quer em situacdes patoldgicas, ao ser determinado um pH desse
valor, conclui-se que a amostra foi indevidamente conservada e que € necessario

proceder a uma nova colheita para que a analise seja considerada vélida.

Proteinas

A deteccdo de proteinas € a analise quimica de rotina mais indicativa de patologia
renal. A urina normal tem uma quantidade muito pequena de proteinas, geralmente
séricas (de baixo peso molecular, filtradas selectivamente pelos glomérulos) e proteinas
produzidas no tracto urogenital. A albumina, por ter baixo peso molecular, € a principal

proteina sérica encontrada na urina normal.

A proteindria indica que proteinas que ndo deveriam ser filtradas estdo a atravessar o

glomérulo, sugerindo lesdo glomerular.

Glucose

Em circunstancias normais, quase toda a glucose filtrada pelos glomérulos é
reabsorvida no tubulo proximal. Por este motivo, a urina contém quantidades minimas

de glucose.

Se os niveis sanguineos de glucose forem elevados (hiperglicemia), como acontece
na diabetes mellitus, os tdbulos deixam de transporta-la, aparecendo na urina. O limiar
de reabsorgdo renal no caso da glucose é de 160 a 180 mg/dL. Este valor é
significativamente superior ao limite de diagnostico da diabetes mellitus (126 mg/dL), o
que significa que a glicosdria ndo tem sensibilidade suficiente para detectar
precocemente esta doenca. No entanto, a glicosuria pode ndo estar acompanhada de
hiperglicemia, como acontece nas doengas que afectam a reabsorcédo tubular, em les6es

do sistema nervoso central e distUrbios da tirdide.

Muitas mulheres gravidas, que podem ter diabetes gestacional, apresentam
glicosuria durante o terceiro trimestre de gestacdo, necessitando de monitorizacao para

determinar a existéncia de diabetes.
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Corpos Cetonicos

Os corpos cetonicos incluem trés produtos intermediarios do metabolismo dos lipidos,
a acetona, o acido acetoacético ¢ o acido B-hidroxibutirico. Normalmente ndo aparecem
quantidades mensuraveis de corpos cetdnicos na urina, pois os lipidos metabolizados sao
completamente degradados. Contudo, quando o uso de hidratos de carbono, como
principal fonte de energia, fica comprometido e as reservas de lipidos do organismo

precisam de ser metabolizadas, podem ser detectados corpos cetonicos na urina.

A determinagdo da cetondria é muito Util para o acompanhamento e monitorizacao
da diabetes mellitus porque demonstra deficiéncia de insulina, o que indica a

necessidade de regular a quantidade de insulina administrada no tratamento.

Sangue

O sangue pode estar presente na urina sob a forma de eritrdcitos integros (hematuria)
ou de hemoglobina livre (hemoglobindria) como resultado da destruicdo dos eritrécitos.
A presenca de hematdria ou de hemoglobinuria tem sempre grande importancia clinica e
deve ser acompanhada por outros exames para verificar se € uma situacdo de origem
patoldgica, ou ndo. A hematuria estd mais relacionada com disturbios de origem renal
ou urogenital e, ndo tendo origem patoldgica, é observada apds exercicio fisico intenso
ou durante a menstruacdo. A hemoglobindria pode ocorrer como resultado da lise dos
eritrécitos no tracto urindrio, ou pode ser causada por hemdlise intravascular com

consequente filtracdo de hemoglobina através dos glomérulos.

Quando se detecta a presenca de sangue na analise quimica da urina, deve-se fazer o

exame microscopico do sedimento para distinguir a hematdria da hemoglobindria.

A mioglobina, proteina encontrada no tecido muscular, reage positivamente com a
analise quimica para a deteccdo de sangue na urina. Deve-se suspeitar da sua presenca em
pacientes com disturbios decorrentes de destrui¢do do tecido muscular. O diagnéstico de
mioglobinuria baseia-se, geralmente, na anamnese do paciente e em testes serol0gicos

para detec¢do de niveis elevados de enzimas por destruicdo do tecido muscular.

Bilirrubina

A presenca de bilirrubina na urina pode ser a primeira indicacdo de patologia

hepatica. A bilirrubina conjugada aparece na urina quando o seu ciclo normal de
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degradacdo € interrompido pela obstrucdo do ducto biliar ou quando a integridade do
figado esta comprometida, permitindo a sua passagem para a circulacdo. A hepatite e a
cirrose sdao exemplos comuns de doengas que causam lesdo hepéatica com resultante

bilirrubindria.

Urobilinogénio

O urobilinogénio é um pigmento biliar, resultante da reducdo da bilirrubina pelas
bactérias intestinais. Aproximadamente metade do urobilinogénio é reabsorvido pelo
intestino, entra na circulagdo portal e volta para o intestino através do ducto biliar. O
urobilinogénio aparece na urina porgue, ao entrar na circulacdo portal pode passar pelos
rins e ser filtrado pelos glomérulos. Desta forma, o urobilinogénio encontra-se
normalmente em pequenas quantidades na urina, podendo aumentar em patologias

hepéticas e nos disturbios hemoliticos.

Nitritos

A presenca de nitritos permite detectar possiveis infec¢des do tracto urinario. Muitas
bactérias patogénicas (ex. género Proteus) apresentam a capacidade de reduzir nitratos a
nitritos, levando ao seu aparecimento na urina. Este teste ndo se destina a substituir o
exame cultural de urina como principal meio de diagnoéstico de infeccBes bacterianas,

mas sim detectar os casos em que a necessidade de cultura pode néo ser evidente.

A deteccdo de nitritos € util para o diagnostico precoce das infecgdes da bexiga (cistite),
muitas vezes assintomaticas ou ligeiramente sintomaticas. A cistite ndo tratada pode levar a
complicacdes graves (ex. pielonefrite), pelo que a deteccdo de bacterilria, através da

presenca de nitritos, e subsequente antibioterapia podera evitar essas complicacoes.

Leucocitos
Os leucocitos aparecem frequentemente na urina. A piuria indica uma possivel

infeccdo no sistema urogenital.

Os leucdcitos possuem, nos seus granulos azurofilos, proteinas com actividade
esterdsica, pelo que a deteccdo dessas esterases granulocitarias € utilizada para detectar

a presenca de leucdcitos.

Na Tabela 18. encontra-se um resumo do significado clinico dos parametros

referidos anteriormente.
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Tabela 18. — Resumo do significado clinico, causas patoldgicas e ndo patoldgicas, dos

pardmetros que incluem o exame quimico da urina.

Paréametro Significado Clinico

Acidose respiratdria ou metabolica;
Alcalose respiratoria ou metabdlica;

AlteracGes na secrecdo e reabsorcdo de acidos e bases pelos tdbulos
pH renais;

Precipitacdo de cristais e formacéo de céalculos;
Tratamento das infecgdes do tracto urinario;
Identificacdo de amostras insatisfatorias.

Lesdo da membrana glomerular;

Comprometimento da reabsorcéo tubular;

Mieloma multiplo (proteina de Bence Jones);
Proteinas s

Nefropatia diabética;

Pré-eclampsia;

Proteindria ortostatica ou postural.

Diabetes mellitus;

Reabsorcdo tubular deficiente;
Glucose Lesdes do sistema nervoso central;

Disturbios da tiréide;

Gravidez.

Diabetes mellitus (incapacidade de metabolizar os hidratos de
carbono);

Corpos Ceténicos ~ Controlo da dose de insulina;
Caréncia alimentar em hidratos de carbono;

Perda excessiva de hidratos de carbono.

Hematuria;
Caélculos renais;
Glomerulonefrite;
Pielonefrite;
Sangue
Tumores;
Trauma;
Exposicao a produtos toxicos;

Exercicio fisico intenso;
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Parametro Significado Clinico

Hemoglobinuria;
Reacgdes transfusionais;
Anemia hemolitica;
Queimaduras graves;
Infecgdes;

Sangue Exercicio fisico intenso;
Mioglobindria;
Danos no tecido muscular;
Coma prolongado;
Convulsdes;
Esforco fisico intenso.

Hepatite;
Cirrose;

Bilirrubina .
Outras doengas hepaéticas;

Obstrucéo biliar.

Detecgdo precoce de doengas hepaticas;
Urobilinogénio . -
Disturbios hemoliticos.

Cistite;
Pielonefrite;

o Avaliacéo de antibioterapia;
Nitritos o ) . .
Monitorizagdo de pacientes com elevado risco de infecgéo do tracto

urinario;
Selecgdo de amostras para exame cultural de urina.

Infeccdo do tracto urinério;

Leucocitos .
Selecgéo de amostras para cultura.

4.16.2. Exame Microscopico do Sedimento Urinario

A existéncia de parametros positivos na tira de teste ou a solicitagdo expressa do
clinico constituem os critérios para a execu¢do do exame microscépico do sedimento
urinério.

O exame microscépico do sedimento urinario tem como objectivo detectar e

identificar os elementos insollveis presentes na amostra de urina, nomeadamente
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leucdcitos, eritrdcitos, cilindros, células epiteliais, bactérias, leveduras, parasitas e

cristais.

O sedimento urinario normal pode conter varios elementos figurados. Até mesmo a
presenca de um pequeno ndmero de elementos geralmente considerados patologicos,
como eritrécitos, leucocitos e cilindros, podem ser normais. Deste modo, muitas

amostras de urina contém apenas raras células epiteliais ou filamentos de muco.

Preparacdo da Amostra

A amostra de urina, apés ter sido analisada no sistema automatico, € centrifugada a
1500 rotacdes por minuto (rpm) durante 10 minutos. O sobrenadante € decantado e
procede-se a ressuspensdo do sedimento em aproximadamente 1 mL da prépria urina. O

sedimento obtido é entdo observado ao microscépio optico.

Elementos que podem ser visualizados no exame microscopico do sedimento

urinario

Células Epiteliais

E comum encontrar células epiteliais no sedimento urinario, ja4 que provém dos
tecidos de revestimento do sistema urogenital. A menos que estejam presentes em

grande nimero, representam a descamacdo celular normal do epitélio.

Na urina encontram-se trés tipos de células epiteliais, que sdo classificadas de
acordo com a sua origem no sistema urogenital. As mais frequentes sdo as células
epiteliais escamosas e as células do epitélio de transicdo (Figura 5., A e B,
respectivamente), raramente tém significado clinico, a ndo ser que aparecam em nimero
muito elevado e com morfologia andmala. As que apresentam maior importancia clinica
sdo as celulas do epitélio tubular renal, sugestivas de necrose tubular. A sua presenca
traduz a existéncia de patologias que causam lesdo tubular, entre as quais pielonefrite,

infeccOes virais, rejeicdo a transplante e efeitos secundarios a glomerulonefrite.

Eritrdcitos e Leucocitos

A importancia e o significado clinico destas células ja foram referidos anteriormente

na sec¢do da analise quimica da urina (Figura 5., C e D).
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Figura 5. — Exemplos de alguns elementos celulares presentes no sedimento urinrio,
observados ao Microscopio Optico.

[Legenda: A — Células epiteliais escamosas; B — Células do epitélio de transicdo; C —
Leucocitos; D — Eritrécitos.]

Bactérias

Normalmente a urina ndo tem bactérias. No entanto, se as amostras ndo forem
colhidas em condigdes estéreis pode ocorrer contaminacdo bacteriana sem significado
clinico. As amostras que permanecem a temperatura ambiente por muito tempo também
podem apresentar quantidades detectadveis de bactérias, que representam apenas a
multiplicacdo dos organismos contaminantes.

Geralmente, a presenca de bactérias sO é registada quando observada em amostras
recém-colhidas e em conjunto com a detecgéo de leucdcitos.

Elementos Leveduriformes e Parasitas

As leveduras, geralmente da espécie Candida albicans, podem ser observadas na
urina de pacientes com diabetes mellitus e de mulheres com candidiase vaginal.

O parasita encontrado com mais frequéncia na urina é a Trichomonas vaginalis,
devido a contaminacdo por secre¢des vaginais.
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Tanto as leveduras como 0s parasitas surgem, principalmente, em casos de
contaminacdo dos 6rgéos genitais, pelo que se deve referir a sua presenca no sentido de

confirmar essas situagoes.

Cilindros

Os cilindros s&o os Unicos elementos exclusivamente de origem renal encontrados
no sedimento urinario. O seu principal componente é a proteina de Tamm-Horsfall,
excretada pelas células dos tdbulos renais, que se encontra na urina normal e em
amostras patologicas. Esta proteina ndo é detectavel pela tira de teste, ndo sendo
responsavel pelo elevado nivel de proteinas urinarias frequentemente relacionado com a

presenca de cilindros.

A aparéncia dos cilindros € influenciada pelo tamanho do tabulo onde foram
formados, pelos materiais presentes no filtrado no momento da sua formacao e pelo
tempo que permaneceram no tubulo. Quaisquer elementos presentes no filtrado tubular,
tais como células, bactérias, granulos e pigmentos, podem prender-se a matriz do

cilindro e estdo na base da sua classificagéo.

Os tipos de cilindros encontrados no sedimento urinario representam diferentes

quadros clinicos, resumidos na Tabela 19..
Tabela 19. - Significado clinico dos cilindros urinarios.

Tipo de Cilindro Origem Significado Clinico

N . Glomerulonefrite, pielonefrite,
Secrecdo tubular da proteina de P

_Hialino Tamm-Horsfall que se agrega as doenca renal cronica,
(mais frequentes) fibrilhas a greg insuficiéncia cardiaca
[Figura 6.] ' congestiva.

Eritrocitos ligados & matriz da

proteina de Tamm-Horsfall. Glomerulonetrite.

Eritrocitario

. Leucécitos ligados a matriz da Pielonefrite, nefrite intersticial
Leucocitario

proteina de Tamm-Horsfall. aguda.
Células tubulares que
Epiteliais permanecem ligadas a proteina de  Les&o do tubulo renal.

Tamm-Horsfall.
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Tipo de Cilindro Origem Significado Clinico

Desintegragdo  dos  cilindros
leucocitarios, lisossomas das Lesdao tubular inespecifica,

Granuloso ’ -
células tubulares ou agregados geralmente patoldgica.
proteicos.
Céreo Cilindros hialinos e granulosos. Estase do fluxo urinario.
Lipidico Corpos adiposos. Sindrome nefrotico.
x Extrema estase urinaria (por
Formagdo nos ductos colectores . 1
Largo vezes designado “cilindro da

ou nos tabulos distais. . n »
insuficiéncia renal”).

Figura 6. — Cilindro hialino presente no sedimento urinario, observado ao
Microscépio Optico.

Cristais

Os cristais encontram-se frequentemente no sedimento urinario. Embora raramente
tenham significado clinico, deve-se proceder a sua identificacdo para confirmar se
representam ou ndo um estado patoldgico. Os cristais sdo formados pela precipitacao de
sais na urina submetidos a alteragdes de pH, de temperatura ou de concentragdo, o que
afecta a sua solubilidade. Os sais precipitados aparecem na urina na forma de cristais
verdadeiros ou de material amorfo, que também se inclui na categoria de cristais

urindrios.

A urina normal recém-eliminada pode conter cristais formados nos tdbulos ou, com

menos frequéncia, na bexiga.
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A principal razdo para a identificacdo dos cristais urinarios € detectar a presenca de
alguns tipos relativamente anormais, que podem representar certos disturbios, como
doencas hepaticas, erros inatos do metabolismo ou lesdo causada pela cristalizacdo de
metabolitos de farmacos nos tubulos.

O recurso mais util na identificacdo dos cristais € o conhecimento do pH da urina,
pois este determinara o tipo de substancias quimicas precipitadas. Os cristais sdo
geralmente classificados de acordo com o pH da urina em que estdo presentes, acido ou

alcalino.

Os cristais mais frequentemente encontrados na urina &cida sdo o0s uratos,
constituidos por &cido Urico, os uratos amorfos e os cristais de oxalato e calcio (Figura
7., A).

A maioria dos cristais presentes na urina alcalina sdo os fosfatos, como o fosfato
triplo (ou “tampa de caixdo”, designacdo dada devido a sua morfologia caracteristica -

Figura 7., B), o fosfato amorfo e o fosfato de calcio.

el

Figura 7. — Exemplos de alguns cristais presentes no sedimento urinario, observados ao
Microscopio Optico.
[Legenda: A — Cristais de oxalato de célcio; B — Cristal de fosfato triplo ou “tampa de caixdo”.]

Os cristais considerados patolégicos encontram-se principalmente em urina acida ou
neutra, como por exemplo os cristais de cistina, que aparecem em casos de erro
metabolico congénito impedindo a reabsor¢cdo da cistina pelo tubulo proximal e os
cristais de leucina e de tirosina que apenas ocorrem em casos de patologia hepatica

grave.
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No exame microscopico do sedimento urinario podem ainda ser encontrados
artefactos de varios tipos, principalmente em amostras colhidas em condicdes
impréprias. Os artefactos mais comuns sdo as goticulas de gordura, que podem ser
confundidas com eritrocitos. A presenca de pélos e fibras também pode induzir em erro,
devido a sua semelhanca com cilindros. Assim, é importante despistar estas situacdes de

modo a obter uma interpretacao correcta dos resultados.
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5. VIROLOGIA

De acordo com o plano de estagio, o estagio profissional na valéncia de Virologia
esta inserido na valéncia de Imunologia, sendo parte integrante do plano de estudos do
Curso de Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farméacia da Universidade de
Lisboa. O estagio decorreu no Laboratério de Virologia do Instituto Portugués de
Oncologia de Lisboa, Francisco Gentil, E.P.E. (IPOLFG), sob a orientagdo da Dr.?
Carmo Ornelas, no periodo compreendido entre 6 de Dezembro de 2010 e 30 de
Dezembro de 2010.

O Laboratdrio de Virologia do IPOLFG funciona num espaco fisico proprio e é uma
entidade independente do Laboratério de Imunologia, por este motivo considero ser

mais correcto fazer uma descri¢do da Virologia num capitulo proprio.

O Laboratorio de Virologia estd integrado no Servico de Patologia Clinica do
IPOLFG, tendo como actividades principais a deteccdo directa dos virus através da
Biologia Molecular — PCR em tempo real (do inglés, real-time polymerase chain
reaction) com tecnologia “In House” e detec¢ao de antigenémias, a detecgdo indirecta
dos virus por serologia e a manutencdo de serotecas e DNAtecas para estudos

retrospectivos dos pacientes, qguando necessario.

O Laboratdrio de Virologia esta organizado em dois sectores, consoante o tipo de
deteccdo dos virus, directa ou indirecta, e a metodologia utilizada (Tabela 20.).

Tabela 20. — Sectores do Laboratério de Virologia e respectiva metodologia.

Sector Metodologia
CMIA
CLIA
Serologia — Detecgéo Indirecta IFI
ELISA

Immunoblotting (confirmatorios)

PCR em Tempo Real
RFLP

Biologia Molecular — Deteccéo Directa .
Inno-Lipa

Microarrays
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5.1. METODOS DE DETECCAO INDIRECTA

No sentido estrito a serologia refere-se a determinacdo de anticorpos no soro do
doente, mas num sentido mais lato envolve a determinacdo quer de antigénios quer de
anticorpos, pelo que o diagndstico indirecto € baseado na verificagdo da resposta
imunologica do hospedeiro.

A metodologia utilizada, no Laboratorio de Virologia, para a detec¢do indirecta

(screening) é a seguinte:

e Imunoensaio de Microparticulas por Quimioluminescéncia (CMIA) — este
método permite a deteccdo qualitativa e semi-quantitativa de anticorpos.
Encontra-se descrito no capitulo 4.1. da Bioguimica;

e Imunoensaio por Quimioluminescéncia (CLIA, do inglés, Chemiluminescent
Immunoassay) — este método baseia-se no mesmo principio da CMIA, mas

permite uma detec¢do quantitativa dos anticorpos;

 Imunofluorescéncia Indirecta (IFI) e ELISA (enzyme-linked immunosorbent

assay) - técnicas descritas anteriormente no capitulo 3.4. da Imunologia;

5.1.1. Herpesvirus

Citomegalovirus

A infec¢do por Citomegalovirus (CMV), membro da familia Herpesviridae, pode ser
primaria ou secundaria. A infeccdo pode ser adquirida por diferentes vias de
transmissao e em diferentes periodos da vida (infeccdo congeénita e infeccdo pos-natal).
Apbs a infeccdo primaria, 0 CMV entra numa fase de laténcia durante a qual o virus
pode ser encontrado nos linfécitos B. A subsequente reactivacdo da replicacdo virica
(infeccdo secundaria) pode ocorrer concomitantemente com mudangas no
relacionamento entre o hospedeiro e o virus, tais como gravidez, doenca grave, terapia

imunossupressora ou stress.

A infeccdo congénita é transmitida por via placentar ou durante o nascimento, e
pode ocorrer mesmo na mulher gravida ja& com anticorpos anti-CMV presentes
(reinfeccdo com virus exdgeno). Se uma mulher seronegativa contrair uma infeccao

primaria por CMV durante a gravidez, as consequéncias podem ser aborto,
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mortinatalidade ou mal-formacgdes congénitas. O quadro clinico da infeccdo congénita é
sempre grave e inclui atraso psicomotor, surdez, coriorretinite, microcefalia,
hidrocefalia, doengas cardiacas, hepatite, hepatoesplenomegalia, trombocitopénia. A

taxa de mortalidade é bastante alta.

A maioria dos individuos (40 a 90%) adquire a infeccdo priméaria por CMV durante
a infancia ou na idade adulta. As infec¢bes pds-natais sdo transmitidas por contacto com
fluidos biologicos contaminados (urina, saliva, leite materno, sémen, fezes),
hemoderivados infectados e, ocasionalmente, 6rgdos transplantados. Nos individuos
imunocompetentes, o quadro clinico da infec¢do pos-natal por CMV é geralmente leve
ou assintomatico (exs. febre, mal-estar geral). Ao contrario, nos doentes
imunocomprometidos, os sintomas podem ser graves devido a infeccdo disseminada e
incluem esplenomegalia, pneumonia, anemia hemolitica, miocardite e encefalite. Nestes

casos, a doenca pode ser fatal.

A resposta imunitéaria contra 0 CMV envolve a sintese de anticorpos da classe IgM
algumas semanas apés a infeccdo e, de anticorpos da classe IgG uma semana apos a
infeccdo. Os niveis de IgM anti-CMV aumentam geralmente por algumas semanas e
vao diminuindo lentamente num periodo de quatro a seis meses. Ocasionalmente, a IgM

pode permanecer na circula¢do durante varios anos.

O ensaio de IgM especifica é essencial no diagndstico da infeccdo aguda por CMV,
a qual é dificil de identificar apenas pelos sintomas. Nem sempre é possivel distinguir a
infeccdo primaria da secundaria, pois a reactivacdo pode induzir a sintese de IgM em
pacientes imunocomprometidos. O ensaio de IgG especifica € Gtil para distinguir os
individuos com a doenca adquirida daqueles que ndo a adquiriram, sendo
particularmente importante na adopcdo de uma profilaxia adequada em individuos

susceptiveis.

Amostras

Soro ou Plasma

Método — Equipamento — Ensaios

CMIA — Architect i2000Sr da Abbott — CMV IgM e CMV IgG
CLIA — Liaison da DiaSorin — CMV IgM e CMV IgG
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Virus de Epstein-Barr

O Virus de Epstein-Barr (EBV, do inglés, Epstein-Barr Virus), membro da familia
Herpesviridae, & o agente responsdvel pela mononucleose infecciosa (MI) e esta
envolvido no linfoma de Burkitt, no carcinoma nasofaringeo e no sindrome
linfoproliferativo ligado ao cromossoma X. A sua difusdo é ubiquitaria, pelo que infecta

aproximadamente 95% dos individuos, ao longo da sua vida, em todo o mundo.

O EBV transmite-se principalmente por via oral, replica-se no epitélio orofaringeo e
é libertado na saliva pelos linfocitos B infectados. Durante a infancia, a infeccéo
primaria por EBV é geralmente assintomatica. Durante a adolescéncia ou a idade adulta,
¢ contraida, geralmente, uma MI sintomatica. Apds a infeccdo primaria, o virus fica

latente durante toda a vida.

O diagndstico da MI baseia-se nos sintomas, caracterizados por dor de garganta,
febre, linfadenite e mal-estar geral, associados a manifestacbes hematoldgicas
(linfocitose) e serologicas (presenca de anticorpos heterdfilos circulantes e/ou

anticorpos dirigidos contra proteinas especificas do EBV).

Varios agentes patogénicos de doencas infecciosas podem provocar sintomatologia
semelhante a da MI, como o CMV, Toxoplasma gondii, virus da hepatite, virus da
imunodeficiéncia humana (HIV, do inglés, human immunodeficiency virus), entre
outros. Em geral, o diagndstico da M1 aguda por EBV ¢é confirmado por um teste para
anticorpos heterdfilos (efectuado no Laboratério de Imunologia — capitulo 3.3. deste
relatério). No entanto, € dificil estabelecer um diagnéstico quando o teste para

anticorpos heteréfilos é negativo ou a sintomatologia é atipica.

A MI negativa ao teste para anticorpos heteréfilos ocorre em 10 a 20% dos adultos
e, em percentagem mais elevada, em criangas com MI aguda. O diagnéstico de Ml,
nesses doentes, pode ser confirmado através da deteccdo de anticorpos dirigidos contra
proteinas especificas do EBV, como o antigénio da capside viral (VCA, do inglés, viral
capsid antigen) e o antigénio precoce difuso (EA-D, do inglés, early antigen-diffuse). A
presenca de anticorpos da classe IgM anti-VCA ¢ essencial para estabelecer diagnostico
de MI aguda. Contudo, é recomendado confirmar a presenca dos anticorpos 1gG anti-
EA ou anticorpos especificos anti-antigénio nuclear do EBV (EBNA-1, do inglés,
Epstein-Barrr nuclear antigen-1) da classe 1gG ou IgM.
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Os testes serologicos para as infeccbes por EBV permitem detectar respostas

imunitarias caracteristicas em funcéo do tempo (Tabela 21.).

Tabela 21. — Interpretacdo possivel para a deteccdo seroldgica de anticorpos especificos do
EBV.

VCA IgM VCA IgG EA IgG EBNA IgG Interpretacdo

_ - - - Seronegatividade

Infeccdo Primaria

* * B - (fase precoce)
—/+ + + - Infeccdo Aguda
_ + = + Infeccdo Passada
_ + + + Reactivacdo do Virus
Amostras

Soro ou Plasma

Método — Equipamento — Ensaios

CLIA — Liaison da DiaSorin — VCA IgM, VCA 1IgG, EBNA 1gG e EA IgG

Virus da Varicela Zoster

O Virus da Varicela Zoster (VZV, do inglés, varicella zoster virus) é o agente
etioldgico da varicela e pertence a familia Herpesviridae. A varicela é uma doenca viral
aguda, altamente contagiosa, caracterizada por exantema papulovesiculoso difuso. A
doenca tem distribuicdo ubiquitaria, aparecendo predominantemente no Inverno e na
Primavera. Apresenta uma evolucdo geralmente benigna se se manifestar durante a
infancia, mas tende a ser mais grave nos adultos e pode ser fatal, sobretudo nos recém-
nascidos e nos individuos imunocomprometidos. Ap6s a infecgdo priméaria o VZV
permanece em estado latente nos ganglios nervosos e, apos a reactivacao, pode causar 0
herpes zoster, uma doenca que afecta sobretudo os idosos e o0s individuos
imunocomprometidos, caracterizada por dor aguda bem localizada e erupcao unilateral

de lesdo vesiculares semelhantes as da varicela. Os anticorpos da classe IgM anti-virus
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da varicela zoster podem ser detectados durante a infeccdo primaria e durante a

reactivagao.

A determinacdo do estado imunitario do doente, relativamente ao VZV, pode ser
bastante Gtil no acompanhamento de doentes imunocomprometidos e na administracao
de farmacos antiviricos. Embora as infeccGes possam ser prevenidas, ou alteradas, pela
administragdo de imunoglobulinas anti-VZV ou tratadas com farmacos antivirais, a

varicela pode ser controlada apenas através da vacinacao.

Amostras

Soro ou Plasma

Método — Equipamento — Ensaios

CLIA — Liaison da DiaSorin —VZV IgM e VZV 1gG

Virus Herpes Simplex

O Virus Herpes Simplex (HSV, do inglés, Herpes Simplex Virus) pertence a familia
Herpesviridae. Existem dois tipos naturais de HSV, com caracteristicas bioldgicas e
epidemioldgicas diferentes, podendo ser reconhecidos pelas endonucleases de restricdo
ou por analise antigénica. Os dois tipos de virus causam infec¢des humanas, as quais

variam em gravidade desde leves afeccBes cutaneas (vesiculas) a encefalite.

O HSV de tipo 1 (HSV-1) infecta geralmente as membranas mucosas do olho, a
boca e as jun¢des mucocutaneas da face, sendo também uma das causas mais comuns da
encefalite esporadica grave nos adultos. O HSV de tipo 2 (HSV-2) esta geralmente
associado a lesGes genitais, o herpes genital é, actualmente, uma das doencas
sexualmente transmitidas mais comuns. No entanto, a associacdo entre o local da

infeccéo e o tipo de HSV envolvido ndo ¢ absoluta.

Uma vez ocorrida a infecgdo, o HSV persiste num estado latente nos ganglios
sensoriais, de onde pode reemergir e causar a recorréncia periédica da infeccdo induzida
por varios estimulos. Os individuos imunocomprometidos estdo mais susceptiveis a

infeccdes recorrentes por HSV.

Um diagnostico rapido e exacto da infeccdo pelo HSV é indispensavel para a
administracdo de terapéutica antivirica especifica e para minimizar a propagacdo da

infeccdo.
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Amostras

Soro ou Plasma

Método — Equipamento — Ensaios

CLIA — Liaison da DiaSorin — HSV-1 IgG e HSV-2 IgG

Herpesvirus Humano tipo 6

O Herpesvirus Humano tipo 6 (HHV-6, do inglés, Human Herpes Virus 6) pertence
a familia Herpesviridae foi inicialmente descrito em 1986 e isolado de doentes com
disfungdes linfoproliferativas. Posteriormente, foi confirmado que o HHV-6 é o agente
etioldgico da doenca infantil Roseola infantum, e tem sido associado com outras
manifestacbes de doencas em criancas, incluindo hepatite fulminante, encefalite,

linfadenite necrosante histiocitica e infeccdo disseminada.

Em adultos, a infeccdo por HHV-6 é menos comum, com evidéncia documentada
mostrando que o0 HHV-6 pode estar associado a casos de hepatite, doenca semelhante a

mononucleose, esclerose multipla, entre outros.

O HHV-6 é ubiquo na populacdo humana, com a infec¢do a ocorrer tipicamente no
inicio da infancia deixando poucos adultos susceptiveis a infeccdo principal. Embora a
prevaléncia de anticorpos HHV-6 seja elevada nas crian¢as, o seu nivel diminui para
titulacGes baixas apds a infeccdo. Niveis elevados de anticorpos da classe IgG anti-
HHV-6, no soro, podem ser indicadores de exposicdo recente a HHV-6. A deteccdo de
anticorpos da classe IgM anti-HHV-6 pode ser usada apenas no auxilio ao diagnéstico

de infeccdo primaria por este virus.

Amostras

Soro ou Plasma

Método — Equipamento — Ensaios

CLIA — Liaison da DiaSorin — HHV-6 1gG
IFI — HHV6 IgG e HHV6 IgM
ELISA — HHVG6 1gG
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Herpesvirus Humano tipo 8

O Herpesvirus Humano tipo 8 (HHV-8), também conhecido por Herpesvirus
Associado ao Sarcoma de Kaposi, é classificado como um herpesvirus gama e é
semelhante ao EBV no seu tropismo para as células B e na sua capacidade para
permanecer em estado latente. Actualmente, existe uma forte evidéncia epidemioldgica

acerca do papel etiolégico do HHV-8 na patogénese do sarcoma de Kaposi.

A transmissdo ocorre por contacto sexual, pela saliva e por 6rgdos transplantados. A
frequéncia da seroprevaléncia para HHV-8 na populacdo geral varia entre 5% e 35%.
Varios estudos demonstraram a presenca de titulos elevados de anticorpos da classe 19G
em doentes com sarcoma de Kaposi, mas ndo em dadores normais. Desta forma, a
frequéncia da seroprevaléncia para HHV-8 é diferente relativamente ao EBV, HHV-6,
CMV ou HSV-1, onde mais de 80% da populacdo é positiva para anticorpos para estes

virus.

Amostras

Soro ou Plasma

Método — Equipamento — Ensaios

IFI - HHV8 IgG

5.1.2. Hepatites Viricas

Virus da Hepatite A

A hepatite A é uma doenca autolimitada e € frequentemente um disturbio subclinico,
particularmente em criangas. Uma vez que as infec¢fes sintomaticas pelo Virus da
Hepatite A (HAV, do inglés, Hepatitis A Virus), membro da familia Picornaviridae,
podem n&o ser clinicamente distinguiveis da infecgdo pelo virus da hepatite B ou C, 0s
testes seroldgicos constituem uma ferramenta importante para estabelecer um

diagnostico correcto.

Durante a fase aguda da infeccéo pelo HAV, os anticorpos da classe IgM anti-HAV
surgem no soro do doente e sdo quase sempre detectaveis no inicio da sintomatologia.
Na maioria dos casos, a resposta dos anticorpos IgM atinge o pico no primeiro més da
doenca, podendo persistir até seis meses.
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Amostras

Soro ou Plasma

Método — Equipamento — Ensaios

CMIA — Architect i2000Sr da Abbott — HAV IgM

Virus da Hepatite B

A Hepatite B é causada pelo Virus da Hepatite B (HBV, do inglés, Hepatitis B
Virus), membro da familia Hepadnaviridae. E transmitido por via sanguinea, sexual e

perinatal, sendo a Ultima um dos modos mais graves e eficientes de transmissao.

O HBV afecta sobretudo o figado (hepatdcitos), tendo a capacidade de induzir
infeccOes persistentes e estd geralmente associado ao desenvolvimento de cirrose e

carcinoma hepatocelular (infecgéo crénica).

A hepatite B pode ocorrer de forma aguda, aquando do primeiro contacto com o
virus, € geralmente assintomatica (em cerca de 90% dos casos), no entanto, podem
ocorrer sintomas como a ictericia, fadiga, dores abdominais, nauseas e vomitos, que
resultam da necrose dos hepatdcitos. Geralmente as transaminases encontram-se
elevadas (sobretudo a ALT). A forma aguda da infeccdo pode evoluir, ou ndo, para a

forma crénica.

Os principais marcadores seroldgicos, antigénios e anticorpos, que podem ser

detectados durante uma infec¢do por HBV séo os seguintes:

o AgHBs (antigénio de superficie do HBV): Durante a infeccdo o HBV
produz um excesso de AgHBs, podendo ser detectado no sangue de
individuos infectados. E responsavel pela ligacio do virus as células
hepaticas, sendo a estrutura alvo dos anticorpos neutralizadores. O AgHBs €
0 primeiro marcador serologico apds a infeccdo pelo HBV e pode ser
detectado durante infeccdo aguda e cronica, desaparecendo no periodo de
convalescenca. O ensaio do AgHBs é util na identificacdo de individuos
infectados, de forma a evitar a transmissdo do virus, e na monitorizacdo do
estado da infec¢do, juntamente com outros marcadores seroldgicos da
hepatite B.
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o Anti-HBs (anticorpos anti-antigénio de superficie do HBV): Os ensaios
para determinacdo de anticorpos anti-HBs sdo frequentemente utilizados
para monitorizar o sucesso da vacinagdo contra a hepatite B, bem como para
a monitorizacdo da convalescenca e recuperacao dos individuos infectados
pela hepatite B. A deteccdo de anticorpos anti-HBs num individuo

assintomatico pode indicar exposicao anterior ao HBV.

o Anti-HBc (anticorpos anti-antigénio do core do HBV): Também
designado por core total, a sua determinacdo pode ser utilizada como um
indicador de infeccdo presente ou passada pelo HBV. Na auséncia e
informacdo relativa a outros marcadores do HBV, deve ser considerado que
o individuo com niveis detectaveis de anticorpos anti-HBc pode estar
activamente infectado ou que a infeccdo pode ter sido debelada, deixando o
individuo imunizado. A presenca de anticorpos anti-HBc ndo permite

diferenciar infeccdo aguda de crénica.

« Anti-HBc IgM (anticorpos IgM anti-antigénio do core do HBV): Os
anticorpos viricos, especificos da classe IgM, sdo detectados na maioria das
infeccBes agudas, pelo que sdo considerados um marcador fiavel da fase
aguda da doenca. Na fase de convalescenca, os anticorpos IgM anti-HBc
mantém niveis detectaveis apds o desaparecimento de AgHBs que véo
diminuindo ao longo do tempo. Os anticorpos IgM anti-HBc também podem
ser detectados em doentes com infeccéo cronica por HBV.

o AgHBe (antigénio de replicacdo viral): A determinacdo do AgHBe pode
ser utilizada para monitorizar o progresso da infeccdo pelo HBV, sendo
detectado na fase inicial da infeccdo, ap6s o aparecimento do AgHBs. Os
titulos de ambos aumentam rapidamente durante o periodo de replicagédo
viral da infeccdo aguda. O AgHBe pode persistir, juntamente com o AgHBs

nos casos de infeccgdo cronica.

e Anti-HBe (anticorpos anti-antigénio de replicacdo viral): A
seroconversdo do AgHBe em anticorpos anti-HBe, durante a infec¢gdo aguda
pelo HBV, é geralmente indicativa de resolucdo da infeccdo, de um nivel
reduzido de infecciosidade ou de resposta a terapéutica em doentes com

infeccéo cronica.
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Na tabela seguinte encontra-se uma descricdo dos marcadores serolégicos do HBV

associados a cada uma das fases da doenca.

Tabela 22. — Marcadores serologicos da Hepatite B associados as vérias fases da

doenca.

Interpretacéo AgHBs AQIE:)_;IBC Anti-HBs AgHBe Anti-HBe Anti-HBc IgM

Fase de Incubagéo + - - - - -

Fase Aguda
Precoce

Fase Aguda + + - + - +

Inicio da
Seroconversao

Portador Crénico
com
Seroconversao
Tardia

Portador Cronico
sem + + = + = =
Seroconversao

Fase de
Convalescenca

Inicio da
Recuperagéo

Possivel Reaccéao
Cruzada ou — + — — — —
Periodo de Janela

Negativo para
HBV

Imunizacdo/
Infecgéo Passada

Na figura seguinte é possivel observar o perfil dos marcadores seroldgicos do HBV

ao longo do tempo.
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Incubagio Fase Aguda Convalescenca Recuperacédo
Dura;ﬁn (8-13 semanas) (2 semanas — 3 meses) (3 — 6 meses) [6-12 meses) ANos
anti-HBc Total
o |—| L
: -
ﬁ Sintomas '
o AgHBs — anti-HBs
S AgHBe I
g anti-HBe
=
=
O
b anti-HBc IgM
[}
Q
Tempo
Figura 8. — Perfil seroldgico da infeccéo por HBV.
Amostras

Soro ou Plasma

Método — Equipamento — Ensaios

CMIA — Architect i2000Sr da Abbott — AgHBs; Anti-HBc Total; Anti-HBs;
AgHBe; Anti-HBe; Anti-HBc IgM.

Hepatite C

A hepatite C ¢é causada pelo Virus da Hepatite C (HCV, do inglés, Hepatitis C
Virus), pertencente a familia Flaviviridae. A transmissdo ocorre geralmente por via
sanguinea e raramente por via sexual. Durante muito tempo foi considerada a hepatite
pos-transfusional mais frequente, actualmente o risco de contagio pds-tranfusional é

fraco, devido a obrigatoriedade de despiste para todos os dadores de sangue.

A presenca de anticorpos anti-HCV indica que um individuo pode ter sido infectado
pelo HCV, ser portador de HCV infeccioso e/ou transmitir infeccdo por HCV. Apesar
da maioria dos individuos infectados poder ser assintomaética, a infeccdo pelo HCV
pode estar associada ao desenvolvimento de hepatite cronica, cirrose e/ou num aumento

do risco de carcinoma hepatocelular.

Amostras

Soro ou Plasma

Método — Equipamento — Ensaios

CMIA — Architect i2000Sr da Abbott — HCV IgG
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5.1.3. Retrovirus

Os Retrovirus pertencem a familia Retroviridae e sdo caracterizados por possuirem
um genoma RNA, sendo capazes de replicar o0 RNA viral por transcri¢do reversa, pela

acgéo da enzima transcriptase reversa.

Virus da Imunodeficiéncia Humana

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) € o agente etiolégico da SIDA
(Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), é transmitido por contacto sexual,
exposicao a sangue ou produtos sanguineos e infeccdo pré-natal ou perinatal do feto ou
do recém-nascido, respectivamente. Apds exposicdo ao virus, quase todos os individuos
passam por uma fase de laténcia, antes de se manifestar a severa imunodepressdo que
caracteriza a SIDA. Os anticorpos anti-HIV sdo quase sempre detectados em doentes

com SIDA e em individuos assintomaticos infectados com o HIV.

Actualmente o HIV é classificado em dois tipos, o Virus da Imunodeficiéncia
Humana tipo 1 (HIV-1) e o Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 2 (HIV-2). Os dois
tipos sdo muito semelhantes na estrutura morfologica, organiza¢do gendémica, tropismo
celular (linfécitos T CD4+), vias de transmissdo e capacidade de causar SIDA. No
entanto, o HIV-2 é menos patogénico do que o HIV-1 e as infec¢gdes pelo o HIV-2
apresentam um periodo de laténcia mais longo com uma progressdo mais lenta da

doenca, titulos virais inferiores e taxas de transmissao vertical e horizontal inferiores.

A proteina imunogenética principal, e o alvo antigenémico, para a detecgdo sérica da
infeccdo pelo HIV é a proteina transmembranar TMP (do inglés, transmembrane
protein) viral (HIV). Os anticorpos anti-TMP encontram-se geralmente entre os
primeiros a aparecer quando se da a seroconversdo dos individuos infectados pelo HIV.
Pouco tempo depois da infeccdo pelo HIV, mas antes da seroconversao, 0s antigénios
do HIV podem ser detectados em amostras de soro ou plasma. A proteina estrutural do
HIV mais frequentemente utilizada como marcador de antigenémia é a proteina do core
p24. Os anticorpos anti-antigénio p24 sdo utilizados para detectar o antigénio p24 do
HIV antes da seroconversdo, diminuindo desta forma a janela de seroconversdo e
melhorando a deteccdo precoce da infec¢do pelo HIV. O ensaio utilizado no Laboratorio
de Virologia (HIV Ag/Ac) trata-se de um ensaio combinado que permite a detecgédo

simultanea do antigénio p24 e de anticorpos anti-HIV tipo 1 e/ou tipo2.

111 | Pagina



Virologia

Amostras

Soro ou Plasma

Método — Equipamento — Ensaios

CMIA — Architect i2000Sr da Abbott — Anticorpos HIV-1/2 e antigénio p24 do
HIV-1

Virus T-Linfotrépico Humano

O Virus T-linfotrépico Humano (HTLV, do inglés, Human T-lymphotropic Virus)
divide-se em dois tipos, o0 HTLV tipo | (HTLV-I) e 0 HTLV tipo Il (HTLV-II). O
HTLV-I esta etiologicamente associado a estados neoplasicos, como a leucemia das
células T em adultos, e a uma variedade de doencas neuroldgicas desmielinizantes,
nomeadamente mielopatia espéstica tropical associada a HTLV e, mais recentemente,
polimiosite e artrite. A transmissdo do HTLV-I e do HTLV-II ocorre por via sexual,
transfusdo de componentes sanguineos celulares infectados, consumo de drogas
intravenosas ou transmissdo perinatal através da amamentacdo. A deteccdo de
anticorpos anti-HTLV-I e anti-HTLV-I1I auxilia no diagndstico de infec¢do pelo HTLV
e a garantir a seguranca das dadivas de sangue.

Amostras

Soro ou Plasma

Método — Equipamento — Ensaios

CMIA — Architect i2000Sr da Abbott — HTLV-I/11 1I9G

5.1.4. Testes Confirmatorios
Os testes confirmatérios sdo efectuados pela técnica de Immunoblotting.

Immunoblotting — Fundamento do Método

Na técnica de immunoblotting, as proteinas das amostras (antigénios) sdo
submetidas a electroforese num gel de poliacrilamida e apds a sua separacdo s&o
transferidas para uma membrana de nitrocelulose. Esta € tratada com o anticorpo

marcado com uma sonda radioactiva.
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As bandas antigénicas que tenham fixado o anticorpo séo entdo visualizadas por
auto-radiografia. A técnica pode ser modificada para que a deteccdo seja feita por

métodos imunoenzimaticos.

« Confirmatorio HIV-1 e HIV-2: Técnica de Western-Blot contendo proteinas

virais e proteinas precursoras para a deteccdo dos anticorpos HIV-1/2.

o Confirmatério HTLV-l e HTLV-II: Imunoensaio INNO-LIA.

5.2. METODOS DE DETECCAO DIRECTA

Considera-se diagnostico directo aquele em que é pesquisado 0 organismo ou 0S

seus determinantes antigénicos ou componentes estruturais.

No Laboratério de Virologia é utilizada a técnica de PCR (polymerase chain

reaction) em Tempo Real.

Ensaios
o Cargaviral HSV-1
o Carga viral HSV-2
« Carga viral Varicela Zoster
 Carga viral CMV
« Carga viral EBV
 Carga viral HHV-6
 Carga viral HHV-8
o Carga viral Hepatite B

o Carga viral Hepatite C
Equipamento
Abi Prism Sequence Detection Systems da Applied Biosystems
5.2.1. Detec¢do e Tipagem do Virus do Papiloma Humano

O Virus do Papiloma Humano (HPV, do inglés, Human Papillomavirus),

inicialmente reconhecido como agente etioldgico das verrugas cutaneas, € um membro
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da familia Papillomaviridae. A sua transmissdo ocorre sobretudo por via sexual,

podendo ocorrer também por contacto directo com material infectado (ex. feridas).

O HPV ¢ o principal factor de risco para o aparecimento de cancro do colo do utero.
Sendo um virus que apresenta varios tipos e subtipos, pode conduzir a diferentes
patologias de maior ou menor risco, e ndo apenas a esta neoplasia. Existem gendtipos de
HPV de baixo ou de alto risco, sendo que os de alto risco (carcinogénicos) incluem os
gendtipos HPV 16, HPV 18, HPV 31, HPV 33 e HPV 45, entre outros, apesar de que 0s

gendtipos responsaveis pela maioria dos cancros sao HPV 16 e 18.

Para prevenir uma posterior infeccéo pelo HPV, € necessario conhecer as formas de
transmisséo e os factores que aumentem a probabilidade de contrair a infec¢do, de modo
a evita-los. No entanto, no caso de um individuo ja estar infectado, um diagnostico
precoce e 0 conhecimento dos sintomas mais comuns tém a maior importancia. Quando
detectado precocemente, este cancro é um dos que tem maior sucesso no tratamento.
Actualmente, uma forma eficaz de prevenir diferentes patologias associadas a infec¢oes

pelo HPV é a vacinacéo.

O objectivo do rastreio é detectar alteracdes antes da manifestacdo de quaisquer
sintomas, antes do cancro se desenvolver, e até mesmo a presenca do virus, antes de
qualquer alteragéo celular, permitindo um tratamento com sucesso. Nem todas as lesdes
evoluem para cancro, essa evolucdo depende do genétipo de HPV envolvido, sendo que
a maioria regride espontaneamente. Também é possivel a co-existéncia de mais do que

um geno6tipo do HPV no organismo humano.

No Laboratério de Virologia a deteccdo e a tipagem do HPV é efectuada a partir de

bidpsia de tecido colo do Utero de acordo com o seguinte protocolo:
o Extraccéo e purificacdo de DNA.

e Quantificacdo do DNA (PCR em tempo real): Se o resultado for negativo, o
resultado é negativo para HPV. Se for positivo, o procedimento é seguido

com a genotipagem.

o A genotipagem pode ser efectuada por RFLP (restriction fragment lenght

polymorphism), Inno-Lipa ou Microarrays.
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6. CONTROLO DE QUALIDADE

A qualidade dos cuidados de salde prestados ao doente oncoldgico séo
particularmente importantes e tém constituido, ao longo dos anos, uma aposta clara do
IPOLFG, E.P.E.. Prosseguindo a Politica e os Objectivos da Qualidade definidos, tem
sido feito um esforgo constante no sentido de harmonizar e melhorar os padrdes de
cuidados, tanto a nivel clinico, como a nivel organizacional e de gestdo, de modo a
garantir ndo sO as condi¢des de seguranca minimas de tratamento oncoldgico, mas
também a melhorar o0 acesso dos cidaddos a cuidados de salde de elevada qualidade e a

aumentar a satisfacdo dos utentes e clinicos.

Neste sentido, o SPC do IPOLFG, E.P.E. obteve recentemente a acreditacdo da
totalidade dos seus ensaios, nas suas Vérias valéncias, de acordo com a NP EN ISO
15189:2007, procurando manter a Politica de Qualidade perfeitamente estabelecida e
reconhecida no Instituto e que ja em 2004 Ihe permitiu ser pioneiro na acreditacdo de
laboratérios no dominio da oncologia, através da acreditacdo do Laboratério de
Virologia de acordo com a norma NP EN ISO/IEC 17025:2000.

O SPC pretende ser reconhecido como um servico de referéncia na area da
Oncologia em Portugal e, como tal, funciona e esta organizado segundo principios e
normas de qualidade bem definidos, nas varias fases do “processo” de diagnostico —
Fase Pré-Analitica, Fase Analitica e Fase Pos-analitica. A Garantia de Qualidade é
assegurada pelo Controlo de Qualidade Interno (CQI) e por programas de Avaliacdo

Externa da Qualidade (AEQ), nacionais ou internacionais.

6.1. CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO (CQI)

O CQI é um conjunto de actividades desenvolvidas durante o processo analitico que
visam assegurar a qualidade dos resultados que estdo a ser produzidos, por forma a
garantir que os mesmos sdo adequados ao fim a que se destinam, reduzindo, desse
modo, a incerteza das decisfes tomadas pelos clinicos no diagnostico, progndstico e

terapéuticas a serem administradas aos individuos.
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O CQI trata-se de um controlo intralaboratorial que consiste na analise de amostras-
controlo (materiais de referéncia), cujos valores analiticos sdo conhecidos, avaliando a
precisdo e exactidao dos métodos. Os materiais de referéncia devem apresentar a mesma
matriz das amostras analisadas, existindo 3 niveis: Patologico Baixo, Normal e
Patoldgico Elevado. Este controlo permite garantir a reprodutibilidade dos resultados,
verificar a calibracdo dos sistemas analiticos e a ocorréncia de ndo conformidades que
desencadeardo accbes correctivas. Deste modo, o CQI baseia-se num processo
estatistico que permite monitorizar e avaliar a fiabilidade dos resultados das amostras
dos utentes do Instituto, a partir da utilizacéo regular de materiais de referéncia. Realce,
ainda, para o facto dos resultados obtidos para os materiais de referéncia permitirem
também avaliar o desempenho temporal dos métodos bem como a estabilidade dos

reagentes, através de programas dedicados para analise e tratamento de dados.

O CQI tem a mais-valia, entre outras, de revelar as diferentes variacdes ou tipos de
erro que podem ocorrer na rotina diaria de um laboratério de analises clinicas. Nesta

matéria, importa diferenciar os Erros Aleatorios dos Erros Sistematicos. Os Erros

Aleatdrios correspondem a erros positivos ou negativos, cuja direccdo e magnitude nédo
pode ser prevista e que se revelam através da dispersdo em redor da média, de um
conjunto de medicOes efectuadas na mesma amostra. Estdo, assim, relacionados com a

precisdo de um dado método. Os Erros Sisteméaticos assumem sempre a mesma direc¢ao

(positivo ou negativo) e, portanto, provocam um desvio da média em relacdo ao valor
“convencionalmente exacto” da grandeza que estéd a ser medida. Deste modo, estes erros
estdo relacionados com a exactiddo de um método. A combinacdo dos dois tipos de erro
referidos anteriormente representa o Erro Total (TE, do inglés Total Error) que pode
estar associado com uma determinada medicdo. O TE descreve a contribui¢do conjunta
dos erros aleatorios e sistematicos, podendo funcionar como estimativa da incerteza de

medicdo. O Erro Total Admissivel (TEa, do inglés allowable Total Error) corresponde

ao intervalo de erro estipulado pelo laboratério, com base em referéncias nacionais ou
internacionais, que serve de base para caracterizar as margens de erro aceitaveis para
um determinado método, tendo em consideracdo a utilizacdo clinica prevista para os
resultados. Os critérios de aceitacao para os diversos ensaios sdo definidos segundo este
TEa. Importa realcar que cabe ao Responsavel pelo Laboratério / Responsavel da
Qualidade, com base no seu julgamento profissional, estabelecer os valores de TEa

guando estes ndo estejam disponiveis de acordo com o descrito inicialmente.
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Nos laboratérios do SPC a monitorizagdo do CQI é efectuada através de duas
formas, de acordo com a natureza do ensaio. Deste modo, sdo utilizados os programas
MultiQC ou InterQC para 0s ensaios quantitativos e os critérios definidos pelo
fornecedor e/ou pelo laboratorio para os ensaios qualitativos e alguns ensaios semi-

quantitativos.

6.1.1. Laboratdrio de Imunologia

O Laboratério de Imunologia faz a monitorizacdo do CQI para 0s ensaios da
Imunologia realizados nos equipamentos BN ProsPec, Cobas e41l e para o0
Proteinograma realizado no equipamento Hydrasys/Hydraplus, através do software
MultiQC6. Este software permite a monitorizagao diaria® do CQI para os ensaios de

Imunologia referidos.

As tabelas seguintes discriminam os diferentes ensaios realizados no laboratorio e
avaliados no MultiQC, indicando a monitorizacdo, a periodicidade e o critério de

aceitacdo utilizado — Tolerancia/TEa (Erro Total Admissivel).

Tabela 23. — Ensaios monitorizados do CQI no MultiQC para o equipamento BN Prospec.

Ensaios Monitorizacéo Periodicidade TEa
Alfa-1-Micro Ur 1 nivel Quando h& amostras 43.9%
Alfa-2-Macro Ur Inivel Quando ha amostras 34.7%

. .. , <2000 mg/dL—200 mg/dL
Albumina 2 niveis Quando ha amostras
>2000 mg/dL—10%
i i i <100 mg/dL—10 mg/dL
Albumina LCR 1 nivel Quando h& amostras
>100 mg/dL—10%
Albumina Ur 1 nivel Quando ha amostras 46.1%
Alfa-1-Antitripsina 3 niveis Qe h,a pljonas 20%
(2 niveis)
C3 3 niveis Quando ha amostras 120

(2 niveis)

A periodicidade dos controlos dos diferentes ensaios, definida como diéria, indica que os controlos
devem ser sempre em simultaneo com as amostras, de modo a validar uma corrida analitica.
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Ensaios Monitorizacéo Periodicidade TEa

ca 3 niveis Quando ha amostras 11.5%

(2 niveis) 70

Ceruloplasmina 3 niveis Ll h,a SIS 7.9%
(2 niveis)

Haptoglobina 3 niveis Diéria (2 niveis) 27.3%
IgA LCR 1 nivel Quando h& amostras 15%
IgM LCR 1 nivel Quando h& amostras 15%
IgG LCR Inivel Quando ha amostras 15%

I9G 3 niveis Quando h,a a_mostras 8%
(2 niveis)
IgG Ur 1 nivel Quando héa amostras 20%
9G4 3 niveis Quando h,a a_mostras 15%
(2 niveis)
19G, 3 niveis Quando h,a a_mostras 15%
(2 niveis)
19Gs 3 niveis Qe h,a GRS 15%
(2 niveis)
e 3 niveis Quando h,a a_mostras 15%
(2 niveis)
IgE 3 niveis Qe h,a GRS 20%
(2 niveis)
IgM 3 niveis Quanofetamasiias 16.8%
(2 niveis)
gD 1 nivel Quando h& amostras 20%
Kappa 3 niveis Diéria (2 niveis) 15.0%

Kappa Livre 2 niveis Diaria (1nivel) 30%
Lambda 3 niveis Diaria (2 niveis) 15.0%

Lambda livre 2 niveis Diéria (1nivel) 20%

Pré-albumina 3 niveis Diéria (2 niveis) 14.5%

RA 1 nivel Quando ha amostras 13.5%
TASO 1 nivel Quando ha amostras 10%
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Tabela 24. — Ensaios monitorizados do CQI no MultiQC para o equipamento Cobas e411.

Ensaios Monitorizagéo Periodicidade TEa

CAT24 2 niveis 2X por semana 20%

NSE 2 niveis 2X por semana 20%
Cyfra 21.1 2 niveis 2X por semana 28.2%

Tabela 25. — Ensaios monitorizados do CQI no MultiQC para o Proteinograma realizado
nos equipamentos Hydrasys/Hydraplus.

Ensaios Monitorizagao Periodicidade TEa
Albumina 2 niveis Diéria (1 nivel) 10%
Alfa-1globulina 2 niveis Diaria (1 nivel) 15.7%
Alfa-2 globulina 2 niveis Diéria (1 nivel) 12.6%
Beta-2 globulina 2 niveis Diaria (1 nivel) 15%
Gama globulina 2 niveis Diaria (1 nivel) 16.8%

Imunofixacdo
As técnicas de Imunofixacdo (técnicas qualitativas), efectuadas no equipamento
Hydrasys, sdo aplicados os critérios do fornecedor para a monitoriza¢éo do CQI.

Imunofixacéo — Soro;
Imunofixacéo / Bence Jones — Soro;

Imunofixagéo / Bence Jones — Uring;

Autoimunidade

a) Técnicas de Imunofluorescéncia

As Técnicas de Imunofluorescéncia sio aplicados os critérios do fornecedor para a

monitorizacdo do CQI, de acordo com o descrito na tabela seguinte.
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Tabela 26. — Ensaios de Imunofluorescéncia monitorizados pelo CQI.

Ensaios Monitorizacéo Periodicidade
Controlo Negativo
ANA g_ . Diaria
Controlo Positivo
Controlo Negativo .
ANCA . Diaria
Controlo Positivo
Controlo Negativo .
Fl g_ ) Diéaria
Controlo Positivo
Controlo Negativo
Tecidos g_ . Diaria
Controlo Positivo
Controlo Negativo
VSM47 g_ . Diaria
Controlo Positivo
Controlo Negativo .
DNA g Diéaria

Controlo Positivo

b) Técnicas de ELISA

A monitorizacdo do CQI das Técnicas de ELISA, realizadas no Laboratério para a
area da Autoimunidade, ¢ feita através do software MultiQC. As tabelas que se seguem

discriminam as diferentes técnicas executadas pelo Laboratorio.
Tabela 27. — Ensaios monitorizados no MultiQC efectuados no equipamento Mago Plus.

Ensaios Monitorizacéo Periodicidade Tolerancia

Controlo Negativo

ATC anti-Cardiolipina IgG - Diaria 30%
Controlo Positivo
Controlo Negativo

ATC anti-Cardiolipina IgM g. . Diaria 30%
Controlo Positivo
Controlo Negativo

ATC anti-p2Glicop | 1gG & Didria 30%
Controlo Positivo

Controlo Negativo o

ATC B2Gl I IeM .. Diaria 30%

p2Glicop Ig Controlo Positivo °
Controlo Negativo

ATC anti-APCA g Didria 30%

Controlo Positivo
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Ensaios Monitorizacéo Periodicidade Tolerancia
. Controlo Negativo .
ATC anti-dsDNA-Ncx . Diaria 30%
Controlo Positivo
i Controlo Negativo L
ATC anti-AMA-M2-3E Diaria 30%

Controlo Positivo

E de salientar o facto dos valores do CQI das Técnicas ELISA serem introduzidos

manualmente na Base de Dados MultiQC.

c) Técnicas de Immunoblot

As Técnicas de Immunoblot sdo aplicados os critérios do fornecedor para a
monitorizacdo do CQI, quer as que sdo realizadas no equipamento EUROBIotMaster,
quer as executadas manualmente.

Tabela 28. -

EUROBIotMaster e manualmente.

Ensaios monitorizados do CQI efectuados no equipamento

Ensaio Monitorizagao Periodicidade

ANA Profile 3 Controlo Interno Por Corrida
19G Controlo Positivo Por Kit

Perfil Miosites Controlo Interno Por Corrida
19G Controlo Positivo Por Kit

Perfil anti-MPO,PR3 Controlo Interno Por Corrida
lgG Controlo Positivo Por Kit

Perfil Esclerose sistémica Controlo Interno Por Corrida
19G Controlo Positivo Por Kit

Perfil Hepatico Controlo Interno Por Corrida
19G Controlo Positivo Por Kit

Perfil anti-Ag neuronais Controlo Interno Por Corrida
19G Controlo Positivo Por Kit

Perfil anti-gangli6sidos Controlo Interno Por Corrida
19G Controlo Positivo Por Kit
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Serologia

a) Ensaios qualitativos e semi-quantitativos

Nos ensaios qualitativos e semi-quantitativos sdo aplicados os critérios do

fornecedor para a monitorizacdo do CQI.

Tabela 29. — Ensaios monitorizados do CQI executados manualmente.

Ensaio

RPR

TPHA
(R hemaglutinagéo)

R. Widal

Monotest

R. Huddleson

Brucella Capt

Waaler-Rose
(R hemaglutinag&o)

Hidatidose
(R hemaglutinagéo)

Aspergillus

b) Ensaios automaticos

Aplica-se a todos os ensaios de Serologia realizados no laboratorio por técnica de

Monitorizacéo
Controlo Negativo
Controlo Positivo
Controlo Negativo
Controlo Positivo
Controlo Negativo
Controlo Positivo
Controlo Negativo
Controlo Positivo
Controlo Negativo
Controlo Positivo
Controlo Negativo
Controlo Positivo
Controlo Negativo
Controlo Positivo
Controlo Negativo
Controlo Positivo
Controlo Negativo

Controlo Positivo

Periodicidade

Por Corrida
Por Corrida
Por Corrida
Por Corrida
NA
Por Corrida
Por Corrida
Por Corrida
NA
Por Corrida
Por Corrida
Por Corrida
Por Corrida
Por Corrida
Por Corrida
Por Corrida
Por Corrida

Por Corrida

ELISA e a monitorizacdo do CQI é feita através do software MultiQC.
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Tabela 30. — Ensaios monitorizados do CQI no MultiQC, executados no Mago Plus.

Ensaios Monitorizacéo Periodicidade Tolerancia

) Controlo Negativo L,
Treponema pallidum IgG/IgM . Diaria 30%
Controlo Positivo

) Controlo Negativo L
Treponema pallidum IgM . Diaria 30%
Controlo Positivo

6.1.2. Laboratério de Bioguimica

O Laboratério de Bioguimica do SPC faz, actualmente, a monitorizacdo do CQI
através do software MultiQC6. Este software permite a monitorizacdo diaria® do CQl

para os ensaios de Bioguimica que sdo realizados.

As tabelas seguintes discriminam os diferentes ensaios realizados no laboratério e
avaliados no MultiQC, indicando a monitorizacdo, a periodicidade e o critério de

aceitagdo utilizado — Tolerancia/TEa (Erro Total Admissivel).

Tabela 31. — Ensaios monitorizados do CQI no MultiQC para os equipamentos Architect
c8000 (Bio) e ci8200 (Bio e Imuno).

Ensaios Monitorizacéo Periodicidade TEa
Acido Urico 3 niveis Manha/tarde 17%
.. . <60 U/L—8 U/L
ALT 3 niveis Manha/tarde
>60 U/L—15%
Albumina 3 niveis Diaria 10%
Amilase 3 niveis Diaria 14.6%
AST 3 niveis Manha/tarde 15.2%
<2 ug/mL— 0.2 ug/mL
B-microglobulina 2 niveis Diéria AR R [
>2 ug/mL—10%
Bilirrubina Directa 3 niveis Manha/tarde 15%

A periodicidade dos controlos dos diferentes ensaios, definida como diria, indica que os controlos
devem ser sempre em simultaneo com as amostras, de modo a validar uma corrida analitica.
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Ensaios

Bilirrubina Total
Calcio

Colesterol
Creatina Quinase

Creatinina

Ferro
Fosfatase alcalina
Faésforo
v-GT
Glucose
Hemoglobina Alc

Colesterol HDL
Imunoglobulina A
Imunoglobulina G
Imunoglobulina M

Saédio
Potassio
Cloro
LDH
Colesterol LDL
Magnésio
PCR
Proteinas Totais
Transferrina
Triglicéridos

Ureia

Monitorizacéo
3 niveis
3 niveis

3 niveis

3 niveis

3 niveis

3 niveis

3 niveis

3 niveis

3 niveis

3 niveis

2 niveis

3 niveis
3 niveis
3 niveis
3 niveis
3 niveis
3 niveis
3 niveis
3 niveis
3 niveis
3 niveis
2 niveis
3 niveis
3 niveis
3 niveis

3 niveis

Periodicidade

Manha/tarde

Manha/tarde

Diaria

Diaria

Manha/tarde/noite

Diaria

Manhé/tarde

Manhé/tarde

Manhé/tarde

Manhé/tarde

42 feira

Diaria

Diaria

Diaria

Diaria

Manhé/tarde/noite

Manha/tarde/noite

Manhd/tarde/noite

Manhé/tarde

Diéaria

Manhd/tarde/noite

Diéaria

Diaria

Diéaria

Diéaria

Manha/tarde

TEa

20%
1 mg/dL
8.5%

<100 U/L—15 U/L
>100 U/L—15%

15%
15%

<100 U/L—15 U/L
>100 U/L—15%

10.2%

<60 U/L—8 U/L
>60 U/L—15%

10%

<10% —0.5 g/dL
>10% —5%

11.1%
13.5%
8%
16.8%
4 mmol/L
5.8%
5%
20%
13.6%
25%
10%
10%
5%
25%

15.7%
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Ensaios Monitorizacéo Periodicidade TEa
Proteinas Lo I 0
Urina/LCR 2 niveis Diaria 15%
CK-MB 3 niveis Diaria 25%
Troponina - | 3 niveis Diéria 15%
Acido valpréico 3 niveis Quando h& amostras 15%
Carbamazepina 3 niveis Quando h& amostras 25%
Digoxina 3 niveis Quando ha amostras 20%
Fenitoina 3 niveis Quando ha amostras 25%
Fenobarbital 3 niveis Quando ha amostras 10%
Teofilina 3 niveis Quando ha amostras 25%
<20 pg/mL—2 pg/mL
Amicacina 3 niveis Diaria P R
>20 pg/mL—10%
<20 pg/mL—2 pg/mL
Vancomicina 3 niveis Diéria AL
>20 pg/mL—10%
Ciclosporina 3 niveis 3% e 62 feira 25%
Tacrolimus 3 niveis 2% e 52 feira 25%
Ferritina 3 niveis Diaria 16%
. . <7 ng/mL—30%
Folatos 3 niveis Diaria
>7 ng/mL—15%
L L . <100 pg/mL—27.1 pg/mL
Vitamina B12 3 niveis Diaria
>100 pg/mL—20%
) o . <30.12 ng/mL—6.02 ng/mL
a-fetoproteina 3 niveis Diéaria
>30.12 ng/mL—20%
CA 125 2 niveis Diéaria 20%
CA15.3 2 niveis Diéaria 20.9%
CA19.9 2 niveis Diaria 39%
CEA 2 niveis Diaria 20%
PSA total 2 niveis Diéaria 33.6%
SCC 3 niveis Diéaria 20%

Os valores dos controlos para os equipamentos Architect ¢8000 (Bio) e ci8200 (Bio

e Imuno) séo transmitidos automaticamente para o programa.
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Tabela 32. — Ensaios monitorizados do CQI no MultiQC para o equipamento Urisys 2400.

Ensaio
Urina tipo Il Monitorizacéo Periodicidade
(paréametros)
. . Controlo Negativo .
Bilirrubina Diéaria

Controlo Positivo

. Controlo Negativo o
Corpos cetonicos . Diaria
Controlo Positivo

. Controlo Negativo .
Densidade . Diéaria
Controlo Positivo

Controlo Negativo .
Glucose . Diaria
Controlo Positivo

Controlo Negativo

. Diéria
Controlo Positivo

Hemoglobina

Controlo Negativo
Controlo Positivo

Leucécitos Diéaria

o Controlo Negativo .
Nitritos . Diaria
Controlo Positivo

Controlo Negativo

pH . Diaria
Controlo Positivo
i Controlo Negativo .
Proteinas . Diaria
Controlo Positivo
e Controlo Negativo o
Urobilinogénio Diaria

Controlo Positivo

Os valores dos controlos para o equipamento Urisys 2400 sdo transmitidos
automaticamente para o programa. Os controlos Negativo e Positivo devem estar dentro

dos intervalos definidos.

Tabela 33. — Ensaios monitorizados do CQI no MultiQC para o equipamento RapidLab 348.

Ensaios Monitorizacéo Periodicidade TEa

<25 mmHg—2 mmHg

pCO, 3 niveis Diéria
>25 mmHg—8%
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Ensaios Monitorizacéo Periodicidade TEa

pH 3 niveis Diéria 0.04

<100 mmHg—5 mmHg

pO, 3 niveis Diaria
>100 mmHg—5%

Tabela 34. — Ensaios monitorizados do CQI no MultiQC para o equipamento TDX/FLX.

Ensaios Monitorizagéo Periodicidade TEa

Diaria ou quando <1 pmol/L—0.1 pmol/L

Metotrexato 6 niveis .
ha amostras >1 pmol/L—10%

6.1.3. Laboratdrio de Virologia

No Laboratério de Virologia a monitorizacdo do CQI € realizada através de trés
formas:

» Ensaios Quantitativos

e InterQC

» Ensaios Qualitativos

o Critérios definidos pelo fornecedor e/ou pelo laboratério

» Ensaios Quantitativos

a) InterQC

Este software permite a monitorizacdo semanal dos ensaios realizados no
equipamento Architect, através de controlos multiconstituintes para diversos analitos —
Accurun 2600 e Accurun 3000.
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Tabela 35. — Relagéo entre ensaio e controlo Accurun.

Virus Ensaio Controlo
Ag HBs Accurun 3000
Hepatite B
Core Total Accurun 2600
Hepatite C HCV IgG Accurun 2600
HIV HIV 1/2 Accurun 3000
HTLV HTLV 1/2 Accurun 3000

Para além de permitir verificar se 0 CQI se encontra dentro dos valores aceitaveis, é
ainda possivel a comparagdo com outros laboratdrios que efectuam a mesma técnica,

usando 0 mesmo equipamento, funcionado igualmente como programa de AEQ.

b) InterQC

Este software permite a monitorizacdo do CQI do Laboratério para os ensaios de
Serologia e Biologia Molecular. Para esta monitorizacéo existem duas Bases de Dados
implementadas:

e Ensaios automaticos — MultiQC EA e MultiQC AUT

e Ensaios manuais — MultiQC CV

Serologia

Aplica-se a todos os ensaios de Serologia realizados por Técnica de ELISA e
Quimioluminescéncia. As Tabelas 36, 37 e 38 discriminam as diferentes técnicas

executadas pelo Laboratorio, indicando a metodologia para a respectiva avaliagéo.

Tabela 36. — Ensaios monitorizados do CQI no MultiQC, executados no equipamento
Architect.

Virus Ensaios Monitorizacéo Periodicidade TEa

Controlo Negativo

. Diéria 30%
Controlo Positivo

Hepatite A Hepatite A IgM
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Virus Ensaios Monitorizacéo Periodicidade TEa
Controlo Negativo .
Ag HBs g' . Diaria 30%
Controlo Positivo
Controlo Negativo .
Core Total g. . Diaria 25%
Controlo Positivo
Controlo Negativo
Anti-HBs Controlo Positivo 1 Diaria 30%
Hepatite B Controlo Positivo 2
Controlo Negativo .
Ag HBe g' . Diaria 30%
Controlo Positivo
Controlo Negativo
Anti-HBe g. . Diaria 30%
Controlo Positivo
Controlo Negativo
Core IgM g. . Diaria 30%
Controlo Positivo
. . Controlo Negativo o
Hepatite C Hepatite C Diaria 30%

Controlo Positivo

Controlo Negativo
Controlo Positivo 1 e

HIV HIV 1/2 + Ag p24 .\ Diéaria 30%
Controlo Positivo 2

Controlo Positivo Ag

Controlo Negativo

HTLV HTLV 1/2 . Diéria 30%
Controlo Positivo
Controlo Negativo .
CMV IgM g_ . Diaria 30%
Controlo Positivo
Citomegalovirus Controlo Negativo
CMV IgG Controlo Positivo 1 Diéaria 30%

Controlo Positivo 2

Tabela 37. — Ensaios monitorizados do CQI no MultiQC, executados no equipamento

Liaison.
Virus Ensaios Monitorizacéo Periodicidade Tolerancia
Controlo Negativo .
HSV1 IgG . Diéaria 30%
Herpes Simplex Controlo Positivo
Tipole2 Controlo Negativo .
HSV2 IgG Diaria 30%

Controlo Positivo
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Virus Ensaios Monitorizacéo Periodicidade Tolerancia
Controlo Negativo .
VZV IgM . Diéaria 30%
Controlo Positivo
Varicela Zoster
Controlo Negativo .
VZV IgG Diaria 30%

Controlo Positivo

Controlo Negativo .
CMV IgM . Diaria 30%
Controlo Positivo

Citomegalovirus
Controlo Negativo

CMV IgG .. Diaria 30%
Controlo Positivo
Controlo Negativo

VCA IgM .
Controlo Positivo

Diaria 30%
Controlo Negativo

VCA IgG .
Controlo Positivo

Diéria 30%

Virus Epstein-Barr

Controlo Negativo .
EBNA IgG .. Diaria 30%
Controlo Positivo

Controlo Negativo .
EA IgG .. Diaria 30%
Controlo Positivo

Tabela 38. — Ensaios monitorizados do CQI no MultiQC, executados manualmente.

Virus Ensaios Monitorizagao Periodicidade  Tolerancia

Controlo Negativo
HHV6 1gG Controlo Positivo Diaria 30%
Calibrador

Virus Herpes
Humano Tipo 6

Importa realgar que os valores dos controlos para 0s equipamentos Architect e
Liaison sdo transmitidos automaticamente para o programa MultiQC, enquanto que 0s

valores dos restantes ensaios sao introduzidos manualmente (ensaios manuais).

Biologia Molecular

Os valores de CQI de Biologia Molecular (Ensaios In House Kit Comercial) sdo
introduzidos manualmente na Base de Dados MultiQC. A periodicidade dos controlos
dos diferentes ensaios, definida como diéria, indica que os controlos devem ser sempre

em simultdneo com as amostras, de modo a validar uma corrida analitica.
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» Ensaios Qualitativos

Nos ensaios qualitativos sdo aplicados critérios de fornecedores ou critérios

definidos pelo laboratorio.

Tabela 39. — Ensaios monitorizados do CQI, executados manualmente.

Virus Ensaios Monitorizacéo Periodicidade
Controlo Negativo Por corrida
Confirmatério . i
HIV HIV 1 e HIV?2 Controlo Positivo HIV 1 Por corrida
Controlo Positivo HIV 2 Por corrida
HTLV 1/2 Controlo Negativo Por corrida
ELISA Controlo Positivo Por corrida
HTLV _ _
CarTE Controlo Negativo Por corrida
AT Controlo Positivo Por corrida
Controlo Negativo Diéaria
ALETEEE AUIEND HHV6 IgM Controlo Positivo Diéria
Tipo 6
Resultados Diéaria
Controlo Negativo Diéaria
ATESE AEY HHV8 1gG Controlo Positivo Diéria
Tipo 8
Resultados Diéaria
Controlo Negativo HPV Por corrida
Controlo Negativo Albumina Por corrida
HPV SYBR Controlo Positivo HPV

Por corrida
Green (5 diluicBes em duplicado)

Virus Papiloma Controlo Positivo Albumina

Fumano TR : Por corrida
(5 diluicdes em duplicado)
HPV ) .
MicroArrays Controlo Negativo Por corrida
HPV . _
INNOLIPA Controlo Positivo Por corrida
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6.2. AVALIACAO EXTERNA DA QUALIDADE (AEQ)

A AEQ corresponde a um método de avaliacdo do desempenho de um Laboratorio,
através da monitorizacdo/avaliacdo dos resultados laboratoriais obtidos, por meio de
Programas Externos ou Interlaboratoriais efectuados por uma entidade externa. Todos
os laboratérios do SPC participam em Programas de AEQ, nacionais ou internacionais,
que visam permitir, entre outros, a melhoria da comparabilidade/uniformidade
interlaboratorial, a recolha de dados de desempenho dos métodos, a avaliacdo do
desempenho dos equipamentos e reagentes, a verificacdo da existéncia de factores que
afectam a qualidade dos resultados, a validacdo retrospectiva de resultados e ser mais
um elemento de avaliacdo dos laboratorios (ex.: Acreditacdo — constitui-se como um
requisito obrigatorio para a Acreditacdo de acordo com as Normas NP EN ISO/IEC
17025:2000 e NP EN 1SO 15189:2007).

Para a realizagdo da AEQ, nos Laboratérios do SPC séo analisadas amostras-
controlo correspondentes a cada parametro, enviadas pelos organizadores dos
Programas, e 0s respectivos resultados sdo comparados com o0s resultados de outros
laboratdrios participantes, obtidos pelo mesmo método ou métodos similares. Esta
comparacdo permite, assim, determinar a exactiddo dos resultados e identificar os erros
ou tendéncias. Deste modo, com a participacdo nos Programas de AEQ, o Laboratorio
procura assegurar que os resultados obtidos para os diversos parametros realizados se
aproximam ao maximo do valor real (exactiddo) dentro de uma variabilidade analitica
permitida e, igualmente, que face aos resultados serdo desencadeadas as acgOes

preventivas e/ou correctivas necessarias, quando existam nao conformidades.

Os Laboratdrios do SPC participam nos seguintes Programas de AEQ:

PNAEQ - Programa Nacional de Avalia¢do Externa da Qualidade - Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA, I.P.);

INSTAND e. V. — Gesellschaft zur Férderung der Qualitatssicherung in
Medizinischen Laboratorien e. V;

QCMD - Quality Control Molecular Diagnostics;

RIQAS — Randox International Quality Assessment Scheme;

UK NEQAS - UK National External Quality Assessment Scheme.
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6.2.1. Laboratorio de Imunologia

O Laboratorio de Imunologia tem implementado Programas de AEQ para todos 0s

parametros, desde que estejam disponiveis.

Tabela 40. — Ensaios de AEQ implementados no Laboratério de Imunologia.

Equipamento Ensaios Programa AEQ Periodicidade
a-1-Micro, a-2-Macro Ur N&o disponivel NA
a -1-Antitripsina, 2 % Més
Albumina, C3, C4, RIQAS

Ceruloplasmina, IgE (1 amostra)

Haptoglobina, Kappa,
Lambda, Kappa Livre,
Lambda livre, RA e TASO

2 X Ano
PNAEQ (INSA, I.P.)

(2 amostras)

Pré-albumina

BN ProSpec gD Naéo disponivel NA
Albumina Ur INSTAND e.V. 6 x /Ano (2Am)
Albumllgg, II_%; 'gM e INSTAND e.V. 4 x /Ano (2Am)

9G4, 19G,, 19G3 e 1gG4 Nao disponivel NA

19G Ur NA NA

1gG,IgA, IgM NA NA
Cobas e 411 CA 72.4, NSE, Cyfra 21.1 INSTAND e.V. 2 X [Ano (2Am)

Hydrasys/Hydraplus

Autoimunidade

Proteinograma

Imunofixacéo

Imunofixagdo Bence-Jones

Imunofixagdo LCR

Electroforese das
hemoglobinas

ANA IIF

DNA IFI

PNAEQ (INSA, 1.P.)

NEQAS

NEQAS
NEQAS
PNAEQ (INSA, 1.P.)

NEQAS
MBL
Euroimmun

NEQAS

4 x /Ano (2Am)

6 x /Ano
(Soro e urina)

6 x /Ano
(Soro e urina)

6 x /Ano (1Am)
2 x /Ano (2Am)

5 x /Ano (2Am)
1x/Ano

2 x /Ano (3Am)

5 x /Ano (2Am)
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Equipamento Ensaios

DNA IFI

ASMA /F -actina

AMA

Autoimunidade
APCA

LKM -1
ANCA IFI, PR3, MPO

ATC anti-Cardiolipina IgG,
IgM, ATC anti-B2Glicop |
19G,IgM

Sifilis

Serologia
Brucelose
Salmonelose

Hidatidose

Programa AEQ

MBL
Euroimmun
INSTAND e.V.
MBL
INSTAND e.V.
MBL
INSTAND e.V.
MBL
INSTAND e.V.
NEQAS
Euroimmun
NEQAS
Euroimmun
NEQAS
INSTAND e.V.
PNAEQ (INSA, I.P.)
PNAEQ (INSA, I.P.)
INSTAND e.V.
INSTAND e.V.

Periodicidade

1x/Ano
2 X [Ano (2Am)
2 X [Ano (2Am)
1x/Ano
2 X [Ano (2Am)
1x/Ano
2 x /Ano (2Am)
1x/Ano
2 x /Ano (2Am)
5 x /Ano (2Am)
2 x /Ano (2Am)
5 x /Ano (2Am)
2 x /Ano (2Am)
2 X [Ano (2Am)
2 x /Ano (2Am)
3 x /Ano (1Am)
3 x /Ano (1Am)
2 x /Ano (2Am)
1 x /Ano (2Am)

As amostras sdo processadas de acordo com o descrito nos métodos de ensaio, tendo

em conta as instrucdes disponibilizadas pelo Programa de AEQ.

Os resultados dos diversos programas de AEQ sdo avaliados pelo Responsavel do

Laboratorio e o respectivo relatério é assinado e datado. Sdo também assinaladas no

relatério as ndo conformidades existentes.

6.2.2. Laboratério de Bioquimica

Todos os parametros efectuados na Bioquimica séo avaliados através de programas

de AEQ.
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Tabela 41. — Programas de AEQ utilizados nos ensaios do Laboratério de Bioguimica e

respectiva frequéncia.

Entidade Parametro Frequéncia Anual /
Organizadora N° Amostras
Urina tipo Il 3 X Ano (2 amostras)

Imunologia (proteinas especificas) 2 x Ano (2 amostras)

PNAEQ (INSA, I.P.) Hemoglobina Glicada 2 X Ano (2 amostras)

Quimica Clinica Rotina 4 x Ano (2 amostras)

Marcadores Cardiacos 5 x Ano (2 amostras)
Drogas Terapéuticas
(Amica/Vanco/MTX) £ 320D (2 EEEITES),

Gases no Sangue 6 x Ano (2 amostras)

INSTAND e.V.

Urina Quimica Il 6 X Ano (2 amostras)
Marcadores Tumorais 6 x Ano (2 amostras)
Quimica Clinica Geral (soro) 2 X més (1 amostra)
RIQAS Proteinas Especificas 2 X més (1 amostra)
Imunoensaios 2 X més (1 amostra)
Ciclosporina 1 x més (3 amostras)

NEQAS
Tacrolimus 1 x més (3 amostras)

As amostras da AEQ sdo processadas como qualquer outra amostra.

Os resultados do AEQ sdo introduzidos no software MultiQC e os respectivos
relatorios sdo assinados e datados. O Responsavel do Laboratorio avalia os resultados

para verificar a existéncia de Nao Conformidades e/ou Tendéncias.

6.2.3. Laboratério de Virologia

O Laboratorio de Virologia tem implementado programas de AEQ para a Serologia

e Biologia Molecular, sempre que disponiveis.
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Tabela 42. — Ensaios de AEQ implementados no Laboratdrio de Virologia.

Ensaios

Serologia Hepatite A

Serologia Hepatite B

Serologia Hepatite C

Serologia HIV
(inclui confirmatério)
Serologia HTLV
Serologia Virus Herpes Simplex 1 e 2 19G
Serologia Varicela 1gG e IgM
Serologia Citomegalovirus 1gG e IgM

Serologia Virus Epstein-Barr
VCA 1gG, EBNA IgG, EA IgG e VCA IgM

Serologia Virus Herpes 6 1gG e IgM
Serologia Virus Herpes 8 IgG
Carga Viral Virus Hepatite B
Carga Viral Virus Hepatite C

Carga Viral Herpes 1 e 2

Carga Viral Varicela

Carga Viral Citomegalovirus

Carga Viral Virus Epstein-Barr

Carga Viral Herpes 6

Programa AEQ

INSTAND e.V.

INSTAND e.V.
InterQC (Ag HBs, Core)
INSTAND e.V.
InterQC
INSTAND e.V.
InterQC
InterQC
INSTAND e.V.
INSTAND e.V.

INSTAND e.V.

INSTAND e.V.

Nao disponivel
Néo disponivel
QCMD
QCMD
QCMD
QCMD
QCMD
INSTAND e.V.
QCMD
INSTAND e.V.

QCMD

Periodicidade

2 x/ Ano
(2 amostras)

2 x/ Ano
Semanal
2 x/ Ano
Semanal
2 x/ Ano
Semanal
Semanal
2 x/ Ano
2 x/ Ano

2 x/ Ano

2 x/ Ano

NA
NA
1x/Ano
1 x/Ano
1 x/Ano
1x/Ano
1x/Ano
1 x/Ano
1 x/Ano
1x/Ano

1x/Ano
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Ensaios Programa AEQ Periodicidade
Carga Viral Herpes 8 N&o disponivel NA
NEQAS 3 x/Ano
Virus Papiloma Humano QCMD 1x/Ano
WHO HPV LabNet Variavel

As amostras sdo processadas de acordo com o descrito nos métodos de ensaio, tendo

em conta as instrucdes disponibilizadas pelo Programa de AEQ.
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7. HEMATOLOGIA

O estagio profissional na valéncia de Hematologia é parte integrante do plano de
estudos do Curso de Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Lisboa. O estagio decorreu no Laboratério de Anélises Clinicas Nova
Era - Luz, sob a orientacdo do Dr. Carlos Couto Marques, no periodo compreendido
entre 10 de Janeiro de 2011 e 11 de Fevereiro de 2011.

O Laboratorio Nova Era - Luz encontra-se organizado em VArios sectores, como
referido anteriormente no capitulo da Introducdo. No sector da Recepcdo e Triagem é
efectuada a entrada de todas as amostras e a sua distribuicdo para os diferentes sectores,
consoante a natureza dos testes requisitados. As amostras que ndo sdo colhidas no
Laboratdrio, sdo transportadas pelos colaboradores do mesmo, em malas préprias
devidamente acondicionadas. Num primeiro passo, as amostras sdo avaliadas de forma a
verificar se cumprem os critérios de aceitacdo, referidos anteriormente na Fase Pré-
Analitica. Apds esta avaliacdo, a entrada dos produtos € efectuada através da leitura da
etiqueta com cddigo de barras, colocada no tubo de amostra durante a colheita, pelo
sistema informatico e-Deialab. Este sistema estd ligado aos diversos equipamentos,
possibilitando a transmissdo dos resultados obtidos para os computadores do
Laboratdrio. Apds este processo, as amostras sdo direccionadas para 0S Varios

sectores/equipamentos, como referido inicialmente.

O sector da Hematologia esta organizado de acordo com as metodologias utilizadas

e a natureza dos parametros efectuados (Tabela 43.).
Tabela 43. — Parametros e respectivas metodologias necessarias a sua execucao.

Parametros Metodologia

Impedancia com Focagem Hidrodinamica

Hemograma Citometria de Fluxo Fluorescente
SLS
VS Método de Westergreen (equivalente)
PT
aPTT Coagulometria
Fibrinogénio
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Parametros Metodologia
Separacéo das Fracgdes da Hemoglobina Cromatografia de Troca lénica
Doseamento da HbA2 e HbA1: HPLC
Crioglobulinas e Aglutininas Frias Técnica Manual

7.1. HEMOGRAMA

O hemograma é uma das andlises de rotina mais requisitadas e permite a

determinacdo dos seguintes parametros:

 Eritrograma — Hematdcrito, Concentracdo de Hemoglobina, Numero de
Globulos Vermelhos Circulantes e indices Eritrocitarios (Volume Globular
Médio, Hemoglobina Globular Média, Concentracdo de Hemoglobina

Globular Média e Coeficiente de Dispersdo Eritrocitaria);

e Leucograma — Contagem Total de Globulos Brancos e respectiva Férmula
Leucocitaria (Neutoflios, Eosindfilos, Baséflios, Linfocitos e Mondcitos —
NEBLM);

« Contagem Automaética de Plagquetas — para além do nimero de plaquetas,
fornece o Plaquetdcrito e dois indices plaquetarios, o Volume Plaquetario
Médio (VPM) e o Coeficiente de Dispersdo Plaquetaria (PDW, do inglés,
Platelet Distribution Width).

Aplicacédo

Determinagdo quantitativa e qualitativa das trés séries celulares.

Amostra

Sangue total colhido em tubo com K3EDTA (&cido etilenodiaminotetra-acético tri-

potassio, do inglés, tripotassium ethylenediamine tetraacetic acid)

e Mecanismo de Accdo: O K3sEDTA remove o calcio ionizado (Ca’®") através
de um processo de quelacdo, deixando de haver célcio disponivel para que

ocorra a coagulacao do sangue.

Equipamento
XT-1800i da Sysmex
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Metodologia Utilizada no Contador Hematoldgico XT-1800i

O contador hematologico XT-1800i utiliza um laser diodo que Ihe confere a
sensibilidade necessaria para quantificar e diferenciar os elementos figurados do sangue,
através do método da citometria de fluxo fluorescente e tecnologias orientadas de

hidrodinamica.

A contagem dos glébulos vermelhos (GV) e das plaquetas é efectuada num canal

préprio pelo método da impedancia com focagem hidrodindmica. O objectivo da
focagem hidrodindmica é minimizar a perda e a variacdo dos impulsos eléctricos na
zona de deteccdo e a recirculacdo de células, de forma a evitar erros nas contagens
celulares. A separagdo destas duas populaces celulares é efectuada por discriminadores

automaticos, baseados em algoritmos complexos.

A contagem dos leucdcitos e a diferenciacdo das populacdes celulares € efectuada

por citometria de fluxo fluorescente, o principio € o mesmo da citometria de fluxo

tradicional mas com recurso a um corante fluorescente de polimetina, altamente
especifico. Esta marcacdo por fluorescéncia revela a relacdo ndcleo-citoplasma em cada
célula. A combinacdo entre a dispersdo lateral de luz (contetdo celular), a dispersédo
frontal (volume celular) e a fluorescéncia (quantidade de material genético, DNA e

RNA) permite diferenciar as subpopulagées leucocitérias.

O doseamento da hemoglobina é efectuado num canal proprio pelo método lauril

sulfato de sdédio (SLS, do inglés, sodium lauryl sulfate), livre de cianeto. Este método

apresenta uma boa correlacdo com o método de referéncia (cianometahemoglobina).

Impedancia

Fundamento do Método

O método da impedancia, originalmente designado por Principio de Coulter, baseia-
se na deteccdo e na medicdo de alteracbes na condutividade eléctrica, que surgem
guando uma particula (ou célula) num liquido condutor, passa através de uma pequena
fenda existente na célula de contagem. Este fendmeno origina um impulso eléctrico. O
numero de impulsos estd relacionado com a quantificagdo celular e a amplitude

(intensidade) do impulso esta relacionada com a dimenséo da célula.
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Eritrograma

Hematdcrito

O Hematdcrito (Ht) é definido como o volume relativo ocupado pelos GV, num
dado volume de sangue total, o qual foi centrifugado em condicBes padronizadas. E
expresso em percentagem do volume de sangue total (método classico) ou L/L

(recomendacdo do ICSH — International Council for Standardization in Hematology).

O Ht é determinado directamente através da detec¢do individual do volume de cada
eritrécito.

Interesse da Determinacdo

« Deteccdo de anomalias e poliglobulias;
« Informacédo sobre o aspecto do plasma;

o Determinacdo dos indices eritrocitarios.

Causas de Erro na Determinacdo

« Ma homogeneizacdo da amostra de sangue;
« Hemodlise do sangue (erro por defeito);

« Leitura, se ndo for descontada a camada leucocitaria (erro por excesso).

Hemoglobina

O interesse no doseamento da hemoglobina (Hb), para além do célculo dos indices

eritrocitarios, esta relacionado com:

o Deteccédo de anemias;
« Auvaliacéo do grau de anemia;

« Apreciacédo do efeito do tratamento da anemia.

A Hb é dada num valor de concentragdo, expressa em g/dL.

Contagem de Gldbulos Vermelhos

O numero de GV circulantes, presentes num dado volume de sangue (por litro), é

um parametro importante para o calculo dos indices eritrocitarios.
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indices Eritrocitarios

1. Volume Globular Médio (VGM)

Indica o volume médio de um GV do individuo e é expresso em fentolitros (fL), é

calculado directamente a partir do histograma dos GV.

e Diminuido: presenga de GV menores (micrdcitos) — microcitose
e Aumentado: presenca de GV maiores (macrocitos) — macrocitose
o Normal: normacitos (normocitose) ou combinacdo entre micrdcitos e

macrocitos — anisocitose

2. Hemoglobina Globular Média (HGM)

Indica o peso médio da hemoglobina contida num GV meédio do individuo e é

expressa em picogramas (pg).

Calculo:

Hb (g/dL)
HGM (pg) = 5 x 10
GV (x10'4/L)

3. Concentracdo de Hemoglobina Globular Média (CHGM)

Indica a concentracdo média de hemoglobina do individuo por unidade de volume
de GV e é expressa em g/dL.

Célculo:

Hb (g/dL)
Ht (L/L)

CHGM (g/dL) =

A HGM e a CHGM estéo relacionadas com o conteudo de hemoglobina nos GV,
pelo que valores diminuidos destes indices ocorrem em situagdes de hipocromia (GV

hipocrémicos). Os valores mormais indicam normocromia (GV normocrémicos).

« HGM aumentada: geralmente em situagdes de macrocitose;
e CHGM aumentada (raro): situacdes de esferocitose (ndo existem GV

hipercromicos).
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4. Coeficiente de Dispersdo Eritrocitaria (RDW, do inglés, Red Cell Distribution
Witdth)

Indica o coeficiente de variacdo na distribuicdo do volume eritrocitario. O célculo
é executado pelo contador automatico a partir do histograma de distribuicdo de
volume dos GV, sendo expresso em percentagem (coeficiente de variagdo). Valores
elevados de RDW indicam anisocitose.

A validacéo dos resultados do hemograma é feita tendo em conta a idade, 0 sexo, 0
contexto clinico do paciente e eventuais sinais de alarme emitidos pelo contador
automatico. Também devem ser tidas em consideracdo outras indicacdes relevantes,
nomeadamente a informacdo obtida no acto da colheita e os resultados de outros
parametros laboratoriais (exs. ferro, ferritina, transferrina, velocidade de sedimentacéo,
entre outros). No decorrer da validacao, sdo seleccionadas as amostras que requerem

repeticao e/ou execucdo do esfregaco sanguineo para observacao ao microscopio.

7.1.1. Esfregaco de Sangue Periférico

O esfregaco de sangue periférico consiste numa preparacdo de uma fina camada de
células sobre uma lamina de vidro, para um exame microscopico. A observacdo do
esfregaco de sangue periférico é efectuada sempre que seja necessario confirmar e/ou
complementar os resultados fornecidos pelo hemograma ou por solicitacdo expressa do

clinico.
A finalidade do esfregacgo de sangue inclui:

« Observacdo da morfologia dos glébulos vermelhos;

e Observacdo da morfologia dos globulos brancos e estabelecimento da
férmula leucocitaria (identificar os diferentes tipos de leucdécitos e definir a
percentagem de cada um);

« Observacéo e contagem das plaquetas.

Amostra

Sangue fresco, obtido no acto da colheita, preferencialmente sem adicdo de

anticoagulante.
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Técnica
» Execucéo

1. Depositar uma gota de sangue perto da extremidade de uma lamina;

2. Segurar a ldmina com uma mdo, de forma a que a gota fique mais proxima
do dedo indicador;

3. Com a outra mdo, segurar uma lamela que se apoia na lamina a esquerda da
gota, de forma a que ambas facam um angulo de 30° a 45°;

4. Deslocar a lamela (sempre apoiada na lamina) até encontrar a gota,
deixando que esta se difunda ao longo da lamela;

5. Com um movimento uniforme, deslizar a lamela no sentido da extremidade
livre até que o sangue se esgote;

6. Depois de seco, identificar a amostra marcando a cabeca do esfregaco com

lapis de carvao.

» Coloracao

E efectuada a coloracdo de May-Griinwald-Giemsa (MGG). A coloracdo MGG
trata-se de uma coloracdo pandtica que combina as vantagens de varios corantes,

corando elementos acidofilos, granulagBes neutrofilas e granulagGes azurofilas.

e Eosina (corante acido): cora 0s componentes citoplasmaticos béasicos da

célula (eosinofilos ou aciddéfilos), de rosa-alaranjado;

e Azul de Metileno (corante bésico): cora o nicleo e componentes
citoplasmaticos &cidos (basofilos), de azul-arroxeado;

o Azur de Metileno: cora as granulacGes azurofilas de vermelho-parpura.

A eosina e 0 azul de metileno coram as granulag@es neutrdfilas de rosa.

A policromatofilia corresponde a uma coloragcdo acinzentada das células, devido a
presenca de propor¢des idénticas de componentes &cidos e basicos. A metacromasia
(situagdo anormal) ocorre quando os componentes celulares, que fixam a eosina ou o

azul de metileno, ndo adquirem as cores caracteristicas.

Na observacdo do esfregaco de sangue, corado, a0 microscopio optico € efectuada a

pesquisa ou a confirmacdo de alteracBes quantitativas ou qualitativas dos glébulos
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vermelhos, globulos brancos e plaquetas. Seguem-se alguns exemplos de alteracoes
que podem ser observadas no esfregaco de sangue periférico:

« AlteracOes na série vermelha:

Alteracdes da dimensdo — anisocitose, microcitose, macrocitose;

AlteracOes da cor — anisocromia, hipocromia, policromatofilia;

AlteracOes da cor e/ou do tamanho — dimorfismo;

Alteracdes da forma — poiquilocitose (presenca de vérias formas anormais sem
uma forma predominante, no caso de estar presente deve ser especificada. Exs:
esferdcitos, diandcitos, drepandcitos, acantdcitos, dacridcitos, entre outros);
Presenca de inclusdes eritrocitarias — pontuado basofilo, anéis de Cabot, corpos
de Howell-Jolly, entre outros;

Alterac6es na distribuicdo — rouleaux (GV empilhados), aglutinacéo;
AlteracOes associadas a um aumento da eritropoiese — presenca de eritroblastos

(células imaturas).

 AlteracGes na série branca:

Variagdes no grau de segmentacdo nuclear dos neutrofilos;
Granulagdo tdxica dos neutrdfilos;

Presenca de linfécitos atipicos;

Presenca de blastos das vérias linhagens leucocitarias.

« AlteracOes na série plaquetéria:

Presenca de agregados plaquetarios;
Anisocitose;

Presenca de células imaturas.

7.2. CONTAGEM MANUAL DE RETICULOCITOS

Os reticulocitos sdo os precursores imediatos dos glébulos vermelhos maduros. Séo
ja células anucleadas mas, dada a sua imaturidade, ainda conservam restos de RNA no
citoplasma, sobretudo RNA ribossomal, que pode ser evidenciado através de uma
coloragéo vital.
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Fundamento da Técnica

Evidenciar os reticulocitos presentes na corrente sanguinea, atravées da utilizacao de
corantes vitais (ou supravitais) de natureza basica, como o azul de metileno novo ou o
azul de cresil brilhante (no Laboratério é utilizado o azul de cresil brilhante), que véo
precipitar o RNA citoplasmético residual sob a forma de granulos e filamentos

(reticulado).

Amostra

Sangue fresco sem anticoagulante ou sangue total colhido em tubo com EDTA, até

duas horas apo6s a colheita.

Procedimento

1. Apos efectuada a coloracgdo, observar ao microscopio Gptico com objectiva
de imersdo (100x) e restringindo o campo (disco de papel com perfuracéo
central colocado sobre a ocular);

2. Contar os reticuldcitos que se observam quando se contam 1000 células

anucleadas.

Calculos e Apresentacdo do Resultado

o Percentagem:

1000 células anucleadas (GV + reticuldcitos) ——————— N reticulécitos
100 células anucleadas (GV + reticulécitos) ——————— X [n.° de reticuldcitos (%0)]
Nx100
n.° de reticuldeitos (%) = ——— = Nx 0,1
1000

« Valor absoluto (por litro):

1000 células anucleadas (GV + reticul6citos) —————— N reticulécitos

n.° GV/L (células anucleadas) ———— X [n° de reticuldcitos /1]

Nxn°GV/L
1000

n.° de reticuldcitos/L =
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Causas de Erro na Contagem:

« Deposicdo de particulas de corante a superficie dos GV,
« Presenca de inclus6es eritrocitarias;
« Existéncia de niveis elevados de glucose (inibi¢do da reaccao).

O principal interesse da contagem de reticuldcitos esta relacionado com a apreciacéao

da actividade eritropoiética da medula, permitindo:

« Diagnosticar se uma anemia € regenerativa ou arregenerativa;
« Monitorizar o tratamento de anemias;
« Verificar se ha regeneracdo sanguinea ap0s uma grande perda globular

(hemorragia ou hemolise).

7.3. VELOCIDADE DE SEDIMENTACAO

A velocidade de sedimentacdo (VS) é definida como a velocidade de queda
espontanea dos elementos figurados do sangue (GV sdo 0S mais numerosos) em

suspensao no plasma.
A VS resulta de varios mecanismos, como 0s seguintes:

« Diferenca de gravidade especifica existente entre os GV (mais densos) e o
plasma;

 Atraccdo electrostatica gerada entre as cargas eléctricas negativas presentes
na membrana dos GV e as cargas eléctricas positivas de certas proteinas
plasmaticas — formagao de rouleaux;

« Contra-corrente plasmatica.

A VS ¢ expressa em unidade de distancia (mm), que os GV “percorrem”, ao longo

de uma hora, e inclui trés etapas distintas:

o 12 etapa: Agregacdo (+ 10 min.) — corresponde a formacéo de pilhas de GV
(rouleaux);

o 2% etapa: Sedimentacdo (ou queda rapida, £ 40 min.) — corresponde a queda
dos rouleaux a velocidade constante;

o 32 etapa: Sedimentacdo Final (x 10 min.) — corresponde ao empilhamento
dos GV no fundo do tubo.
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Amostra

Sangue total colhido em tubo com EDTA.

Método

A determinacgdo da VS é efectuada num equipamento automatico com obtencdo de

resultados equivalentes ao método de Westergreen (método de referéncia).

A amostra é aspirada para um capilar e, posteriormente, centrifugada. A leitura é
feita por fotometria de infravermelhos a um comprimento de onda de 950 nm. Os
impulsos eléctricos, captados por um fotodetector, por unidade de tempo, sdo
directamente relacionados com a concentracao de GV presentes no capilar, sendo obtida
uma curva de sedimentacdo para cada amostra. Os valores obtidos sdo convertidos em

valores comparados com o método de referéncia.

Equipamento
Ves-Matic 30 Plus da Menarini.

Existem trés tipos de factores que afectam a VS (Tabela 44.), factores globulares,

plasmaticos e mecanicos.
Tabela 44.— Factores que afectam a VS.

Formacdo de rouleaux;

Factores Globulares
NuUmero, forma e tamanho dos GV.

Viscosidade do sangue;

Factores Plasmaticos 1 Fibrinogénio;
1 Globulinas plasmaticas (a, B € y).

Altura, diametro e limpeza do tubo;
Posicédo do tubo (vertical);
Enchimento incorrecto do tubo;

Factores Mecanicos Vibragoes;
Temperatura,
Tempo de espera (GV tornam-se esféricos);
Proporgéo sangue/anticoagulante.

[Legenda: 1 - aumento]
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O aumento da VS pode estar associado a variacdes fisiolégicas como a idade, 0 sexo
(feminino), o periodo menstrual e a gravidez. As variacdes patologicas dos valores
normais podem levar a um aumento ou a uma diminui¢do da VS, como descrito na

tabela seguinte.
Tabela 45. — VariacGes patoldgicas dos valores normais da VS.

Infecgdes agudas e cronicas (exs. tuberculose, sifilis);
Processos inflamatorios agudos (ex. apendicite);

Doencas reumatismais (exs. febre reumatica, artrite reumatoide);
Aumento da VS )
Necrose tecidular;

Leucemias, mielomas, plasmocitomas e neoplasias em geral;

Anemias.

Poliglobulias;
Diminuicao da VS  Hipofibrinogenémia;

SituagOes associadas a alteragdes da forma do GV.

7.4. ESTUDO DA HEMOSTASE

A hemostase é um processo complexo que permite preservar a normal
funcionalidade da circulacdo, assegurar permanentemente a prevencdo de hemorragia
espontanea e promover a paragem das hemorragias resultantes de qualquer leséo
vascular. Depende de complexas interac¢des entre a parede dos vasos, as plaquetas e 0s

processos de coagulacéo e fibrinolise.

A Hemostase engloba uma sequéncia de reac¢des locais que culmina no controlo da

hemorragia, € regulada por diferentes mecanismos e inclui vérias fases:

« Resposta vascular — constri¢do do vaso lesado;

« Hemostase primaria — formagao do trombo plaquetério;

« Hemostase secundaria — coagulagéo (formacdo do coégulo de fibrina);

o Hemostase terciaria — fibrindlise (destruicdo do coagulo de fibrina e
manutencdo da permeabilidade do vaso.

O estudo da hemostase é essencial para a deteccdo de patologias hemorrégicas e

trombdticas bem como para a monitorizacao da terapéutica anticoagulante.
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7.4.1. Avaliacdo da Funcado Plagquetéria

A avaliacdo da funcdo plaquetaria é possivel através do estudo da hemostase primaria,

que inclui a contagem de plaquetas e do tempo de hemorragia (testes de rastreio).

Tempo de Hemorragia

O tempo de hemorragia avalia a interaccdo entre as plaquetas e a parede dos vasos
sanguineos bem como a subsequente formacdo do codgulo, de modo independente da
cascata da coagulagéo. Existe uma relacdo quase linear entre a contagem das plaquetas e
o tempo de hemorragia. E utilizado como teste de rastreio para a doenca de von

Willebrand e para disfungdes plaquetarias (congenitas ou adquiridas).

Fundamento da Técnica

O tempo de hemorragia é efectuado pela técnica de Duke, por incisdo no lobo da
orelha. A variacdo normal do tempo de hemorragia é entre 2 e 9 minutos (tempo

decorrido entre a inciséo e o estancar do sangramento).

Uma das principais limitagdes desta técnica é o facto de ndo discriminar os defeitos
vasculares de trombocitopénia ou de disfuncdo plaquetdria. E influenciada pelo
hematocrito, pelo estado da pele e pelo modo de execucdo da técnica. Ndo se
correlaciona com a perda de sangue durante a cirurgia, nem com a necessidade de

transfusoes.

O tempo de hemorragia encontra-se prolongado nas seguintes situagdes:

« Trombocitopénia (moderada);

Disfuncéo plaquetéria;

Terapéutica com aspirina;

Deficiéncia ou anomalia do factor de von Willebrand, fibrinogénio ou factor V;

Anomalias nas paredes dos pequenos vasos;

Anemia.

Contagem de Plaquetas

As plaquetas sdo fragmentos citoplasmaticos do megacariécito plagquetario. A sua
contagem é particularmente Util, por apresentarem uma boa correlacdo com o risco de

hemorragia. Dadas as reduzidas dimensdes das plaquetas e a sua tendéncia para
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aderirem a superficies estranhas e a agregarem-se quando activadas, sdo de

quantificacdo mais dificil comparativamente aos glébulos vermelhos e aos leucdcitos.

A contagem de plaquetas é efectuada no contador automatico, como referido
anteriormente, ou por método manual directo — contagem em camara de Neubauer, para

confirmagéo dos resultados.

Na tabela 46. estdo descritas, resumidamente, algumas das principais etiologias da

trombocitopénia e da trombocitose.

Tabela 46. — Principais etiologias da variagdo no nimero de plaquetas.

Trombocitopénia (|) Trombocitose (1)
Producdo insuficiente; Trombocitémia essencial;
Destrui¢do aumentada; Trombocitose reactiva e transitoria;
Distribuicdo alterada; Esplenectomia;
Diluigéo. Patologia esplénica ou trombose da veia esplénica.

[Legenda: | - diminuigdo; 1 - aumento]

O interesse da contagem de plaquetas verifica-se em varias situacdes, como as
seguintes:

 Pré-operatério;

Individuos com problemas hemorragicos;

Doentes sujeitos a tratamento com citostaticos e/ou radioterapia

(monitorizacéo da terapéutica);

Monitorizacgdo de terapéutica anticonvulsionante;

Sempre que o tempo de hemorragia esteja prolongado.

7.4.2. Avaliacdo Global da Coagulacao

A coagulacdo sanguinea (hemostase secundaria) € um processo multifactorial e
dindmico, com protedlise limitada, que culmina na formacdo de trombina em
quantidades suficientes para a conversdo do fibrinogénio em fibrina. A cascata da
coagulagdo é classicamente dividida em duas vias distintas, a via intrinseca e a via
extrinseca, que conduzem a formacéo do coadgulo de fibrina. Apesar de serem iniciadas
por mecanismos diferentes, ambas convergem para uma via comum e, actualmente

podem ser consideradas como um todo.
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No Laboratério Nova Era sdo efectuados os seguintes testes de rastreio, para a

avaliacdo global da coagulacéo:

e Tempo de Protrombina (TP);
o Tempo de Tromboplastina Parcial Activada (aPTT).

O doseamento do fibrinogénio plasmatico é considerado um teste especifico.

Amostra

Plasma citratado na proporcdo de 9 volumes de sangue para 1 volume de citrato (o
citrato de sddio apresenta um mecanismo de accdo semelhante ao EDTA, que actua por

quelacéo impedindo a coagulacdo do sangue).

Equipamento
Sysmex CA-500 da Siemens

Determinacédo do Tempo de Protrombina

O tempo de protrombina (TP) corresponde ao tempo de recalcificacdo de um plasma

citratado e pobre em plaquetas, na presenca de excesso de tromboplastina e ides célcio.

O TP avalia a via extrinseca bem como a subsequente via comum. Reflecte
alteracdes em trés dos factores dependentes da vitamina K (factor 1l, VII e X), do
fibrinogénio e do factor V. E utilizado na monitorizagdo da terapéutica com

anticoagulantes orais e no controlo da actividade da sintese hepatica.

Fundamento do Método

Este teste consiste na adicdo de uma tromboplastina completa (equivalente a
tromboplastina tecidual) a plasma citratado e na avaliacdo do tempo de coagulagdo apos

adicéo de célcio.

Na tentativa de obviar a enorme discrepancia entre os diferentes tipos de testes que
avaliam o TP, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) propds que as tromboplastinas
fossem padronizadas, segundo uma preparacdo de referéncia internacional e criou o
International Sensitivity Index (ISI). Apés a determinacdo do ISI da tromboplastina, os

resultados podem ser refereridos como International Normalized Ratio (INR).
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Conceptualmente, o INR é a razdo entre o TP do paciente e o TP de referéncia, em
segundos. As medic¢des do TP sdo convertidas em INR pela seguinte formula:

ISI
PT amostra

PT ref.

Determinacdo do Tempo de Tromboplastina Parcial Activada

O tempo de tromboplastina parcial activada (aPTT, do inglés, activated partial
thromboplastin time) corresponde ao tempo de recalcificacdo de um plama citratado e

pobre em plaguetas, na presenca de uma substancia fosfolipidica.

O aPTT avalia a via intrinseca da cascata da coagulacdo, pelo que testa os factores
X1, X1, IX e VIII. Avalia também a via comum (factores X, V, Il e 1) e o fibrinogénio.

E utilizado na monitorizagao terapéutica com heparina.

Fundamento do Método

Neste teste sdo utilizados substitutos de fosfolipidos incapazes de activar a via
extrinseca. O plasma € colocado em presenca de um destes fosfolipidos pro-
coagulantes, de um activador por contacto e de célcio. Regista-se, entdo, o tempo que o

plasma leva a coagular.

Um plasma com deficiéncia num factor de coagulacdo da via extrinseca (avaliado
pelo PT) ou da via intrinseca (avaliado pelo aPTT) levard mais tempo a formar um

coagulo, relativamente a um plasma normal.

Na tabela seguinte (Tabela 47.) encontra-se um resumo da avaliacdo de alteracdes

hemostaticas pelos testes de rastreio.

Tabela 47. — Avaliacdo de alteragdes hemostaticas pelos testes PT e aPTT bem como as

causas mais comuns.

Teste c!e Sistema Afectado el lneleees Causas mais Comuns
Rastreio pelo Alongamento

Deficinci inibicio d Patologia Hepética;
Via intrinseca: N eficiéncia ou inibicéo de
um ou mais dos seguintes | ratamento com

PT Viaextrinseca: 1 actores da coagulacio: anticoagulantes orais;

Via comum: 1 VII, X, V, II, fibrinogénio. Cpagulqgéo Intravascular
Disseminada (CID).
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Teste o_Ie Sistema Afectado ATBITENES e IEEes Causas mais Comuns
Rastreio pelo Alongamento
e Deficiéncia ou inibicdo de
ia intrinseca: i i .
_ ) I um ou mais dos SEQUINtes  Tratamento com heparina;
aPTT Via extrinseca: N factores da coagulacéo: cID
Via comum: 1 X1, X1, X, VI, X, V, 11, '
fibrinogénio.

Doseamento do Fibrinogénio

O fibrinogénio é o precursor da fibrina e 0 seu doseamento é considerado um teste
especifico para a avaliagdo da coagulacdo. Os testes especificos devem ser efectuados
sempre que se verifiquem alteracdes nos testes de rastreio, e sdo necessarios para

determinar a natureza do defeito.

Fundamento do Método

O doseamento do fibrinogénio baseia-se no método de Clauss, no qual a adi¢do de
trombina promove a conversao do fibrinogénio em fibrina. O tempo decorrido desde a
adicdo de trombina até a formacgdo do coagulo € inversamente proporcional ao nivel de

fibrinogénio.

Significado Clinico

Niveis elevados de fibrinogénio estdo associados a um aumento do risco trombotico,
enguanto que niveis baixos podem ocorrer em situacdes como a doenca hepética ou a
CID. Como o fibrinogénio é uma proteina de fase aguda, estd frequentemente elevado

durante os processos inflamatorios.

7.5. PESQUISA DE AGLUTININAS FRIAS

As aglutininas frias (ou crioaglutininas) sdo autoanticorpos, geralmente da classe
IgM, dirigidos contra o antigénio de superficie dos eritrocitos, sendo capazes de os
aglutinar a frio. Fixam-se sobre os eritrocitos a uma temperatura entre 0° e 4°C,

aglutinando-os até uma temperatura proxima de 20 a 25°C.

Nos individuos saudaveis, geralmente sdo encontrados titulos baixos de aglutininas
frias. A suspeita da sua existéncia ocorre quando os eritrocitos se encontram aglutinados
nas paredes do tubo, ou quando se obtém resultados aberrantes dos indices
eritrocitarios, VGM e CHGM.
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Técnica

1. A amostra de sangue colhida, com citrato de sodio, € colocada num tubo de
vidro e centrifugada a 3000 rpm, durante 2 minutos. Posteriormente € feita

uma lavagem dos eritrocitos (pelo menos 3 vezes).

2.Em 5 tubos sédo colocados 500 uL de soro fisiologico. No primeiro tubo ndo
se coloca o soro do doente (tubo-controlo), nos restantes 4 tubos é efectuada
uma diluicdo seriada, por homogeneizagdo com a pipeta, do soro do doente
(500 pL). No dltimo tubo, os 500 uL restantes sdo rejeitados.

3.E preparada uma solucdo (10 mL soro fisiolégico + 50 pL solucdo de
lavagem dos eritrocitos). Sdo colocados 500 pL desta solu¢do em todos 0s
tubos, incluindo o controlo.

4. Os tubos sdo colocados no frigorifico overnight a uma temperatura entre 2° e
8°C.

5. No dia seguinte, é verificado se ocorreu aglutinacéo.

Significado Clinico

As aglutininas frias podem ocorrer em casos de linfoma, cirrose, sarcoidose e em
varias patologias infecciosas, como a pneumonia por micoplasma, mononucleose

infecciosa, listeriose, entre outras.

A doenca das aglutininas frias trata-se de uma anemia hemolitica autoimmune, que
aparece sobretudo no sexo masculino apés os 60 anos de idade, sendo revelada por uma
acrocianose provocada pelo frio devido a aglutinacdo dos eritrdcitos nos capilares

cuténeos. Nestas situagdes sdo obtidos titulos elevados de aglutininas frias.

7.6. HEMATOLOGIA — ALGUMAS CONSIDERACOES

Estudo das Hemoglobinopatias

O estudo das hemoglobinopatias foi anteriormente descrito no capitulo da
Imunologia (Electroforese de Hemoglobinas), no entanto, no Laboratorio Nova Era, é
utilizada uma técnica diferente.
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Neste Laboratorio, a separacdo das vérias frac¢des da hemoglobina — HbA2, HbF e
as variantes S e C, é efectuada por cromatografia de troca ionica em conjunto com um

gradiente de eluicéo.

Cromatografia de Troca ldnica

Fundamento do Método

Os metodos cromatograficos baseiam-se na separacdo dos componentes de uma
mistura, devido a diferente afinidade desses componentes na presenca de duas fases, a
fase estacionaria e a fase mdvel. A cromatografia de troca i6nica € uma variante da
cromatografia liquida, na qual é utilizada uma coluna de resinas de troca i6nica (caracter
catidnico). A separacdo dos analitos é conseguida por aplicacdo de um gradiente de

eluicéo.

Amostra

Sangue total hemolisado.

Equipamento
HbGold da Drew Scientific

Doseamento da Hemoglobina A2 e da Hemoglobina A1C

Como referido no capitulo da Imunologia, a quantificacdo da HbA2 é importante no
diagnéstico da p-talassémia. No Laboratério Nova Era, o doseamento da HbA2 é
efectuado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés, high
performance liquid chromatography). Esta técnica & também utilizada para o
doseamento da HbAlc, explicada no capitulo da Bioquimica (Metabolismo dos
Hidratos de Carbono).

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Fundamento do Método

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é uma técnica de cromatografia
em coluna, que utliza um liquido como fase movel, e equipamentos sofisticados para
separar 0s componentes da amostra em estudo, pela interaccdo entra a fase estacionaria

e a fase movel.
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Amostra

Sangue total colhido em tubo com K3;EDTA.

Equipamento
ADAMS Alc HA-8160 da Arkray

No Laboratdrio Nova Era, a pesquisa de Crioglobulinas é efectuada por uma técnica

manual que se encontra descrita no capitulo da Imunologia (Imunoquimica).

7.7. CONTROLO DE QUALIDADE

A explicacdo de conceitos importantes no ambito do controlo de qualidade, que
inclui o controlo de qualidade interno (CQI) e a avaliacdo externa da qualidade (AEQ),

encontra-se descrita no capitulo do Controlo de Qualidade.

7.7.1. Controlo de Qualidade Interno

O CQI dos sistemas automaticos é efectuado, em simultdneo com 0s ensaios,
diariamente ap6s a manutengdo do equipamento, salvo algumas excepces referentes a
analises que ndo sdo requisitadas com regularidade. Nesses casos, 0 CQI s6 é feito

quando essas analises sdo pedidas.

Para a avaliacdo dos resultados do CQI séo criados graficos de Levey-Jennings, para
0s niveis de controlo de cada parametro. A analise destes graficos permite avaliar o
comportamento dos controlos, através da aplicagdo das regras de Westgard. Esta
avaliacdo tem por objectivo a validacdo dos métodos analiticos e a aplicacdo de medidas
correctivas, caso seja necessario. Na execucdo de técnicas manuais o controlo € sempre

feito em simultaneo com o ensaio.

A calibracéo é efectuada sempre que os valores dos controlos se encontrem fora dos

limites, quando os reagentes sdo mudados ou de acordo com os critérios do fornecedor.

Na tabela seguinte encontram-se descritas a monitorizacdo e a periodicidade do CQI

dos ensaios efectuados na valéncia de Hematologia.

157 | Pagina



Hematologia

Tabela 48. — Monitorizacdo e periodicidade do CQI dos pardmetros efectuados, nos varios

equipamentos, na valéncia de Hematologia.

Equipamento Parametro Monitorizagdo Periodicidade
XT-1800i Hemograma 3 niveis Diaria
Ves-Matic 30 Plus VS 2 niveis Diéria
PT
Sysmex CA-500 aPTT 2 niveis Diaria
Fibrinogénio
HbA1 : .
ADAMS Al: HA-8160 HbA2C 2 niveis Diaria
HbGold FraccOes da Hemglobina NA NA

[Legenda: NA — Né&o Aplicavel]

7.7.2. Avaliacdo Externa da Qualidade
O Laboratério Nova Era participa no programa de AEQ da AEFA (Asociacion
Espafiola de Farmacéuticos Analistas) para todos os ensaios.

Na tabela seguinte estd descrita a periodicidade da AEQ para 0s parametros

efectuados na valéncia de Hematologia.

Tabela 49. — Periodicidade da AEQ dos parametros efectuados, nos varios equipamentos,

na valéncia de Hematologia.

Equipamento Parametro Periodicidade
XT-1800i Hemograma 3 x Ano
Ves-Matic 30 Plus VS 1 x Ano
PT
Sysmex CA-500 aPTT 1 x Ano
Fibrinogénio
HbAlc
ADAMS Alc HA-8160 HbA2 1 x Ano
HbGold Fraccoes da Hemglobina 1 x Ano
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Concluséo

8. CONCLUSAO

O Mestrado em Anédlises Clinicas (MAC) e, sobretudo, o Estagio Profissional que
integra este Curso constituiu uma excelente oportunidade de valorizacdo pessoal e
profissional pois possibilitou a aquisicdo de importantes e validos conhecimentos,
competéncias e experiéncia, fundamentais para a carreira profissional pela qual

pretendo enveredar.

Os estagios profissionais nos Laboratorios do Servico de Patologia Clinica (SPC),
do Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa Francisco Gentil, E.P.E. (IPOLFG,
E.P.E), e no Laboratério de Andlises Clinicas Nova Era - Luz, Lda. foram experiéncias
enriquecedoras e as expectativas que tinha relativamente aos mesmos bem como 0s
objectivos propostos foram alcancados. Devo realcar e elogiar como aspectos mais
importantes dos estagios que realizei a boa integracdo nas equipas de trabalho; os
conhecimentos, a disponibilidade e simpatia dos profissionais de salide com que
contactei; o contacto com os doentes; a exigéncia do trabalho, ndo s6 no que refere a
quantidade e multiplicidade de tarefas realizadas diariamente (mais sentida no IPOLFG,
E.P.E.), mas também no que diz respeito ao rigor e a qualidade que €é exigida; a
possibilidade de aplicar os conhecimentos ministrados no MAC; e a enorme quantidade

de conhecimentos e de “ferramentas” que sdo adquiridas em todo o percurso.

A realizacdo deste estagio proporcionaram-me uma formacdo extra, actualizada e
consistente nas varias valéncias descritas no presente documento, s6 possivel de
alcangar em contexto real de trabalho, permitindo desse modo, e de forma muito
objetiva, consolidar os ensinamentos recebidos no Curso. Além do referido, esta
experiéncia profissional possibilitou o desenvolvimento de competéncias de

planeamento, organizacéo, de trabalho autbnomo e em grupo.

Para finalizar, considero que podia ter tido um pouco mais de contacto com a fase de
validacdo dos resultados. E uma area que me despertou bastante interesse e que julgo

importante ser dada mais relevancia para futuros estagiarios.
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Resumo

RESUMO

A trombose esté inserida no grupo das doencas cardiovasculares, que constituem a

principal causa de morte a nivel mundial, incluindo Portugal.

A doenca trombdtica € normalmente categorizada em dois grupos distintos de
patologias, a trombose arterial e a trombose venosa, consoante o trombo, ou coagulo, se
desenvolva nas artérias ou no sistema venoso, respectivamente. Existem, também,
algumas diferencas relativas a fisiopatologia, aos factores de risco e a terapéutica
instituida, nos referidos grupos de patologias, no entanto sdo cada vez mais as
evidéncias de que esta separacdo nao € absoluta, sobretudo devido a partilha de alguns

factores de risco.

A trombofilia engloba um conjunto de vérias anomalias especificas, adquiridas ou
hereditarias, que conduzem a um estado de hipercoagulabilidade e a um consequente
aumento do risco de trombose venosa ou arterial, ou ambas. O rastreio universal das
trombofilias ndo estd recomendado, pelo que a sua avaliacdo laboratorial s6 deve ser

efectuada apds minuciosa avaliacéo clinica.

Palavras-chave: trombose, factores de risco, trombofilias, rastreio, avaliagdo laboratorial.



Abstract

ABSTRACT

Thrombosis is included in the group of cardiovascular diseases, which are the most
important cause of death worldwide, including Portugal.

Thrombotic disease is usually regarded as two different diseases, arterial thrombosis
and venous thrombosis, depending if the thrombus or clot develops in the arteries and
the venous system, respectively. There are also some differences in the
pathophysiology, risk factors and treatment strategies in these groups of diseases
however are increasing the evidences that this separation is not absolute, mainly due to

the sharing of certain risk factors.

Thrombophilia includes a set of several specific acquired or inherited abnormalities
that leads to a hypercoagulable state and a consequent increased risk of venous or
arterial thrombosis, or both. Universal screening for thrombopbhilia is not recommended,

so its laboratory evaluation should be made only after thorough clinical assessment.

Key-words: thrombosis, risk factors, thrombophilia, screening, laboratory evaluation.
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCVs) sdo a principal causa de morte a nivel mundial,
incluindo Portugal [1,2]. A Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) estima que em 2008
morreram de DCVs cerca de 17,3 milhdes de pessoas a nivel mundial, particularmente
de enfarte agudo do miocardio (EAM) e de acidente vascular cerebral (AVC),
representando 30% de todas as causas de morte [3]. Cerca de 80% destas mortes por
DCVs ocorreram em paises com baixo ou médio nivel de rendimento, distribuindo-se de
forma muito idéntica entre homens e mulheres. Em Portugal, e segundo a Direccao-
Geral da Saude (DGS), as doencas cardiovasculares, s6 em Portugal Continental, no ano

de 2011, provocaram mais de 20 mil mortes [2].

As DCVs sédo causadas por alteraces cardiacas e nos vasos sanguineos e abrangem
um vasto conjunto de situacdes clinicas, afectando o sistema circulatério em diferentes
localizagdes, nomeadamente a doenca cardiaca coronaria, a doencga cerebrovascular, a
hipertensdo arterial, a doenga arterial periférica, a insuficiéncia cardiaca, a trombose e a
embolia pulmonar [4].

A trombose é a formacdo de um coagulo (trombo) no interior dos vasos sanguineos
de um individuo, devido a accdo de um factor que lesa a parede do vaso ou faz o sangue
estagnar no seu interior [5]. O trombo é uma massa de sangue coagulado constituido por
camadas de fibrina e de células sanguineas (plaquetas, eritrocitos e leucécitos) [4,5],
que se forma quando estdo presentes um ou mais factores de predisposicdo da designada
Triade de Virchow. Deste modo, em termos classicos, é reconhecido que a trombose é
geralmente causada por um ou mais acontecimentos anormais na referida Triade de
Virchow, nomeadamente anomalias dos constituintes sanguineos, anomalias da parede
vascular e alteracdes do fluxo sanguineo. A perturbacdo do equilibrio constante entre a
hemostase, que favorece o aparecimento do trombo e evita a hemorragia, e a fibrindlise,
que promove a destruigdo dos referidos codgulos de sangue, mas também a hemorragia,

é de fundamental importancia na fisiopatologia da trombose [4].

A trombose é normalmente categorizada em dois grupos distintos de patologias [6],
a trombose arterial e a trombose venosa, consoante o trombo ou coagulo se desenvolva
nas artérias ou no sistema venoso, respectivamente. A trombose arterial, cujas

manifestacdes clinicas mais comuns sdo 0 EAM, o AVC e a doenca arterial periférica,
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é, na maioria dos casos, uma consequéncia da aterosclerose, ou seja, da existéncia de
um processo inflamatorio ou leséo endotelial das artérias de médio e grande calibre e/ou
da turbuléncia do fluxo sanguineo [4,6]. No caso da trombose venosa, as manifestacoes
clinicas mais comuns sdo a trombose venosa profunda, a tromboflebite e o
tromboembolismo pulmonar (TEP), mais raramente este tipo de trombose pode ocorrer
noutros locais, como por exemplo nas veias da retina, nas veias intra-abdominais, nos

membros superiores [6].

A doenca trombdtica, tanto arterial como venosa, € mais comum com 0 aumento da
idade e esta frequentemente associada a existéncia de factores de risco [7]. Muitos dos
factores de risco, ou indicadores de risco (como também sdo designados), predispdem
os individuos para a trombose arterial ou para a trombose venosa, sendo que, salvo
algumas excepcbes (por exemplo: o sindrome antifosfolipidico e a
hiperhomocisteinémia), os referidos factores de risco sdo distintos entre estas duas

grandes categorias de doencas [6].

Alguns dos principais factores de risco associados a trombose arterial sdo o
tabagismo, auséncia de actividade fisica regular, dislipidemia, hipertensao arterial,
diabetes, obesidade, sindrome metabdlico, menopausa e hiperhomocisteinémia. Alguns
dos principais factores de risco adquiridos associados a trombose venosa sdo a
imobilizagdo prolongada, uso de contraceptivos orais e terapéutica hormonal de
substituicdo, viagens aéreas, gravidez, puerpério, neoplasias e infeccBes [6].
Adicionalmente aos factores de risco referidos, o sistema de coagulacdo sanguineo
pode, igualmente, ser responsavel pela ocorréncia e desenvolvimento de aterosclerose e
de trombose venosa [8]. A trombose é, portanto, 0 exemplo de uma doenca de natureza
multicausal (ou complexa), onde os factores de risco adquiridos e hereditarios

desempenham um papel significativo.

O rastreio das trombofilias tem como objectivo detectar as causas mais frequentes e
bem definidas de tromboembolismo. O rastreio universal das trombofilias ndo esta
recomendado, pelo que a sua investigacdo laboratorial s6 deve ser efectuada apos
minuciosa avaliacdo clinica, tendo em conta critérios especificos de forma a evitar erros
de interpretacdo e terapéuticas desnecessarias. Muitas vezes, mais importante do que a
identificacdo de determinada trombofilia é a identificagdo dos factores de risco
tromboticos de forma a instituir um adequado plano de prevencdo, evitando a

recorréncia do evento trombético [9].
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O objectivo da presente monografia é a descricdo dos varios factores de risco,
adquiridos e hereditarios, associados ao desenvolvimento de eventos trombdticos bem

como a respectiva avaliacéo laboratorial.
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2. HEMOSTASE

A hemostase € um processo fisiolégico complexo que permite preservar a normal
funcionalidade da circulagdo sanguinea, assegurar permanentemente a prevencao de
hemorragia espontanea e promover a paragem das hemorragias resultantes de qualquer
lesdo vascular [10], tendo um papel importante na manutencéo da integridade vascular e
da fluidez do sangue [11].

O sistema hemostéatico engloba trés componentes fundamentais, os vasos (endotélio
e restante parede vascular), as proteinas plasmaticas (procoagulantes, anticoagulantes e
do sistema fibrinolitico) e as plaquetas, que devem ser normais em nimero e em funcgéo
[11,12]. Este sistema é dependente de interacches complexas entre os referidos
componentes, que devem estar presentes no seu estado totalmente funcional, em
quantidades adequadas e nos locais proprios, de forma a impedir a perda excessiva de

sangue apos lesdo vascular e, simultaneamente, prevenir a trombose [12].

Quando ocorre uma lesdo vascular, independentemente do “agente agressor”, a
exposi¢do do colageénio subendotelial e da membrana basal conduz a adeséo e agregagdo
plaquetarias e a activacdo da coagulacdo (Figura 1.), levando a formacdo de um trombo
plaquetario (hemostase primaria) que previne a saida de sangue do compartimento

vascular, permitindo os eventos de reparagdo subsequentes.

Hemostase

Plaquetas

Cél. endoteliais
Acidose
Hipoxia

Endotoxina .
Complexos Ac-Ag

7

Colagénio Subendotelial e Membrana Basal

Figura 1. — Adesdo e agregacao plaquetérias em resultado de leséo vascular.
[Retirado de 11]
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Duas vias distintas, intrinseca e extrinseca, conduzem a formacdo do coagulo de
fibrina (hemostase secundaria). Apesar de serem iniciadas por mecanismos distintos,
ambas convergem para uma via comum. A via intrinseca e activada em resposta a
alteracGes da parede vascular na auséncia de lesdo tecidual, enquanto que a via
extrinseca é activada quando ocorre uma agressdo tecidual. A cascata é complexa e
envolve a interaccdo de mdltiplos factores, pelo que o potencial de disfuncdo pode

ocorrer em qualquer uma das varias etapas (Figura 2.) [11].

Hemostase
Cininogénio alto PM
X —— Xlla Factor VIl
alicreina /
Xl Xla 2
/ Ca* | Factor Tecidual
Fosfolipido, Ca?*‘/'xa
Vllla + Ca?* + Fosfolipido Factor Vlla
N -

X

Xa

Va + Ca?* + Fosfolipido

Protrombina Trombina

Fibrinogénio FIBRINA

Figura 2. — Modelo classico da cascata da coagulagdo.
[Retirado de 11]

Este € 0 modelo classico da cascata da coagulacdo e o de maior utilidade do ponto
de vista clinico [10]. Tem sido proposto um novo conceito da coagulacdo, no qual
comeca a ser cada vez mais evidente a existéncia de apenas uma via, onde os factores da
coagulagdo interagem com as membranas de determinadas células (plaquetas, células

endoteliais, monaocitos, entre outras) para gerar trombina e formar o trombo [13].

Tal como noutros processos bioldgicos o sistema da coagulacdo é regulado por
varios mecanismos inibidores, que tém por objectivo limitar a extensdo das varias
reacgdes bioquimicas e a possivel disseminacdo do processo da coagulagdo, sendo de

destacar os seguintes:

« Sistema da proteina C/proteina S e antitrombina;
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« Inibicdo das serina-proteases (factores activados I, X, IX, XI, XII e calicreina)

pela antitrombina;

« Prostaglandinas.

Assim como a formacdo do codgulo, também a sua destruicdo é importante no
processo de reparacdo da lesdo. A fibrinolise (hemostase terciaria) é mediada pelo
activador tecidual do plasminogénio (tPA) que se liga a fibrina, activando a plasmina. A
plasmina, por sua vez, degrada a fibrina, podendo ser inactivada pela a2-antiplasmina e
pela a2-macroglobulina. A fibrindlise é bloqueada pelo inibidor do activador do
plasminogénio, produzido pelo endotélio (PAI-1) e o produzido pela placenta (PAI-2)
(Figura 3.) [11].

Hemostase

PAI-1 PAI-2

Activador Tecidual

(Endotélio) \ Calicreina

Plasminogénio 53]

(inactivo)

< a2-antiplasmina
= a2-macroglobulina

*_J

PDF’s Dimero-D

Figura 3. — Sistema fibrinolitico.
[Retirado de 11]

Um equilibrio constante entre a hemostase, que favorece o aparecimento do trombo
e evita a hemorragia, e a fibrinolise, que promove a destruicdo do trombo, é

fundamental para a homeostasia individual [4].

2.1. AVALIACAO LABORATORIAL DA FUNCAO HEMOSTATICA

A avaliacdo laboratorial da funcdo hemostatica inclui testes de rastreio, usados para

mensurar efeitos combinados de factores que influenciam uma fase particular da
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hemostase, que podem ser complementados com testes especificos que avaliam o nivel
ou a funcdo de um factor da coagulagéo, ou a funcéo plaquetéria, para o estabelecimento

de um diagndstico correcto. Desta avaliacdo fazem parte os seguintes testes:

« Avaliacdo da funcéo plaquetaria — contagem de plaquetas (teste de rastreio) e

testes mais especificos.

« Avaliacdo da coagulagdo plasméatica — tempo de tromboplastina parcial

activada (aPTT): avalia a via intrinseca (factores VIII, IX, XI, XII) e a via

comum, e é utilizado na monitorizacdo terapéutica da heparina; tempo de

protrombina (TP): avalia a via extrinseca (V1I) e a via comum, e é utilizado no

controlo da terapéutica com anticoagulantes orais; tempo de trombina (TT):

avalia a conversdo do fibrinogénio em fibrina.

« Avaliacdo dos mecanismos reguladores da coagulacdo — antitrombina, proteina

C, proteina S e resisténcia a proteina C activada (RPCa).

« Avaliacdo do sistema fibrinolitico — Dimero-D, plasminogénio, tPA e PAI-1
[10].

Os dois ultimos pontos serdo abordados adiante, no contexto da avaliacdo

laboratorial das trombofilias.
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3. ETIOLOGIA DA TROMBOSE

Em meados do século XIX (1854) o patologista alemao Rudolf Virchow estabeleceu
que a obstrucdo vascular e, consequentemente, a trombose eram favorecidas por um
conjunto de acontecimentos. Desta forma, os factores de predisposi¢céo para a trombose

s80 0s seguintes:
« Alteracdes no fluxo sanguineo (estase/turbuléncia);
« Lesd0o no endotélio vascular;
« AlteracOes na natureza dos constituintes sanguineos (hipercoagulabilidade).
Apesar da sua importancia ha muito reconhecida, estes fendmenos vasculares,

hemorreoldgicos e hematoldgicos, designados por Triade de Virchow (Figura 4.),

permanecem Validos e relevantes até aos dias de hoje.

Lesao Endotelial

Alteracdes no
fluxo sanguineo Hipercoagulabilidade

Figura 4. — Esquema representativo da Triade de Virchow.
[Adaptado de 14]

Estas factores de predisposicdo podem ocorrer isoladamente ou em simultaneo,

sendo que o risco de trombose aumenta com o numero de factores envolvidos [12].
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3.1. ALTERACOES NO FLUXO SANGUINEO

Os trombos arteriais formam-se nas artérias, nos locais em que existe turbuléncia do
fluxo sanguineo efou lesdo endotelial, causados geralmente por fenémenos
aterosclerdticos. Constituem a principal causa de oclusdo das artérias de médio e de
grande calibre, como as coronarias, as artérias do poligono de Willis, as carétidas e a
aorta. As manifestacbes mais comuns da trombose arterial sdo o acidente vascular
cerebral (AVC) e o enfarte agudo do miocardio (EAM). Os trombos arteriais séo
geralmente constituidos por uma “massa” de plaquetas, pequenas quantidades de fibrina

e pobres em eritrocitos e leucocitos, sendo designados por “trombos brancos” [4].

Os trombos venosos formam-se no sistema venoso, sobretudo em condicGes de fluxo
sanguineo lento (estase) e sdo constituidos por grandes quantidades de fibrina e

numerosos eritrocitos, sendo designados por “trombos vermelhos” [4,12].

Nos membros inferiores, a drenagem venosa é feita gracas a contraccdo muscular e a
presenca de valvulas venosas que promovem a ascensdo da coluna de sangue até ao
coracdo, contrariando a forca de gravidade. Um mau funcionamento deste sistema,
altera o fluxo sanguineo promovendo a estase e, consequentemente, a trombose venosa
nesses membros. Para contrariar a possibilidade de ocorréncia de trombos venosos
devem ser promovidas a pratica de exercicio fisico, a elevacdo das pernas durante o
repouso, a utilizacdo de meias de contencdo elastica e evitar a imobilizacdo, sobretudo

no periodo pds-operatorio, para facilitar o retorno venoso e evitar a estase.

Um tipo de trombose venosa, sem sinais inflamatorios prévios, afectando as veias
profundas dos membros inferiores é a trombose venosa profunda (TVP). Os trombos
que aqui se formam estdo pouco aderentes as paredes dos vasos, podendo soltar-se e
percorrer a circulagdo (sob a forma de émbolos) até aos pulmdes, levando ao

tromboembolismo pulmonar (TEP) [4].

3.2. LESAO NO ENDOTELIO VASCULAR

A ocorréncia de lesdo no endotelio vascular leva a uma activacdo de factores
procoagulantes da cascata da coagulagdo. A trombose arterial tem inicio, geralmente,

com a adesdo plaquetaria a superficie do endotélio comprometido ou a constituintes do
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subendotélio que se encontrem expostos, como é o caso do colagénio. A lesdo nas
células endoteliais desempenha um papel importante no desenvolvimento da trombose
arterial [12].

3.3. ALTERAGCOES NA NATUREZA DOS CONSTITUINTES SANGUINEOS

As alteracdes na natureza dos constituintes sanguineos levam a um “estado de
hipercoagulabilidade”, definido como um estado de instabilidade parcial do sistema da
hemostase com diminui¢do do limite de resisténcia a trombogénese, havendo risco

acrescido de se gerar trombina e, consequentemente, formacéo de fibrina [15].

A hipercoagulabilidade e o seu sin6nimo, a trombofilia, referem-se a qualquer
anomalia, hereditaria ou adquirida, do sistema hemostatico, conferindo um risco
aumentado de trombose venosa ou arterial, ou ambas. O conceito de
hipercoagulabilidade ganhou uma ampla aceitagdo e tem sido considerado que estas
alteracbes hemostaticas sdo importantes na fisiopatologia da trombose. A avaliacdo

destas anomalias tem-se revelado util no acompanhamento dos pacientes [12].

O estado de hipercoagulabilidade pode ser classificado em primario ou secundario.
O estado de hipercoagulabilidade primario é raro, existindo uma condicdo primaria de
instabilidade do sistema hemostatico, geralmente provocada por uma anomalia
qualitativa ou quantitativa (exs: deficiéncia congétita de inibidores naturais da
coagulacdo, anomalia funcional do fibrinogénio — disfibrinogenémia, anomalia do
plasminogénio e anomalia dos activadores do plasminogénio). O estado de
hipercoagulabilidade secundario é mais frequente que o anterior, no qual existe uma
condicdo subclinica predisponente a activacdo da coagulacdo (exs: gravidez,

contracepc¢do oral, reducdo do fluxo sanguineo, pés-operatdrio, neoplasias) [15].
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4. FACTORES DE RISCO

A trombofilia engloba um conjunto de varias anomalias especificas, adquiridas ou
hereditérias, que condicionam um estado de hipercoagulabilidade e um consequente

aumento do risco de trombose venosa ou arterial, ou ambas.

Apesar de estarem descritas varias trombofilias (Tabela 1.) elas ndo séo todas iguais,
ndo tém a mesma prevaléncia e distribuicdo geografica e ndo tém o mesmo impacto

clinico em termos de risco trombético [9].

Tabela 1. — Etiologia dos estados tromboticos.

Trombofilias

Hereditarios Adquiridos
Defeito na Inibi¢io dos Factores de Coagulagéo Patologias / Sindromes
= Factor V de Leiden / RPCa; = Neoplasias;

= Mutacdo do gene da protrombina G20210A,; Terapéutica com estrogénios;

= Deficiéncia de antitrombina; = Sindrome metabdlico;
= Deficiéncia de proteina C; = Obesidade;
= Deficiéncia de proteina S. = Diabetes mellitus tipo 2;

B o = Sindrome dos anticorpos antifosfolipidicos;
Alterac6es na fibrindlise

= Infeccdes.
= Disfibrinogenémia;
= Deficiéncia de plasminogénio; Estados Fisiologicos
= Deficiéncia do tPA; = Gravidez e puerpério;
= Excesso de PAI-1. = Pds-operatorio;

= |mobilidade;

Outros
= |dade avancada.

= Grupo sanguineo ndo-0.
Outros

= Tabagismo;
Mistas

= Hiperhomocistinemia;
= Actividade elevada do factor VIII;

= Aumento do fibrinogénio.
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A trombose venosa e a trombose arterial sdo tradicionalmente consideradas
processos distintos, nomeadamente no que respeita a fisiopatologia, aos factores de
risco e ao tratamento. No entanto, s&o cada vez mais as evidéncias de que esta separacao
ndo é absoluta, sobretudo devido & partilha de alguns factores de risco [16].

4.1. FACTORES DE RISCO ADQUIRIDOS

Idade

Existe um aumento exponencial entre a idade e o risco de ocorréncia de eventos
tromboticos arteriais e venosos [17,18]. Em termos grosseiros, estima-se que
anualmente, um em cada dez mil individuos, com idade inferior a quarenta anos, sofra
de algum tipo de evento tromboético, enquanto que em individuos com idade superior a

setenta e cinco anos, a relagdo passa a ser de um em cada dez individuos [19].

As razdes para que o risco de trombose dependa do avanco da idade ainda néo séo
suficientemente claras, no entanto € possivel que se deva a uma combinacdo de factores,
como a diminuicdo da pratica regular de exercicio fisico e, consequentemente, uma
diminui¢do da mobilidade, o “desgaste” dos vasos sanguineos, provocando lesdes na
parede vascular e, em ultima instancia, o seu rompimento [17,18,19], resultando em

estase venosa e num aumento da activacao sistémica da coagulacdo do sangue [17,18].

Existem varias alteracdes no sistema hemostatico dos idosos. A existéncia de uma
associacao causal entre estas alteracdes e o desenvolvimento de trombose € provavel,
mas ainda ndo esta absolutamente esclarecida, devido a falta de estudos prospectivos
que demonstrem o desenvolvimento das manifestagdes clinicas da trombose em

comparagao com individuos idosos saudaveis [18].

Imobilidade

A imobilidade pode ser devida a situacdes transitérias como o periodo pds-cirdrgico,
traumatismo, internamento ou viagens, a factores sdcio-econémicos como a diminuicao

da pratica de exercicio fisico e a reducdo do tempo de lazer, ou mesmo ao factor idade.

No geral, a imobilidade estd associada ao aumento do risco de trombose venosa,

sendo que o risco é tanto maior quanto maior for o periodo de imobilizacdo, sobretudo
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nas situagdes transitorias, nas quais o risco permanece durante algum tempo, mesmo

apos a fase de imobilizacéo.

O mecanismo pelo qual as referidas condigdes representam um factor de risco para o
desenvolvimento de trombose venosa, resulta de uma combinacao entre a estase venosa
e a acumulacdo local de factor tecidual (FT), isto é, um estado de hipercoagulabilidade
[17,18,20].

Sindrome Metabolico, Obesidade e Diabetes mellitus tipo 2

O aumento da imobilidade, em combinacdo com uma dieta cada vez mais rica
gorduras, tem resultado no aparecimento do sindrome metabdlico, obesidade e diabetes
mellitus tipo 2 [17].

Actualmente, uma das defini¢cGes mais utilizadas para o sindrome metabdlico é a que
foi proposta em 2001 pelo National Cholesterol Education Program Adult Treatment
Panel 111 (NCEP ATP I1lI), que se baseia na presenca de pelo menos trés dos seguintes
critérios de diagndstico: obesidade, niveis elevados de triglicéridos, niveis de colesterol
HDL (high-density lipoprotein) diminuidos, hipertensdo e hiperglicemia (em jejum)
[18].

A obesidade é definida pela presenca de um indice de massa corporal (IMC) de
cerca de 30 Kg/m? [20] e pode conferir um risco aumentado de trombose venosa,
independente do sindrome metabdlico. Os individuos obesos tendem a desenvolver um
estado de imobilizacdo, o qual pode levar a formacdo de codgulos por estase venosa
(diminuicdo do retorno venoso), pelo que é possivel que estes individuos adquiram um
estado protrombotico [18,21]. Existem estudos que demonstram uma correlagdo entre o
aumento do IMC e o Factor VIII, o qual € um factor de risco quer para a trombose

venosa, quer para a trombose arterial [21].

A obesidade, o sindrome metabodlico e a diabetes mellitus tipo 2 sdo factores que
aumentam o risco de trombose arterial, provavelmente por exercerem uma influéncia
nociva na parede das artérias e efeitos sistétmicos na inflamacgédo, coagulacdo e
fibrinolise. Vérios estudos epidemiol6gicos também sugerem uma associacdo entre

estes trés factores e a trombose venosa [17,18,21].
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Tabagismo

O tabagismo constitui um factor de risco para a trombose arterial [21] e parece ndo
ser relevante no desenvolvimento da trombose venosa. Alguns estudos sugerem que 0
habito de fumar resulta numa activagéo sistémica da coagulagéo e da inflamac&o, o que,
de certa forma, pode justificar um envolvimento mais marcado deste factor no

desenvolvimento da trombose arterial [17,21].

Malignidade

O cancro é reconhecido como um dos mais importantes factores de risco adquiridos
para a trombose venosa. A trombose venosa € a segunda maior causa de morte em

doentes oncoldgicos hospitalizados, seguida das infec¢bes [18].

O aumento do risco de trombose venosa, em pacientes com neoplasias, resulta de
uma combinagédo entre trés factores: 0s que estdo associados ao tumor propriamente

dito, os que tém a ver com o hospedeiro e 0s que se relacionam com a terapéutica.

A massa tumoral pode provocar estase sanguinea por compressao dos vasos. As
células neoplésicas podem promover a libertacdo de FT a partir dos érgdos afectados,
durante o processo de metastizacdo. Dados de varios estudos epidemioldgicos indicam
ainda a existéncia de uma heterogeneidade significativa para o risco de trombose
venosa, de acordo com a localizacdo do tumor (tecidos neoplasicos diferentes). Esses
mesmos estudos revelaram que a taxa de incidéncia de trombose é mais elevada em
casos de linfoma, cancro do pancreas e cerebral, comparativamente a tumores do ovario,

célon, rim, pulméo, entre outros.

Os mecanismos propostos para a relacdo entre a terapéutica, nomeadamente a
quimioterapia, e o risco de ocorréncia de eventos trombdéticos incluem uma leséo
directa, induzida pelo agente quimioterapico, no endotélio e um aumento da expressao
da actividade do FT pelos macréfagos e mondcitos, induzindo assim uma resposta

procoagulante por parte do hospedeiro.

Outro mecanismo protrombdtico resultante da terapéutica antitumoral esta,
provavelmente, relacionado com a hepatotoxicidade causada pela radio- e
quimioterapia, levando a uma reducdo dos niveis plasmaticos de anticoagulantes

naturais (antitrombina, proteina C e proteina S) [18,20].
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Contraceptivos Orais e Terapéutica Hormonal de Substituicéo

Varios estudos tém sido feitos no sentido de investigar a relacdo existente entre o
uso de contraceptivos orais e o risco de desenvolvimento de trombose. Contudo, devido
a heterogeneidade dos contraceptivos orais utilizados e das populac@es estudadas, por
vezes o0s resultados sdo contraditorios. Em alguns estudos, verificou-se que o risco para
a trombose venosa era superior em mulheres que usavam contraceptivos orais de
terceira geracdo, ou seja, 0s que contém desogestrel ou gestodeno, comparativamente
com mulheres que usavam contraceptivos orais de segunda geracdo, contendo

levonorgestrel.

No entanto, outros autores realcam que a diferenca entre 0 uso de contraceptivos
orais de segunda ou terceira geracao, para o risco de trombose venosa, € minima, e que
provavelmente o desenvolvimento da referida patologia estd mais relacionado com

estados trombofilicos congenitos ou adquiridos.

Desta forma, a existéncia de um mecanismo que explique de forma inequivoca como
0 uso de contraceptivos orais pode induzir um estado protrombotico, ainda nao foi
identificado. No entanto, pensa-se que 0s estrogénios possam ter um efeito directo na
parede vascular, mais relevante na trombose arterial, e que promovam alteragdes nos

factores da coagulagdo [17,18].

Vaérios estudos também tém demonstrado que o uso de terapéutica hormonal de
substituicdo esta associado ao risco de desenvolvimento de trombose. De certa forma,
estes resultados sdo surpreendentes, pois a quantidade de estrogénios presente neste tipo
de farmacos € muito baixa, demonstrando que o uso de estrogénios e o risco de
trombose ndo apresentam uma relacdo linear. No entanto, a incidéncia da trombose é
mais elevada em mulheres durante a pds-menopausa relativamente a mulheres em idade
fértil, pelo que o uso de terapéutica hormonal de substituicdo pode ser considerado um

factor de risco mais absoluto do que o uso de contraceptivos orais [19].

InfeccOes

As infec¢Oes agudas aumentam, de forma transitoria, o risco de trombose arterial e
trombose venosa. Os mecanismos que podem justificar esta situacdo estdo relacionados
com a imobilizacdo e o desenvolvimento de um estado de hipercoagulabilidade

sistémica, para o caso da trombose venosa.
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Hé& cada vez mais interesse no estudo de um possivel aumento do risco de trombose,
venosa e arterial, em individuos com infeccdo por HIV (human immunodeficiency

virus), talvez devido aos efeitos do proprio virus ou da terapia antirretroviral [17].

Gravidez e Puerpério

A trombose venosa é uma das principais causas de mortalidade materna em todo o
mundo (a taxa de mortes maternas por trombose venosa é de 0.12 por 10,000 nados-
vivos e nados-mortos). A idade materna avancada, a obesidade e a pré-eclampsia foram
identificados em cerca de 70% das mulheres com trombose venosa relacionada com a

gravidez ou puerpério [18].

Do ponto de vista bioldgico, a gravidez normal é caracterizada por um estado de
hipercoagulabilidade, estando associada a alteragcbes hemostaticas que incluem o
aumento da concentracao de varios factores procoagulantes (factores Il, V, VIII, IX, X,
XI1, aumento major do fibrinogénio), a diminuicdo da concentracdo de anticoagulantes
naturais (proteina S, aumento da resisténcia a proteina C activada na auséncia da
mutacdo do factor V de Leiden) e uma reducéo, ou supressdo, da actividade fibrinolitica
(aumento do PAI-2) [11,18].

Estas alteraces auxiliam na manutencdo da funcdo placentéaria durante a gravidez e
a minimizar a perda de sangue excessiva durante 0 parto, no entanto predispdem a

trombose maternal e a complicagcfes vasculares placentarias [18].

Durante a gravidez é fundamental a manutencdo de um rigoroso equilibrio entre as
propriedades protromboticas e antitrombdticas do sangue/parede vascular prevenindo

quer a trombose, quer a hemorragia [11].

O TF ¢é amplamente produzido na placenta e encontra-se aumentado no liquido
amniotico, mas néo no plasma, e, em conjunto com a trombomodulina, estdo envolvidos
ndo apenas na hemostase mas também na diferenciacdo dos vasos sanguineos da
placenta. O descolamento da placenta durante o parto e a subsequente libertacdo de
substancias trofoblasticas, no local de separacdo, sdo responsaveis, em conjunto com a
hemoconcentracdo pos-parto, pelo risco particularmente elevado de trombose venosa
durante o puerpério. Trés semanas apds o parto, a coagulagcdo sanguinea e a fibrinolise

encontram-se geralmente normalizadas [18].
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Sindrome dos Anticorpos Antifosfolipidicos

O sindrome dos anticorpos antifosfolipidicos (SAAF) é uma das formas mais
importantes de trombofilia adquirida [11,18], ndo sé devido a sua prevaléncia, mas
também devido a sua significativa morbilidade e mortalidade [11]. Trata-se de uma
doenca autoimune caracterizada pela presenca de anticorpos antifosfolipidos
circulantes, estando associada a trombose venosa e arterial e/ou a complicacbes na

gravidez, incluindo a morte fetal [18].

Os anticorpos antifosfolipidos clinicamente relevantes incluem ndo s6 o
anticoagulante lupico e os anticorpos anticardiolipina, mas também um subgrupo de
anticorpos recentemente identificados: anticorpos anti-f,-glicoproteina 1 [11,18],
fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol, fosfatidilinositol,
fosfatidilcolina e anexina V. De todos estes anticorpos, 0s mais bem caracterizados séo
0 anticoagulante lupico e os anticorpos anticardiolipina, sendo os estudos mais recentes

sobre a anexina V [11].

J4

O termo ‘“anticorpos antifosfolipidos” ¢ muito utilizado mesmo ndo estando
correcto, porque 0s anticorpos ndo sdo dirigidos contra os fosfolipidos per si, mas sim
contra varios cofactores de proteinas que actuam na superficie da membrana
fosfolipidica (B,-glicoproteina I, protrombina, proteina C, proteina S, anexina V, factor
XIl da coagulacdo, entre outros). Os complexos resultantes interagem com diversos
tipos de células, incluindo células endoteliais, mondcitos e plaquetas, e todas elas
desempenham fungdes importantes na hemostase e na trombogénese. A activacao
indirecta destas células resulta na libertacdo de mediadores protromboticos e pro-
inflamatdrios (exs. microparticulas transportadoras de TF, interleucina-6, proteinas do
complemento), levando a activacdo plaquetaria e das vias da coagulacdo. Estudos
recentes mostraram que os anticorpos antifosfolipidos reagem directamente com a
parede dos vasos e causam alteragdes funcionais nas lipoproteinas plasmaticas (HDL),

aumentando o risco de trombose arterial [18].

Estdo descritos dois tipos de SAAF, o primario, que ocorre na auséncia de doenca
subjacente, e o secundario, relacionado com o lupus eritematoso sistémico, com outras

doencas autoimunes, com neoplasias ou com outras condi¢des patoldgicas [11].
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4.2. FACTORES DE R1SCO HEREDITARIOS

A trombofilia hereditaria é caracterizada por um conjunto de condicGes genéticas
que aumentam o risco de eventos tromboticos (Tabela 2.) e que podem ser causadas por
insuficiente inibicdo da cascata da coagulagdo, quer por mutagGes que resultam em
deficiéncia dos inibidores naturais da coagulacdo, quer por mutacdes que levam ao
aumento do nivel/funcdo dos factores da coagulacdo. O primeiro grupo de mutacdes
aumenta o risco para o desenvolvimento de trombose quando afecta os inibidores
naturais da coagulacdo, nomeadamente a antitrombina, a proteina C e a proteina S. O
segundo grupo de mutacdes afecta o Factor V, resultando num Factor V mutante,
conhecido como Factor V de Leiden, com aumento da resisténcia a inactivacao feita
pela proteina C, e a protrombina, levando a um aumento dos niveis basais de
protrombina (mutacdo G20210A do gene da protrombina). Estas duas mutac¢des sdo as
mais frequentes entre a populacdo caucasiana e tém prevaléncia quase nula entre a

populacdo de raca negra e asiatica [22].

Tabela 2. — Classificacdo das trombofilias de acordo com o risco trombdtico.

Alto Risco Trombdtico — Trombofilias Major
Homozigotia Factor V de Leiden
Homozigotia Protrombina G20210A
Défice de Antitrombina
Sindrome de anticorpos antifosfolipidicos (SAAF)

Défices combinados (Dupla heterozigotia para Factor V de Leiden e Protrombina G20210A)

Moderado Risco Trombotico — Trombofilias Minor
Heterozigotia Factor V de Leiden
Heterozigotia Protrombina G20210A
Défice de proteina C
Défice de proteina S

Persisténcia de Anticorpos antifosfolipidicos

Baixo Risco Trombotico
Mutagdo da MTHFR (Polimorfismo C677T)
Mutagéo do PAI-1

Hiperhomocisteinémia
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As trombofilias hereditarias mais prevalentes (Tabela 3.) e com significado clinico
séo as heterozigotias para o factor V de Leiden e para o gene da protrombina G20210A.
Os défices de proteina C e S tém um potencial trombogénico comparavel, mas sao
muito mais raras [9,11]. A homozigotia para as mutacbes do PAI-1 e da
(MTHFR C677T), a

hiperhomocisteinémia congénita, embora relativamente frequentes tém um baixo risco

metilenotetrahidrofolato  redutase principal causa de

trombotico [11]. O défice de antitrombina, as homozigotias (factor V de Leiden e

protrombina G20120A) e as heterozigotias combinadas, apesar de muito raras, sao

altamente trombogénicas [9,11].

Tabela 3. — Prevaléncia (%) e modo de transmissao de algumas trombofilias hereditérias.

Trombofilia Transmissao Populagap geral  Populagao com TVP. na
Caucasianos TVP gravidez
Deficiéncia Autossdmica
Antitrombina Dominante 0.02 1=2 60
Deficiéncia Autossémica
Proteina C Dominante B2 -0 D=4 ==t
Deficiéncia Autossémica
Proteina S Dominante 0:08 2 10530
Factor V Leiden  * utossomica 5 20— 40 40
Dominante
Factor VIII = 11 = =
Protrombina Autossdmica
G20210A Dominante 2=3 6 30
MTHFR C677T Autossdmica 10

(homozigotia)

Recessiva

[Legenda: — indisponivel/desconhecido. Adaptado de 27 e 22]

As principais trombofilias hereditarias s&o as seguintes:

Deficiéncia de Antitrombina, Proteina C e Proteina S

Foram descritas inUmeras mutagdes de transmissdo autossémica dominante, em

doentes com défice de proteina C, proteina S ou antitrombina (Tabela 3.).
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A antitrombina, anteriormente designada por antitrombina Ill, € um anticoagulante
natural que inibe virtualmente as proteases da coagulacdo, sobretudo o factor Xa e a
trombina (I1a) [12,22].

Existem dois tipos de deficiéncia de antitrombina: o tipo I, deficiéncia de
antitrombina classica, € a mais comum e consiste numa deficiéncia quantitativa com
niveis de antitrombina plasmatica inferiores a metade do valor normal. Na deficiéncia
de antitrombina tipo I, os niveis plasmaticos de antitrombina estdo dentro dos limites
da normalidade, mas a sua actividade esta diminuida devido a produgdo de uma variante
do normal, tratando-se de uma deficiéncia qualitativa [9,12,22]. Esta deficiéncia tem
uma prevaléncia de 0.02% na populacdo geral (Tabela 3.) [9], e manifesta-se geralmente
por TVP dos membros inferiores, TEP [15,22], ou trombose das veias mesentéricas, em
doentes com menos de 35 anos de idade e na auséncia de outros factores de risco. A
deficiéncia de antitrombina é a trombofilia hereditaria mais grave, tendo uma taxa de
incidéncia anual de trombose de 0.87 — 1.6% em individuos heterozigdticos, a mais

elevada entre todas as trombofilias hereditarias [9].

A proteina C actua por inactivacdo dos factores activados V e VIII, necessita da
proteina S como cofactor e é activada pela trombina quando esta se liga a
trombomodulina endotelial (Figura 5.). A proteina S existe em duas formas, circula livre
no plasma e tem ac¢do anticoagulante como cofactor da proteina C, ou encontra-se
ligada a proteina de fase aguda C4b (complement C4b-binding protein), ndo tendo,
nesta forma, actividade anticoagulante. A sintese de proteina S e de proteina C ocorre

no figado e é dependente da vitamina K [9,12].

Hemostase

/)TENA C ACTIVADA

- Proteina S
TROMBINA

Trombomodulina

FV e FVIII FV e FVIII
activos inactivos

Fosfolipidos das membranas

Figura 5. — Inibicdo da coagulagdo pelo sistema proteina C - proteina S. [Retirado de 11]
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A deficiéncia de proteina C é herdada de forma autossomica dominante (Tabela 3.) e
caracteriza-se por uma auséncia de inactivacdo dos factores activados V e VIII com

consequente hipercoagulabilidade [11].

Existem dois tipos de deficiéncia da proteina C. No tipo | ha uma deficiéncia
quantitativa de proteina C no sangue, sendo esta a forma mais comum de deficiéncia da
proteina C, resultando numa diminuicdo da sintese ou da estabilidade da proteina C. No
tipo 11, a actividade da proteina C esta mais reduzida do que os niveis de antigénio, o
que revela a ocorréncia de sintese de moléculas de proteina C disfuncionais [15,22]. O
gene da proteina C (PROC, do inglés, protein-coding gene) pode sofrer inimeras
mutacdes (sd@o hoje conhecidas 160) com perda de funcdo que levam ao fendtipo de

deficiéncia de proteina C [22].

Quanto a deficiéncia da proteina S, transmitida de forma autossoémica dominante
[11], estdo descritos trés tipos. No tipo I, aparecem diminuidos os niveis de proteina S
total (deficiéncia quantitativa). No tipo I, a actividade da proteina S como cofactor esta
diminuida, mas existem valores normais de proteina S total e livre (deficiéncia
qualitativa), sendo um disturbio muito raro e dificil de diagnosticar. No tipo Il estdo
diminuidos os niveis de proteina S livre, mas os niveis de proteina S total encontram-se

normais (deficiéncia quantitativa de proteina S livre) [22].

Os défices de proteina C e de proteina S tém prevaléncias de cerca de 0.2 — 0.5% e
de 0.08%, respectivamente, na populacdo geral (Tabela 3.), e manifestam-se geralmente
da mesma forma, TVP dos membros inferiores, tromboses venosas mesentericas,
tromboses venosas renais, tromboses dos seios venosos cerebrais ou tromboflebites
superficiais, em individuos com idade inferior a 30 anos. A incidéncia anual de
trombose é de 0.43 — 0.72% e de 0.5 — 1.65% para os portadores de défices de proteina
C e proteina S, respectivamente. Os portadores sdo quase sempre heterozigoticos. Nos
portadores homozigoticos, a deficiéncia apresenta-se precocemente como purpura
fulminans neonatal ou através de tromboses venosas macicas, e é geralmente fatal.
[15,22].

Resisténcia a Proteina C Activada e Factor V de Leiden

A resisténcia a proteina C activada (RPCa) é a causa mais frequente de trombofilia

hereditaria. Resulta, na maior parte das vezes, de uma mutacdo pontual no gene do
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factor V (mutagdo R506Q) com substituicdo da glutamina pela arginina na posi¢ao 506
do factor V activado (FVa). O FVa mutante (FV R506Q), comummente designado por
factor V de Leiden é resistente a inactivacdo pela proteina C activada porque perde um
dos locais de accdo proteolitica desta enzima. O factor V de Leiden é o factor de risco
para trombose mais prevalente na populagdo caucasiana, cerca de 5% (Tabela 3.), no
entanto é raro nas populagdes nativas de Africa ou da Asia, 0 que explica em parte a
raridade de fendmenos tromboembolicos nestas populagdes [11,22]. O risco de
trombose venosa é cerca de 5 vezes superior nos individuos heterozigoticos e 40 vezes
nos homozigoticos [23]. Este risco aumenta substancialmente quando estdo presentes
outros factores de risco como a gravidez, cirurgia, contraceptivos orais e outros. Importa
referir que a RPCa pode ocorrer, embora raramente, na auséncia da mutacdo do Factor
V de Leiden, devido a outros factores genéticos (FV Hong Kong R306G e FV
Cambridge R306T) ou mesmo de forma ndo hereditaria, mas associada a factores
adquiridos, como por exemplo utilizag&o de contraceptivos orais [22].

Mutacédo G20210A no Gene da Protrombina

A mutacdo no gene da protrombina, transmitida de forma autossémica dominante,
consiste na substituicdo da guanina pela adenina na posicdo 20210, numa regido ndo
transcrita do gene. Esta mutacdo leva a um aumento da concentracdo plasmatica de
protrombina [11,22,23] e, como a protrombina é um precursor da trombina, ocorrera um
aumento secundario nos niveis de trombina e consequentemente um estado de
hipercoagulabilidade. A prevaléncia desta mutacdo é de 2 — 5% na populagdo geral e
resulta num risco aumentado de cerca de 2 a 3 vezes para o desenvolvimento de
trombose venosa [22,23]. Tal como o Factor V de Leiden, é rara nos individuos de raca

negra e nos asiaticos [22].

Grupo Sanguineo

Os individuos com grupo sanguineo ndo-O apresentam um risco aumentado de
trombose em 2 a 4 vezes, relativamente aos individuos de tipo sanguineo O. O grupo
sanguineo esta associado a niveis reduzidos do Factor de von Willebrand, devido a um
aumento da sua libertacéo, e ao Factor VIII, e, consequentemente, a um aumento de

risco trombético [23].
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Disfibrinogenémia

A disfibrinogenémia é definida como uma alteracdo funcional do fibrinogénio,
podendo apresentar uma baixa afinidade para a plasmina ou uma resisténcia a lise pela

plasmina.

Este defeito € transmitido de forma autossomica dominante e estdo descritas mais de
cem variantes [15]. A disfibrinogenémia como factor de risco para a trombose € muito
rara [12].

Devem ainda ser considerados os factores de risco congénitos que provocam

alteracdes no sistema fibrinolitico:

o Deficiéncia do plasminogénio — Alteracdes qualitativas e quantitativas no
plasminogénio tém sido observadas em pacientes com trombose venosa
recorrente. A alteracdo quantitativa é transmitida de forma autossémica
dominante, enquanto que os defeitos qualitativos do plasminogénio
(displasminogenemia) sdo geralmente herdados de forma autossomica
recessiva. A displasminogenemia é comum em individuos japoneses e alguns
estudos sugerem que a deficiéncia quantitativa do plasminogénio podera nédo
estar associada ao aumento do risco de trombose [12].

o Deficiéncia do tPA — A deficiéncia em tPA pode estar relacionada com
defeitos na sua sintese ou com uma diminui¢do da sua libertacdo, em resposta
a oclusdo venosa, a partir da parede dos vasos sanguineos. Esta deficiéncia é
considerada um potencial mecanismo para o desenvolvimento de trombose

[12]. E transmitida de forma autossémica dominante e é muito rara [15].

e Aumento do PAI-1 — Tém sido descritas varias anomalias genéticas
associadas ao inibidor do activador tecidual do plasminogénio (PAI-1), que
funciona como o principal inibidor circulante da fibrinolise [11]. Esta mutagéo
no gene do PAI-1 esta associada a um aumento do risco de trombose venosa e
arterial [12].

Os individuos homozigoticos para o alelo 4G/4G tém um nivel 3 a 5 vezes
superior de PAI-1 circulante com subsequente inibi¢do do sistema fibrinolitico

e desenvolvimento de um estado de hipercoagulabilidade [11].
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Hiperhomocisteinémia

A homocisteina é um aminoacido derivado da metionina, &€ metabolizado através de

uma reacgdo de remetilacdo (Figura 6.) [11,22] e normalmente circula no plasma com

uma concentracdo de 5 — 16 umol/L. A hiperhomocisteinémia € um estabelecido factor

de risco de trombose venosa e arterial e pode ser exacerbada pela deficiéncia de

cofactores do metabolismo da metionina como a vitamina B6, a vitamina B12 e o acido

félico. A hiperhomocisteinémia induz uma disfuncdo endotelial

(com perda das

propriedades vasodilatadoras e antitrombdticas dependentes do endotélio) e proliferagdo

do musculo liso vascular, ambos processos-chave nos modelos actuais de aterogénese e

trombose.

Metionina THF
Ciclo de Remetilagdo Sint

Homocisteina B12

Homocisteinémia

B6 140
umoliL 140
Risco

& Doenca
70 Vascular

Cistationina o

Figura 6. — Metabolismo da homocisteina.
[Retirado de 11]

Esta perturbacdo pode ser classificada em trés categorias de acordo com o aumento

da concentragéo plasmatica da homocisteina, em jejum:
o Grave — concentragao superior a 100 pmol/L;
» Moderada — valores de concentragdo entre 25 ¢ 100 pumol/L;

o Ligeira — valores de concentragdo entre 16 e 24 umol/L.

As formas graves resultam da deficiéncia homozigotica autossomica recessiva de

cistationina B-sintase ou da metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) e manifestam-

se com sintomatologia neuroldgica, aterosclerose prematura e

tromboembolismo
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recorrente. As formas ligeiras e moderadas resultam das deficiéncias autossomicas
dominantes (heterozigotia) de cistationina [-Sintase ou, com mais frequéncia, da
homozigotia para a variante termolabil de MTHFR C667T [11]. O polimorfismo C677T
da MTHFR, enzima importante no metabolismo da homocisteina, leva a uma reducgéo
de mais de 50% da actividade da MTHFR [22]. A sua prevaléncia, na populagéo
caucasiana, € de cerca de 10% (Tabela 3.).

Aumento da Actividade do Factor VIII

A presenca de niveis basais elevados de Factor VIII tem provavelmente uma causa
genética, em alguns casos, parece haver um padréo hereditario, embora ainda ndo tenha
sido identificado um polimorfismo ou uma mutagéo em concreto, e esta associada a um
risco aumentado para o desenvolvimento de trombose venosa [11,22]. Tem uma

prevaléncia de cerca de 11% na populacdo geral (Tabela 3.) [22].
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5. AVALIACAO LABORATORIAL DAS TROMBOFILIAS

A investigagdo laboratorial das trombofilias deve ser efectuada de forma criteriosa
(Tabela 4.). Um rastreio excessivo ou inapropriado pode ser mais lesivo do que benéfico

para o paciente [9,24].

Tabela 4. — Critérios para o rastreio das trombofilias hereditarias e adquiridas.
Historia pessoal ou familiar de trombose venosa
Trombose antes dos 50 anos na auséncia de factores de risco transitdrios
Tromboembolismo recorrente
Trombose atipica (mesentérica, esplénica, hepatica, renal, cerebral)
Parente do primeiro grau com mutacao especifica

Patologia obstétrica (excluir trombofilia adquirida - SAAF)

o Uma ou mais mortes in utero inexplicadas de fetos morfologicamente normais (>10

semanas de gestacao)

o Trés ou mais abortos espontaneos comsecutivos (<10 semanas), excluidas causas

anatoémicas e cromossomicas

e Um ou mais nascimentos prematuros (<34 semanas), de fetos morfologicamente

normais, associados a eclampsia ou pré-eclampsia grave ou insuficiéncia placentar.

Perante uma suspeita de trombofilia devem ser pedidas analises e estudos genéticos
(Tabela 6.), das quais deve fazer parte um estudo imunologico sumario se houver clinica

sugestiva de doengas autoimunes [9].

No rastreio das trombofilias ¢ fundamental tomar precaucGes na requisi¢cdo e

interpretacdo dos resultados laboratoriais (Tabela 5.) [9,24].

Na fase aguda da trombose venosa e nos individuos sob anticoagulacdo oral alguns

resultados laboratoriais podem ser falseados ou dificeis de interpretar. A gravidez e a
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terapéutica com estrogénios (contracepcao oral ou terapéutica hormonal de substituicdo)
diminuem a proteina S circulante. Os testes genéticos podem ser realizados em qualquer

altura, uma vez que os seus resultados ndo sao influenciados por factores externos [22].

Tabela 5. — Precauc@es na requisicao e na interpretacéo dos resultados laboratoriais.

Néo fazer o estudo das trombofilias durante o episédio trombotico agudo (aguardar 6 meses)

N&o fazer o estudo sob efeito de terapéutica anticoagulante (heparina ou anticoagulantes

orais - aguardar 6 semanas ap0s término da terapéutica)

O sindrome nefrético, as hepatopatias, 0s contraceptivos orais e a terapéutica hormonal de

substituicdo diminuem a concentracdo dos anticoagulantes orais

A gravidez aumenta o factor VIII e diminui a proteina S (ter em conta os valores de

referéncia para os varios trimestres)

Excluir hiperhomocisteinémia secundéria adquirida por deficiéncia de acido félico, vitamina
B6 e B12.

Apdbs serem consideradas as condicdes acima referidas, o rastreio das trombofilias
(Tabela 6.) deve entdo comecar por uma contagem de plaquetas e pelo estudo béasico da
coagulacdo (tempo de protrombina, tempo de tromboplastina parcial activado,

doseamento do fibrinogénio), devendo ter em conta o seguinte:

o A anticoagulacdo oral aumenta o International Normalized Ratio (INR) e o
TP;

« A heparina ndo fraccionada, ao contrario da heparina de baixo peso molecular,
altera 0 aPTT;

« O fibrinogénio aumenta fisiologicamente com a gravidez e em varias situaces
patoldgicas [9,11].
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Tabela 6. — Avaliacdo laboratorial das trombofilias.

Avaliacdo global da coagulacéo
Contagem de plaquetas
Tempo de Protrombina TP - INR
Tempo de Tromboplastina Parcial aPTT
Fibrinogénio
Anticoagulantes naturais
Antitrombina
Proteina C
Proteina S (total e fraccéo livre)
Actividade do Factor VIII
Anticoagulante lUpico
Anticardiolipina IgM e 1gG
Homocisteinemia em jejum
Genotipagem de mutacfes com risco trombdtico
Protrombina G20210A
Teste de resisténcia a proteina C activada (VR 2-5)
Factor V de Leiden
Pesquisa da mutacdo FVL apenas se RPCA (Ratio) < 2
Na&o requisitar por rotina:
MTHFR (variantes C677T e Al298C)
Doseamento de PAI-1 plasmatico

Proteina C, Proteina S e Antitrombina

A determinacéo da actividade antigénica da proteina C, da proteina S (livre e total) e
da antitrombina € efectuada através de testes imunorreativos que detectam, quer defeitos
quantitativos, quer qualitativos ou funcionais. A terapéutica com heparina induz um
declinio nos niveis de antitrombina e os anticoagulantes orais ttm o mesmo efeito nas
concentracdes das proteinas C e S. Se os niveis de actividade da proteina S estiverem
diminuidos, a determinacdo das duas frac¢des, livre e total (funcional), permite definir
melhor o defeito, uma vez que a gravidez diminui a actividade desta proteina. Em
alguns casos de deficiéncia hereditéaria de proteina S é possivel encontrar niveis baixos

da fraccdo livre com concentragdes normais ou borderline da proteina S total.
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Os testes para a avaliacdo da actividade das proteinas C e S podem mostrar valores
falsamente positivos se a mutacao para o Factor V de Leiden estiver presente, pelo que é

importante excluir esta mutacdo perante valores alterados destas proteinas [9].

Teste de Resisténcia a Proteina C Activada

O teste de resisténcia a proteina C activada (valor de referéncia 2 — 5) é um teste
funcional de rastreio que serve para excluir a mutacéo para o Factor V de Leiden. Uma
RPCa (Ratio) inferior a 2 significa que ha resisténcia e implica a genotipagem para o
fator V de Leiden, efectuada a partir na analise do ADN (acido desoxirribonucleico)
obtido a partir de células mononucleares do sangue periférico. Na gravidez ocorre
frequentemente uma resisténcia fisioldgica a proteina C ativada, devido a diminuicao
dos niveis de proteina S, pelo que é necesséario a identificacdo da mutacdo do Fator V de

Leiden, por PCR (polymerase chain reaction), para fazer o diagnostico [9].

Mutacédo G20210A do Gene da Protrombina

O diagnostico da presenca do alelo para a mutagdo da protrombina G20210A assenta
na analise de ADN [9].

Hiperhomocisteinémia

A hiperhomocisteinémia pode ser diagnosticada pelo doseamento da homocisteina
em jejum, por cromatografia gasosa ou por outro método bioquimico (ou por
imunoensaios enzimaticos). A sobrecarga com metionina melhora a sensibilidade
diagndstica da técnica. Perante um diagnostico de hiperhomocisteinémia (>16 pmol/L)
é preciso excluir uma deficiéncia em vitaminas B6, B12 e &cido folico, envolvidos na
regulacdo e controlo do ciclo da metionina e dos niveis de homocisteina

(hiperhomocisteinémia adquirida).

Por se tratar de uma mutacdo com elevada prevaléncia na populagéo geral, mas com
baixo risco trombdtico, actualmente ndo esta indicada a genotipagem para a variante da
mutacdo da metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR C677T) [9].

Aumento da Actividade do Factor VIII

Um aumento de atividade do Factor VIII constitui um factor independente de risco
trombotico no adulto e no periodo neonatal, estando associado ao tromboembolismo

recorrente. Enquanto ndo surgem estudos que determinem a base molecular e genética
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subjacente ao aumento da concentracdo plasmética do Factor VIII, associado a
fenomenos tromboembolicos, € necessario excluir sempre uma “reac¢ao de fase aguda”
através dos doseamentos do fibrinogénio, da proteina C reactiva e da velocidade de

sedimentacdo [9].

Disfibrinogenémia

Para o rastreio das disfibrinogenémias recomenda-se a realizacdo de testes
funcionais e imunolégicos para o fibrinogénio bem como a determinacao do tempo de
trombina [9]. A disfibrinogenémia congénita associada a trombose deve-se suspeitar em
individuos com tempo de trombina (TT) prolongado e reducdo leve a moderada da
concentracdo plasmatica de fibrinigénio [25].

Alteracdes da fibrinolise

Para a deteccdo da deficiéncia em plasminogénio recomenda-se o uso de testes
funcionais (utilizacdo de substratos cromogénicos) que permitem a distincdo entre
alteragBes quantitativas e qualitativas. A actividade do tPA é medida por ensaios
cromogénicos e a actividade antigénica por ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay). A actividade do PAI-1 é medida em plasma citratado através de um método de
titulacdo por retorno. E preciso ter em conta que a actividade fibrionolitica exibe um
ritmo diurno, ou seja, de manhd a fibrindlise estad dimunuida devido a picos nos niveis
de PAI-1 e ao final do dia estd aumentada em resultado de niveis baixos de PAI-1, pelo

gue as amostras de plasma devem ser obtidas num periodo padronizado [12].

Sindrome dos Anticorpos Antifosfilipidicos

De forma a facilitar a consisténcia do diagnéstico de sindrome dos anticorpos
antifosfolipidicos (SAAF), estdo definidas recomendagdes consensuais relacionadas
com os critérios clinicos (trombose vascular e morbilidade obstétrica) e com os critérios

laboratoriais (anticorpos anticardiolipina e anticoagulante IUpico).

Deve estar presente pelo menos um critério clinico e um critério laboratorial para se
efectuar o diagnostico de SAAF [11,26]. Os testes serologicos devem ser consistentes e
positivos, em pelo menos, duas ocasifes com seis semanas de diferencga, de forma a
excluir anticorpos transitérios, como os induzidos pela infec¢do, e que normalmente néo

tém traducdo clinica. O anticoagulante lUpico apresenta uma maior correlagdo com a
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trombose, relativamente aos anticorpos anticardiolipina. Em relacdo aos anticorpos
anticardiolipina, as imunoglobulinas da classe 1gG tém maior significado clinico do que
as da classe IgM. Nenhum teste isolado atinge a maxima sensibilidade e especificidade,
pelo que sdo sempre necessarios multiplos testes para uma correcta identificacdo de

doentes com risco de doenga vascular [11].

Na pratica clinica sdo utilizados dois tipos de testes para identificar os anticorpos
antifosfolipidos. O anticoagulante IUpico € detectado através de testes de coagulacédo e
os anticorpos antifosfolipidos contra proteinas especificas (anticardiolipina e anti-f,-
glicoproteina 1) sdo determinados através de testes de ELISA. S&o necessarios quatro
critérios para comprovar a presenca de anticoagulante lGpico, o prolongamento de um
teste de rastreio dependente de fosfolipidos, a auséncia de correccdo apds a adicdo de
plasma normal, o encurtamento do tempo de coagulacdo apds a adicdo de fosfolipidos e
a exclusdo de factores inibitorios especificos, tais como anticorpos dirigidos aos
Factores VIII e V. Uma vez que os anticorpos antifosfolipidos podem ser transitorios e
secundarios a outras patologias, recomenda-se a sua repeticdo com pelo menos doze

semanas de intervalo [9].

E ainda de referir que a avaliacio laboratorial de um estado pré-trombotico, apesar
ndo estar integrada no contexto da avaliagdo laboratorial dos factores de risco de
trombose, € importante pois pode excluir um diagnéstico de trombose. Esta avaliagdo
pode ser efectuada através da medicdo dos niveis de produtos de degradacdo da fibrina,
Dimero-D, que se encontram geralmente aumentados na presenca de trombose venosa.
A auséncia de niveis elevados de Dimero-D, em pacientes com suspeita de TVP ou TEP
pode excluir o diagnostico de trombose, pelo que este teste apresenta um bom valor
preditivo negativo [12].
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6. CONCLUSAO

Os factores de risco para o desenvolvimento de trombose estdo divididos em dois
grupos fundamentais, os factores de risco adquiridos, nomeadamente a imobilizacdo
prolongada e a idade, e 0s que conduzem a um estado de hipercoagulabilidade, ou
trombofilias, que podem ser hereditarios ou adquiridos. A trombose é um exemplo de
uma doenca de natureza multicausal (ou complexa), onde os factores de risco,

adquiridos e hereditéarios, desempenham um papel importante.

O rastreio das trombofilias tem como objectivo detectar as causas mais frequentes e
bem definidas de tromboembolismo. O rastreio universal das trombofilias ndo esta
recomendado, pelo que a sua avaliacdo laboratorial s6 deve ser efectuada apos

minuciosa avaliacao clinica.

Enquanto sdo aguardados mais estudos para uma correcta identificacdo dos factores
de risco associados a trombose, de forma a evitar erros de interpretacdo e terapéuticas
desnecessarias, é importante a existéncia de uma conduta que assente no bom senso

clinico e na experiéncia dos especialistas.
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