_E TECNOLOGIA DA SAUDE POLITECNICO
DE LISBOA
— INSTITUTO POLITECNICO DE LISBOA D E LI S BOA

INSTITUTO POLITECNICO DE LISBOA

ESCOLA SUPERIOR DE TECNOLOGIA DA SAUDE DE LISBOA

DETERMINACAO E ANALISE DE PARAMETROS HEMATOLOGICOS E
IMUNOLOGICOS EM PATOLOGIA CLINICA

CAROLINA DAS NEVES ROSARIO SEBASTIAO

ORIENTADOR: PROFESSOR DOUTOR RENATO DANTON SAMPAIO RIBEIRO DE ABREU -
ESCOLA SUPERIOR DE TECNOLOGIA DA SAUDE DE LISBOA (ESTeSL)

Mestrado em Tecnologias Clinico-Laboratoriais

Lisboa, julho de 2022






INSTITUTO POLITECNICO DE LISBOA

ESCOLA SUPERIOR DE TECNOLOGIA DA SAUDE DE LISBOA

DETERMINACAO E ANALISE DE PARAMETROS HEMATOLOGICOS E
IMUNOLOGICOS EM PATOLOGIA CLINICA

CAROLINA DAS NEVES ROSARIO SEBASTIAO

ORIENTADOR: PROFESSOR DOUTOR RENATO DANTON SAMPAIO RIBEIRO DE ABREU -
ESCOLA SUPERIOR DE TECNOLOGIA DA SAUDE DE LISBOA (ESTeSL)

Juari:
Presidente: Doutora Edna Ribeiro — ESTeSL

Arguente: Doutor Rui Raposo — Universidade do Algarve (UAIQ)

Mestrado em Tecnologias Clinico-Laboratoriais

(esta verséo inclui as criticas e sugestdes feitas pelo jari)

Lisboa, julho de 2022






Direitos de Copia

A Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa e o Instituto Politécnico de
Lisboa tém o direito, perpétuo e sem limites geograficos, de arquivar e publicar este
relatério de estagio através de exemplares impressos reproduzidos em papel ou de
forma digital, ou por qualquer outro meio conhecido ou que venha a ser inventado, e de
o divulgar através de repositérios cientificos e de admitir a sua cépia e distribuicdo com
objetivos educacionais ou de investigacdo, ndo comerciais, desde que seja dado crédito

ao autor.

Copyright© 2022 - Carolina das Neves Rosario Sebastido



Vi



Agradecimentos

Em primeiro lugar, gostaria de agradecer a Escola Superior de Tecnologia da Saude
de Lisboa - Instituto Politécnico de Lisboa, por me receber durante os ultimos 2 anos e
por tornar possivel a realizagédo deste estagio.

Um especial agradecimento ao meu orientador, o professor Renato Abreu, por aceitar
este desafio. Agradeco-lhe pela disponibilidade, pela ajuda e por todos os conselhos
gue foram essenciais para eu chegar ao fim desta aventura.

Gostaria igualmente de agradecer ao Grupo Clara Saude, em particular ao
Labocentro, por me receberem de bragos abertos durante toda esta experiéncia. Um
especial obrigada a Dr.2 S6nia Reimao por supervisionar 0 meu percurso no laboratério.

Agradeco a Susana Curado, & Ana Hipolito, a Andreia Moura e a Milva Rodrigues
pela paciéncia, por todo o conhecimento que me transmitiram, por me incentivarem a
dar o meu melhor e pela confian¢a que depositaram em mim.

Um especial agradecimento a Ana Batista por estar sempre disposta a ajudar,
principalmente nos momentos mais frustrantes e stressantes. Agradeco-lhe por todo o
apoio, pelas palavras de motivacao e por acreditar em mim.

Gostaria de deixar uma palavra de carinho a todos 0s meus colegas de laboratério,
gue me acompanharam ao longo destes meses, sempre dispostos a ajudar. Obrigada
pela disposicéo e por animarem os meus dias. Um especial agradecimento ao luri, por
partilhar toda esta experiéncia comigo. Obrigada por melhor do que ninguém,
entenderes os momentos de frustracdo e desespero. Obrigada pelos conselhos, pelas
brincadeiras e gargalhadas. Conseguimos!

Um grande agradecimento a todos 0s meus amigos e & minha familia, especialmente
ati, mae, por estares do meu lado e me apoiares em todas as aventuras, pela paciéncia
quando o cansaco era muito, pela confianca, por acreditares em mim e tornares tudo
isto possivel.

A ti, Diogo, pelo apoio incondicional, por toda a ajuda, pela paciéncia, pelos planos
gue foram adiados, pelos dias passados em frente ao computador, por me
acompanhares durante todo este percurso, por me incentivares a dar o meu melhor, por
tudo, um especial obrigada.

Sem vocés, nada disto seria possivel.

A todos, 0s meus sinceros agradecimentos.

vii



viii



Resumo

O presente relatério de estagio surge no ambito da unidade curricular
Projeto/Tese/Estagio do 2° ano do Mestrado em Tecnologias Clinico-Laboratoriais da
Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa. O estagio de natureza profissional
foi realizado no Labocentro, entre setembro de 2021 e fevereiro de 2022, enquadrando-
se na area das analises clinicas, um dos mais importantes meios complementares de
diagnéstico e terapéutica.

Durante o periodo de estagio foram desenvolvidas as atividades de rotina do
laboratério nas areas de Hematologia e Imunologia, com o objetivo de compreender as
etapas do processo laboratorial e o funcionamento dos equipamentos utilizados nessas
seccdes, bem como entender a importancia clinica dos parametros hematoldgicos e
imunolégicos avaliados. Nesse sentido, foram utilizadas metodologias de
quimioluminescéncia, imunocromatografia, citometria de fluxo e espetrofotometria de
absorgéo, entre outras.

As tarefas realizadas durante o estagio permitiram a consolidagdo dos
conhecimentos tedricos adquiridos ao longo do 1° ano do Mestrado, bem como a
aquisicdo de competéncias ao nivel da importancia clinica dos parametros em estudo e
das metodologias utilizadas na sua determinacdo, cumprindo assim 0s objetivos
estabelecidos. Esta experiéncia enriquecedora possibilitou ainda a aquisicdo de
competéncias praticas na area das analises clinicas, o que representa uma mais-valia

para o futuro e para a vida profissional.

Palavras-chave: Andlises clinicas, Hematologia, Imunologia.






Abstract

The internship herein reported arose from the curricular unit Project/Thesis/Internship
from the 2" year of the master’s degree in Clinical-Laboratory Technologies from Escola
Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa. The internship of professional nature was
performed in Labocentro, between September 2021 and February 2022, in the area of

clinical analysis, one of the complementary means of diagnosis and therapeutics.

During the internship, the routine activities in the area of Hematology and Immunology
were performed. The main goal was to learn the steps in the laboratory process and how
the equipment function in these sections, as well as understand the clinical importance
of the hematological and immunological parameters evaluated. For this, methodologies
such as chemiluminescence, immunochromatography, flow cytometry and absorption

spectrophotometry, among others, were used.

The activities performed during the internship allowed not only the consolidation of
the theoretical knowledge acquired during the 1st year of the master’s but also to learn
about the clinical importance of the parameters evaluated and the methodologies used
for their determination, thus accomplishing the established objectives. Furthermore, with
this enriching experience, it was possible to gain practical skills in the clinical analysis

field, which represents a big added value for the professional life and future career path.

Keywords: Clinical analysis, Hematology, Immunology.
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encontram-se os cartdes DG Gel Confirm apés o fim da reagdo, com 0s seguintes
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1. Introducao

O presente relatério de estagio surge no ambito da wunidade curricular
Projeto/Tese/Estagio do 2° ano do Mestrado em Tecnologias Clinico-Laboratoriais da
Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa (ESTeSL). O estagio de natureza
profissional foi realizado no laboratério de andlises clinicas Labocentro, segundo a
orientacdo do professor Renato Abreu, entre setembro de 2021 e fevereiro de 2022,
contabilizando um total de 622 horas de estagio realizadas ao longo de 90 dias.

O est4gio enquadra-se na area das analises clinicas, um dos mais importantes meios
complementares de diagndstico e terapéutica. Esta area consiste num conjunto de
exames efetuados em produtos biolégicos em contexto laboratorial'. A sua grande
importancia passa pelo auxilio do diagnéstico, progndstico, monitorizacao terapéutica e
prevencédo de diversas doencas, contribuindo, dessa forma, para uma medicina cada
vez mais personalizada?. Visto que a decisdo do clinico depende, frequentemente, dos
resultados obtidos nos ensaios laboratoriais, € de extrema importancia que todo o
processo laboratorial seja realizado com 0 maximo rigor, uma vez que a ocorréncia de
erros pode contribuir, por exemplo, para um diagnostico ou progndéstico incorretos.
Considerando que a area das andlises clinicas representa um papel central na
prestacdo de cuidados de saude, a realizagdo de um estagio nesta area é de grande
relevancia ndo s6 para a compreensdo do funcionamento e rigor de um laboratério de
andlises clinicas, mas também para a aquisicdo de competéncias ao nivel da execugéo
e validacéo das técnicas laboratoriais e interpretacdo dos resultados obtidos.

O estagio tinha como objetivos:

- Acompanhar e descrever as etapas do processo laboratorial (fases pré-analitica,
analitica e pés-analitica) no Labocentro;

- Realizar as atividades desenvolvidas nas areas de Hematologia e Imunologia e
descrevé-las de forma detalhada;

- Compreender a importancia clinica dos parametros hematolégicos e imunoldgicos
analisados, correlacionando-os com diferentes patologias.

Nesse sentido, durante o periodo de estagio foram desenvolvidas as atividades de
rotina do laboratério nas areas de Imunologia e Hematologia, contabilizando,
respetivamente, um total de 354 e 268 horas de estagio em cada secc¢do. As atividades
realizadas incluiram a manutencdo dos equipamentos, verificacdo de reagentes e
consumiveis, controlo de qualidade e calibracdo, triagem e processamento das
amostras. Na area de Imunologia realizaram-se essencialmente metodologias de

quimioluminescéncia e de imunocromatografia, enquanto na seccdo de Hematologia
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foram véarios os métodos utilizados. Entre eles, destacam-se as metodologias de
citometria de fluxo, espetrofotometria de absorcdo, cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC) de afinidade bordnica e de troca catidnica em fase inversa,
esfregacos de sangue periférico e respetiva coloracdo, e testes coagulométricos e
imunoquimicos nos ensaios de hemostase. Estas atividades contribuiram para a
consolidacdo dos conhecimentos tedricos adquiridos ao longo do 1° ano do Mestrado,
bem como para a aquisicdo de competéncias tedricas e praticas na area das analises
clinicas, incluindo a capacidade de interpretacdo de resultados nas areas em estudo.

Neste relatério seré realizada uma breve caracteriza¢do do Labocentro, seguindo-
se uma descricdo detalhada das fases pré-analitica, analitica e pos-analitica do
processo laboratorial. Relativamente a fase analitica serdo descritas as atividades
efetuadas nas areas de Hematologia e Imunologia, os equipamentos utilizados e a
importancia clinica dos pardmetros hematolégicos e imunolégicos em estudo. No final,
serdo discutidos alguns casos laboratoriais e serd apresentada uma possivel linha de
investigagdo com base nas atividades realizadas.



2. Laboratério Labocentro — Grupo Clara Saude

O laboratério de analises clinicas Labocentro pertence ao Grupo Clara Saude. O
Grupo foi fundado em 2010 pelo Dr. Carlos Clara e, atualmente, conta com dezenas de
unidades dedicadas a prestacdo de cuidados de salde nas areas Médica e de
Diagnostico. Destas, destacam-se o Labocentro, o Anatomik - Laboratério de Anatomia
Patoldgica e o Ceraque - Centro de Diagnostico por Imagem.

O Grupo Clara Saude tem como misséao “(...) prestar aos seus utentes os melhores,
mais rapidos e mais Uteis servicos de saude e diagnostico, assim como satisfazer
pessoal e profissionalmente os membros da sua equipa e contribuir para o crescimento
dos seus parceiros”.

O Grupo conta com uma equipa de profissionais qualificados cujo objetivo é fornecer
servicos de qualidade e com 0 maximo rigor aos utentes. Para isso, aposta de forma
continua nos avangos cientificos e tecnologicos, acompanhando a inovacdo e as mais
recentes técnicas de diagnéstico nas suas areas de atividade. O investimento em
tecnologia de ponta para aplicacdo nas técnicas de diagnostico visa satisfazer as
necessidades dos utentes e clinicos ao melhorar a eficiéncia e eficacia dos servigos
prestados.

A principal unidade laboratorial do Grupo é o Labocentro, situado na freguesia de
Pinhal Novo, no distrito de Setubal (Figura 2.1). A sua atividade teve inicio em 1979 na
zona de Portela de Sacavém e, em 2010, o laborat6rio foi transferido para a localidade
do Pinhal Novo. O Labocentro é o laborat6rio central de um conjunto de laboratérios na
area da grande Lisboa, distrito de Setubal e Alentejo, sendo atualmente o maior
laboratério de andlises clinicas a Sul do rio Tejo*.

Indo de encontro a aposta continua em inovacdo do Grupo Clara Saude, o
Labocentro € um dos laboratérios tecnologicamente mais avancados do pais, sendo
hoje em dia um laboratério de referéncia para um nimero cada vez maior de laboratérios
nacionais e internacionais*. O acompanhamento do desenvolvimento cientifico e
tecnolégico por parte de uma equipa de profissionais qualificada e empenhada visa
garantir a qualidade de todo o processo laboratorial desde a fase pré-analitica a pos-
analitica. Assim, tendo em vista a satisfacdo das necessidades dos utentes, pretende-
se produzir, em tempo util e com uma boa razao custo/efetividade, resultados corretos,
com precisdo, exatiddo e confianga, num formato compreensivel para o clinico. O

Laboratério encontra-se certificado de acordo com a norma ISO 9001:2015.



O Labocentro esta aberto ao publico das 07:00 horas as 19:00 horas de segunda-
feira a sexta-feira e das 08:00 horas as 17:00 horas ao sabado, sob a supervisdo do
diretor cientifico Dr. André Santos e sob a coordenacao técnica da Dr.2 Sonia Reimé&o.

Na sua maioria, o laboratorio encontra-se automatizado e informatizado, dividindo-se
nas seguintes secgfes: zona de triagem, bioquimica e imunologia, hematologia,
microbiologia, biologia molecular, autoimunidade, sec¢éo de radioimunoensaio e zona
dos especialistas de andlises clinicas. Para além disso, o Labocentro possui ainda duas
salas de colheitas. A maior parte das andlises séo realizadas nos servi¢os de imunologia
e de bioquimica, que constituem o core laboratorial.

O presente relatério centrar-se-a nas areas de Hematologia e Imunologia, seguindo-
se uma descricdo detalhada das fases pré-analitica, analitica e pos-analitica do
Labocentro.

Figura 2.1: Laboratério de andlises clinicas Labocentro. A esquerda observa-se a vista da fachada
(figura do autor). A direita encontra-se a vista de satélite do laboratério, situado na Rua Gago Coutinho e
Sacadura Cabral, n® 136 — 138, no Pinhal Novo, distrito de Setubal (Google maps, Google, Estados Unidos).



3. Fase pré-analitica

O processo laboratorial envolve 3 fases, a fase pré-analitica, a analitica e a pos-
analitica. A fase pré-analitica € aquela que antecede o processamento das amostras e
esta sujeita a maior intervencdo humana estando, por isso, associada a maioria dos
erros laboratoriais®. Ainda assim, estes podem ocorrer durante todo o processo
laboratorial sendo, desta forma, essencial que todo o procedimento seja realizado com
0 maximo rigor, de modo a minimizar a ocorréncia de erros®.

No Labocentro, o processo laboratorial tem inicio no atendimento dos utentes na
rececdo, seguindo-se a colheita e respetiva identificacdo das amostras biol6gicas na
sala de colheitas. Estas seguem, posteriormente, para a zona de triagem, onde se
juntam as amostras provenientes dos postos de colheitas. Ai, as amostras sao
separadas consoante a secgdo a que se destinam: microbiologia (urina, exsudados
vaginais/uretrais, fezes, etc), bioquimica e imunologia (sangue em tubo sem
anticoagulante (tubo seco), amostras respiratérias para detecdo da infegcdo por
Helicobacter pylori e amostras de urina para o diagndstico imunolégico da gravidez),
biologia molecular (exsudados nasais/nasofaringeos) e hematologia (amostras de
sangue total anticoaguladas com &cido etilenodiaminotetracético tripotassico (EDTA Ks)
ou citrato de sodio).

Durante o periodo de estagio, as amostras de sangue em tubo seco foram
centrifugadas durante 10 minutos a 4000 rotacdes por minuto (rpm) na centrifuga 3-16P
(Sigma Laborzentrifugen, Alemanha), para obten¢cédo do soro. Depois, foram triadas no
sistema Indexor (Maksense, Portugal), recorrendo a leitura do cddigo de barras. Nesta
etapa, consoante o tipo de analise solicitado, as amostras de soro foram encaminhadas
para a seccdo de bioquimica e imunologia, autoimunidade, radioimunoensaio ou, no
caso em que os testes pedidos ndo eram efetuados no laborat6rio, o soro foi separado
e enviado para os laboratérios externos. Nos dias em que as andlises solicitadas ndo
foram efetuadas, foram separadas aliquotas de soro e congeladas entre -18°C e -25°C.

Quanto a triagem das amostras destinadas a sec¢do de hematologia, em primeiro
lugar, as amostras em tubo de citrato de sodio foram centrifugadas durante 10 minutos
a 4000 rpm. Depois, foi dada a entrada de colheitas no programa eDeialLab (Slice, Lda.,
Portugal), procedendo-se a sua separagdo consoante o tipo de andlise solicitado. As
amostras em EDTA Ks; foram separadas mediante a requisicdo de hemograma,
pesquisa de hemoglobinopatias, hemoglobina glicosilada, velocidade de sedimentacéo
eritrocitaria, grupo sanguineo, reacdo de Coombs direta ou pesquisa de anticorpos

irregulares. Nos casos em que analise solicitada era realizada noutra sec¢do do



laboratério, as amostras foram armazenadas entre 2°C e 8°C (biologia molecular) ou
centrifugadas (10 minutos a 4000 rpm) para separacdo de aliquotas de plasma
(bioguimica e imunologia, autoimunidade e radioimunoensaio). Nestes casos, quando a
analise solicitada ndo se realizava no préprio dia, as aliquotas foram congeladas entre
-18°C e -25°C. Relativamente as amostras anticoaguladas com citrato de sddio, estas
destinavam-se aos ensaios de hemostase (tempo de tromboplastina parcial ativada,
tempo de protrombina, determinacéo de d-dimeros e de fibrinogénio) e, sempre que as
analises solicitadas néo foram realizadas no préprio dia, separaram-se e congelaram-
se (entre -18°C e -25°C) as aliquotas de plasma. Independentemente da amostra
(anticoagulada com EDTA K3 ou com citrato de sédio), sempre que as analises pedidas
ndo eram realizadas no laboratério, foram enviadas aliquotas de plasma ou de sangue
total para os laboratorios externos.

Na etapa da triagem é importante ter atencédo a qualidade das amostras, tendo o
cuidado de verificar se a amostra é adequada para a realiza¢do das analises solicitadas.
Durante o estagio, na presenca de amostras que nao se encontrassem em condi¢cdes
de serem processadas (ex.. hemolise, amostra insuficiente, presenca de coagulo ou
colheita efetuada para um tubo incorreto) foi efetuado o pedido para repeticdo de
colheita.

No Labocentro, apos o atendimento dos utentes e da colheita, identificacéo,
transporte e triagem das amostras bioldgicas na fase pré-analitica, as amostras sao
encaminhadas para as diversas sec¢des do laboratério, de modo a serem processadas

durante a fase analitica do processo laboratorial.



4. Fase analitica

Na fase analitica do processo laboratorial é realizado o processamento das amostras
biolégicas. Esta etapa € maioritariamente automatizada, contudo, é necesséria a
intervengdo humana para garantir o funcionamento dos equipamentos e realizar a
verificacdo de reagentes e consumiveis, a calibracdo, o controlo de qualidade e a
validac&o técnica dos resultados. Os valores de referéncia de cada parametro séo tidos
em consideracdo na etapa de validacdo dos resultados, contudo, estes valores néo
serdo indicados no relatério, uma vez que dependem de diversos fatores e do parametro
em questao. De seguida, é feita uma descricdo dos procedimentos realizados na fase

analitica das secc¢des de hematologia e de imunologia no Labocentro.

4.1. Area de Imunologia

No Labocentro, os servicos de imunologia e de bioquimica situam-se na mesma
seccdo, constituindo o core laboratorial. Contudo, neste relatério, apenas serédo
abordados os parametros que foram avaliados através de ensaios imunolégicos.

As moléculas avaliadas durante o periodo de estigio enquadram-se nas seguintes
areas: serologia infeciosa, endocrinologia, alergologia, marcadores tumorais, doengas
autoimunes, marcadores de doenca cardiovascular e marcadores de anemia. Na
serologia infeciosa avaliou-se a resposta do hospedeiro a diversos agentes patogénicos,
através da determinacdo qualitativa e/ou quantitativa de anticorpos e antigénios,
contribuindo para o diagndstico e monitorizacdo de doencas associadas ao sistema
imunitario. Na endocrinologia foram determinados parametros associados a avaliagao
da funcdo tiroideia e paratiroideia, as hormonas de fertilidade, hormonas de funcéo
adrenal, hormonas gastrointestinais e ao rastreio pré-natal. Na alergologia foram
avaliadas as imunoglobulinas especificas envolvidas nas reac¢des alérgicas, auxiliando
a identificacdo do(s) alergénio(s) para o(s) qual(quais) o utente se encontra
sensibilizado. Na determinagdo de marcadores tumorais foram analisadas moléculas
produzidas pelas células neoplasicas ou pela resposta do organismo ao tumor,
auxiliando o diagnéstico e a monitorizacao de alguns tipos de neoplasias. Na area das
doencas autoimunes apenas foi avaliado um parametro associado a artrite reumatoide.
No doseamento de marcadores de doenca cardiovascular foram analisados parametros
associados a disturbios que afetam o coracdo ou 0s vasos sanguineos. Por dltimo, na
determinacdo de marcadores de anemia realizou-se o doseamento de moléculas
essenciais & hematopoiese, cuja deficiéncia € comumente observada em situacdes de

anemia.



A principal amostra utilizada nesta secc¢éo foi 0 soro, sendo também processadas
amostras de plasma e de urina. Estas amostras foram analisadas essencialmente em 2
equipamentos, no Alinity ci-series (Abbott, Estados Unidos) e no Immulite® 2000
(Siemens Healthineers, Alemanha). Para além disso, também se efetuaram ensaios
rapidos de imunocromatografia para a detecdo qualitativa da gonadotrofina coridnica
humana (hCG) em amostras de urina e testes respiratérios nao invasivos com ureia
marcada com “C para diagnéstico de infecédo do trato gastrointestinal por Helicobacter
pylori.

No laboratério, as amostras foram arquivadas entre 2°C e 8°C. As amostras com
resultados reativos na serologia infeciosa e/ou provenientes de gravidas foram
armazenadas numa seroteca. A seroteca consiste no armazenamento das amostras de
soro, possibilitando, sempre que necessario, a confirmacgao de resultados e/ou o estudo
da evolucdo patologica de determinadas doencas. Nesse sentido, foi separada uma
aliquota de soro e congelada (entre -18°C e -25°C). A excec&o das amostras da seroteca
que sdo armazenadas durante 1 ano, as restantes foram eliminadas apos 10 dias, desde
que as andlises estivessem completas.

Durante o periodo de estagio, as tarefas realizadas diariamente enquanto estagiaria
na area de imunologia foram as seguintes: ligar os equipamentos Alinity ci-series e
Immulite® 2000 e efetuar a sua manutencao, a verificagio de reagentes e consumiveis,
a calibracado e o controlo de qualidade, o processamento das amostras arquivadas para
realizacdo das andlises em falta, a seroteca, a triagem das amostras colhidas no
Labocentro e das amostras que chegam dos postos de colheita ap6s o soro ser obtido
por centrifugacdo, o processamento dessas amostras, incluindo a realizagdo do teste
respiratorio com ureia marcada com 4C para determinacgéo de infecdo por H. pylori e a
detecdo qualitativa de hCG em amostras de urina e o arquivo das amostras entre 2°C e
8°C, de acordo com a Figura 4.1.

De seguida, é abordado o funcionamento de cada equipamento, as diferentes areas

em estudo, a relevancia clinica de cada parametro avaliado e o seu principio de detecao.

4.1.1. Sistema Alinity ci-series

A maioria das amostras analisadas durante o periodo de estagio foi processada no
equipamento Alinity ci-series. Este dispositivo automatizado integra os ensaios de
guimica clinica e de imunologia, sendo que apenas os segundos serédo abordados neste
relatério. No Labocentro existem 2 destes equipamentos destinados a determinacéo de

parametros distintos. Ambos tém capacidade para 300 amostras e 117 reagentes,
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Arquivo das amostras (2-8°C)

Figura 4.1: Atividades realizadas diariamente na sec¢édo de imunologia do Labocentro. De manha, foi

efetuada a manutencdo dos equipamentos Alinity ci-series e Immulite® 2000, a verificagcdo de reagentes e

consumiveis, o controlo de qualidade e calibrag@o e o processamento das amostras com analises em falta.

A tarde, as amostras colhidas no préprio dia foram triadas e processadas. Quando solicitado, realizou-se o

teste respiratério para determinacéo de infegéo por H. pylori e a detecdo de hCG em amostras de urina. Ao

final do dia, as amostras foram armazenadas entre 2°C e 8°C. Figura do autor.
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apresentando um rendimento maximo de até 1550 testes/hora®.

Durante o estagio, ap6s a manutencao diaria, foi feita a verificacdo de reagentes e
consumiveis. No geral, 0os reagentes foram armazenados entre 2°C e 8°C, contudo,
dentro do equipamento, apenas apresentavam 30 dias de estabilidade. Para efetuar a
calibracdo e o controlo de qualidade utilizaram-se controlos e calibradores individuais,
multicalibradores ou multicontrolos, de acordo com o0s parametros em questao.
Dependendo do parametro, a andlise foi realizada todos os dias; as segundas, quartas
e sextas-feiras; as tercas e quintas-feiras; ou apenas consoante a data de saida, como
descrito na Tabela Suplementar 1.

A metodologia utilizada para determinacdo dos parametros imunoldgicos avaliados
foi o imunoensaio de microparticulas quimioluminescentes (CMIA) de 1 passo ou de 2
passos, que utiliza uma fase sdlida composta por microparticulas paramagnéticas
revestidas com moléculas de ligacdo ao parametro a detetar’. No imunoensaio de 1
passo, a amostra, as microparticulas e a molécula conjugada a acridina sdo incubadas
criando uma mistura de reacdo’. Apés a lavagem, adicionam-se as solucdes pré-
ativadora e ativadora e a reagdo quimioluminescente resultante é medida em unidades
relativas de luz (RLUs)’. No imunoensaio de 2 passos existe um 1° passo de
incubacdo da amostra com as microparticulas e, caso o parametro a detetar esteja
presente na amostra, liga-se as moléculas que as revestem’. Apés a lavagem, no 2°
passo, é adicionada a molécula conjugada a acridina, seguindo-se, posteriormente, a
adicdo das solucdes pré-ativadora e ativadora’. A reacéo quimioluminescente é medida
em RLUSs, de acordo com as instrucdes do fabricante (Abbott, Estados Unidos)’.

Independentemente da metodologia utilizada, a relagdo entre a quantidade de
molécula detetada na amostra e os RLUs detetados pelo sistema 6tico Alinity i podera
ser direta ou indireta, dependendo do parametro’. Nos ensaios qualitativos, a presenca
ou auséncia da molécula em estudo na amostra é determinada por comparacao do sinal
guimioluminescente com o cutoff. O cutoff é definido pela entidade que desenvolveu e
comercializa 0 ensaio e diz respeito ao valor que separa um resultado positivo/reativo
de um resultado negativo/nédo reativo. O resultado obtido é calculado automaticamente
da seguinte maneira: resultado = RLUamosta/RLUcutort. NO caso dos ensaios quantitativos,
o tipo de ensaio, a amostra utilizada, as unidades, a sensibilidade do ensaio, as
condigbes de armazenamento das amostras e o valor acima do qual se recomenda a
diluicdo da amostra encontram-se indicados na Tabela Suplementar 2, segundo as
instrucdes do fabricante (Abbott, Estados Unidos). No caso dos ensaios qualitativos, o

tipo de ensaio, a interpretacdo de resultados e as condicbes de armazenamento das
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amostras encontram-se na Tabela Suplementar 3, de acordo com as instru¢des do
fabricante (Abbott, Estados Unidos).

4.1.2. Sistema Immulite® 2000

O sistema de imunoensaio Immulite® 2000 é um equipamento automatizado utilizado,
no Labocentro, para a determinacdo de pardmetros na area da endocrinologia e
alergologia recorrendo a quimioluminescéncia. O equipamento é ligado a terca-feira e a
sexta-feira.

O imunoensaio utiliza uma fase soélida composta por esferas de poliestireno
revestidas com anticorpos e pode ser do tipo sandwich ou competitivo®. No
imunoensaio do tipo sandwich, a amostra é incubada com as esferas revestidas e,
caso o parametro a detetar esteja presente na amostra, liga-se aos anticorpos®. Apés a
lavagem, é adicionado o anticorpo conjugado a fosfatase alcalina, seguindo-se outro
periodo de incubagado®. Posteriormente, é adicionado o substrato quimioluminescente e
o sinal obtido é diretamente proporcional a quantidade de molécula presente na
amostra®. No imunoensaio competitivo, a amostra é incubada, num s6 passo, com as
esferas revestidas e com o antigénio conjugado a fosfatase alcalina®. A molécula a
detetar presente na amostra compete com o antigénio conjugado a enzima, pela ligacado
aos anticorpos nas esferas. Apds a adi¢cdo do substrato, o sinal quimioluminescente &
inversamente proporcional a quantidade de molécula na amostra®. As principais
caracteristicas destes ensaios encontram-se na Tabela Suplementar 4, de acordo com

as instrugdes do fabricante (Siemens Healthineers, Alemanha).

4.1.3. Parametros imunoldgicos analisados

4.1.3.1. Serologia infeciosa

As moléculas avaliadas nesta area, durante o periodo de estagio, encontram-se na
Tabela 4.1. Segue-se uma breve explicacdo sobre cada doenca em estudo, bem como
0s respetivos parametros analisados e o principio do teste de detec&o de cada um. E
necessario ter em atencdo que, em Portugal, as seguintes doencas sdo de declaracédo
obrigatdria: Hepatite A, Hepatite B, Hepatite C, Infecdo pelo SARS-CoV-2, Rubéola,
Rubéola Congénita, Sifilis, Sifilis Congénita, Toxoplasmose Congénita e Infe¢do pelo

VIH, pelo que os casos reativos foram reportados®.

Hepatite A
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A hepatite A é uma doenca infeciosa do figado causada pelo virus da hepatite A
(HAV). Na maioria dos casos, ocorre de forma ligeira, podendo manifestar-se de forma
assintomatica. O HAV, identificado em 19732, replica-se principalmente nos hepatécitos
e é eliminado nas fezes!!. Desta forma, a sua transmisséo ocorre, sobretudo, pela via
oral-fecal através do consumo de agua ou alimentos contaminados, sendo o risco de
transmissdo superior nos paises em desenvolvimento!*2, A prevencdo da infecédo
passa pela vacinagdo e adocao de boas praticas de saneamento e higiene!?13,

Clinicamente, a hepatite A pode ser indistinguivel das infe¢des pelos virus da hepatite
B ou C, pelo que o diagndstico é obtido com recurso aos testes seroldgicos!®. A detecdo
de anticorpos IgM contra as proteinas da capside do HAV (anti-HAV IgM), detetaveis
entre 5 e 10 dias antes do inicio dos sintomas e indetetaveis até 6 meses apos a infecao,
permite confirmar o diagnéstico de infecdo aguda®®. Ja os anticorpos IgG (anti-HAV IgG)
aparecem no decurso da infecdo e permanecem detetaveis ao longo da vida*®.

Determinacao qualitativa de anti-HAV IgG e anti-HAV IgM no soro e plasma: As
determinacfes foram realizadas, respetivamente, segundo o0s imunoensaios de 2
passos Alinity i HAVADb IgG (G74582R04, Abbott, Estados Unidos) e Alinity i HAVAb IgM
(G74583R05, Abbott, Estados Unidos), através de tecnologia CMIA (Figura 4.2-A;

Tabela Suplementar 5).

Hepatite B

A hepatite B é uma infecdo do figado causada pelo virus da hepatite B (HBV).
Inicialmente, os sintomas séo leves, agravando-se com o decurso da doenca até
progredir, em alguns casos, para um estado crénico*. A transmissao viral ocorre através
do contacto com fluidos corporais (sangue, sémen, secre¢des vaginais, saliva) infetados
ou a partir da transmisséo perinatal do HBV da mée para o filho'®. A vacina contra a
hepatite B é a principal forma de prevencéo desta doenca e, em Portugal, faz parte do
programa nacional de vacinacéo®.

Os testes serolégicos servem de auxilio ao diagndéstico, existindo 6 marcadores
comumente avaliados: o antigénio de superficie da hepatite B (HBsAg), os anticorpos
contra o HbsAg (anti-HBs), 0 antigénio e do virus da hepatite B (HBeAg), os anticorpos
contra 0 HBeAg (anti-HBe) e os anticorpos contra o antigénio core do virus da hepatite
B (anti-HBc e anti-HBc IgM)!®. O HBsAg, responsavel pela ligacdo do virus aos
hepatdcitos, é a estrutura alvo dos anticorpos neutralizantes e é o primeiro a ser
detetado, indicando uma infecdo aguda'*. A detecdo deste parametro por um periodo
superior a 6 meses apos a infecdo sugere uma doenca crénica'#!®. Ja a detecdo de anti-

HBs indica a recuperacdo de uma infecdo ou imunidade por vacinacdo. Com a
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destruicdo imunomediada da nucleocapside viral, é exposto o HBeAg'®. A sua presenca
indica replicacédo viral ativa e um elevado risco de transmissao, contudo, a detecdo por
um periodo superior a 3 meses apés a infecdo sugere a progressdo para doenca
crénica®. JA a sua auséncia pode indicar uma infecdo aguda ou convalescenca
precoces, distinguidas através do ensaio de detecdo de anti-HBe. No periodo entre o
desaparecimento de HBsAg e o aparecimento de anti-HBs, o Unico marcador positivo é
o anti-HBc IgM, normalmente detetavel entre 4-6 meses'®. Ao longo da infecéo, os anti-
HBc IgM véo sendo substituidos pelos anticorpos IgG, detetados no ensaio anti-HBc?.

Determinag&o quantitativa de anti-HBs no soro e plasma: Foi realizada segundo
o Alinity i Anti-HBs (G74612R04, Abbott, Estados Unidos), um imunoensaio de 2 passos
que utiliza tecnologia CMIA (Figura 4.2-B; Tabela Suplementar 5).

L~ > Sinal
quimioluminescente

A

._—> Anticorpo contra o anticorpo a detetar —
conjugado a acridina .

Anticorpo a <—._

Antlgenlo s
detetar ‘*'-
7 pY = Adigdo das solugbes pré-
)/ \ Lavagem ( 4 \‘ ativadora e ativadora
rf \ E—

1° Passo 2° Passo Detecéo do sinal quimiocluminescente em RLUs
B Sinal quimioluminescente
Anticorpo a <— ﬁ Antigénio conjugado a acridina L

detetar \ Antlgemo \
*

\ P Adl(;.ao das solugdes pré- < ,(,/I'*"‘i S \
_f‘/ \_ Lavagem '1.\__(, \ at\vadora e ativadora E\-,"' \ o
i \ [ \
S A
1° Passo 2° Passo Detegéo do sinal quimioluminescente em RLUs

Figura 4.2: Detegdo de anticorpos através de um imunoensaio CMIA de 2 passos por relagdo direta.
No 1° passo, 0s anticorpos presentes na amostra ligam-se aos antigénios nas microparticulas
paramagnéticas. No 2° passo € adicionado anticorpo (A) ou antigénio (B) conjugado a acridina, que se liga
ao complexo formado. Ap6s a adigdo das solucdes pré-ativadora e ativadora, existe uma relacédo direta
entre a quantidade de anticorpo na amostra e os RLUs detetados. Figura do autor.

Determinacdo qualitativa de HBsAg no soro e plasma: Realizou-se segundo o
Alinity i HBsAg Qualitative Il (G74585R05, Abbott, Estados Unidos), um imunoensaio
CMIA de 1 passo (Figura 4.3; Tabela Suplementar 6). Perante amostras repetidamente
reativas, realizou-se o Alinity i HBsAg Qualitative Il Confirmatory (G74580R03, Abbott,
Estados Unidos), um imunoensaio CMIA de 2 passos (Figura 4.4; Tabela Suplementar
7), que deteta HBsAg no soro e plasma por neutralizagédo por anticorpos especificos.

Determinacdo qualitativa de anti-HBc IgM e anti-HBc no soro e plasma: As
determinagbes realizaram-se, respetivamente, segundo o Alinity i Anti-HBc IgM
(G74462R05, Abbott, Estados Unidos) e o Alinity i Anti-HBc 1l (G74484R04, Abbott,

-13-



Estados Unidos), ambos imunoensaios CMIA de 2 passos (Figura 4.2-A - ensaio anti-
HBc; Tabela Suplementar 5). No ensaio anti-HBc IgM, o principio de detecdo encontra-
se na Figura 4.2-B, mas as moléculas que revestem as microparticulas sdo anticorpos.

Determinacdo qualitativa de HBeAg no soro e plasma: Foi realizada segundo o
Alinity i HBeAg (G74577R04, Abbott, Estados Unidos), um imunoensaio CMIA de 2

passos (Figura 4.4; Tabela Suplementar 7).

> Anticorpo conjugado a acridina
/ \ Sinal quimicluminescente <. |/
- Ve RS
If\_ ) Anticorpo contra o A i

parametro a detetar / N
Parametro a S N\
s P =
=R Y o) " Y Y Y g
;k \% Adigdo das solugdes pré- W / \%
ativadora e atwadora Y {

Figura 4.3: Imunoensaio CMIA de 1 passo por relacdo direta. A amostra € combinada com anticorpo

conjugado a acridina e com as microparticulas revestidas com anticorpos contra a molécula a detetar. Apés
a adicdo das solucdes pré-ativadora e ativadora, existe uma relacéo direta entre a quantidade de molécula
na amostra e os RLUs detetados. Figura do autor.

Sinal quimioluminescente

R
~_» Anticorpo secundario .
Molécula a Antlcorpo primério conjugado a acridina
<
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‘ @ L Adicdo das solugdes pré- . A ﬂ .
/ \JL% ativadora e ativadora g&/ \

Lavagem
i—1 ’

1° Passo 2° Passo Detegao do sinal quimioluminescente em RLUs

Figura 4.4: Detecdo de parametros imunoldgicos (excluindo anticorpos) através de um imunoensaio

CMIA de 2 passos por relacéo direta. No 1° passo, a molécula a detetar presente na amostra liga-se aos
anticorpos nas microparticulas. No 2° passo, o0 anticorpo secundério conjugado a acridina liga-se a esse
complexo. Existe uma relacéo direta entre a quantidade de molécula na amostra e os RLUs detetados.

Figura do autor.

Determinacédo qualitativa de anti-HBe no soro e plasma: Foi realizada de acordo
com o Alinity i Anti-HBe (G74461R04, Abbott, Estados Unidos), um imunoensaio
competitivo CMIA de 2 passos (Tabela Suplementar 8). O principio de ensaio encontra-
se na Figura 4.4, contudo, a molécula a detetar ndo se encontra na amostra, mas sim
no reagente neutralizante. Desta forma, existe uma relagdo inversa entre a quantidade

de anti-HBe na amostra e os RLUs detetados.

Hepatite C

A hepatite C é uma infecdo do figado provocada pelo virus da hepatite C (HCV).
Cerca de 80% a 85% dos individuos infetados evolui para um estado de hepatite crénica

e, consequentemente, de cirrose e/ou carcinoma hepatocelulart’8, A transmisséo viral
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ocorre principalmente por via sanguinea e, menos frequentemente, por contacto
sexual'’. O diagndstico da doenca consiste em ensaios de detecéo de anticorpos contra
0 HCV (anti-HCV) e de RNA viral'’. Atualmente, a vacinagéo ainda nédo esta disponivel,
mas o0 aparecimento dos antivirais de acdo direta, em 2011, veio revolucionar o
tratamento, permitindo a erradicacdo da infecdo de forma permamentel’-8,

Determinacdo qualitativa de anti-HCV no soro e plasma: Foi realizada segundo o
Alinity i Anti-HCV (HO7801R03, Abbott, Estados Unidos), um imunoensaio CMIA de 2
passos (Figura 4.2-A; Tabela Suplementar 5).

Infecdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (VIH)

O virus da imunodeficiéncia humana (VIH) pode ser de 2 tipos: VIH-1 e VIH-2, sendo
0 primeiro 0 mais prevalente e patogénico'®. O virus infeta principalmente os linfocitos
T CD4*, mas também os mondcitos, macrofagos e células dendriticas, comprometendo
o sistema imunitario do hospedeiro*®. A longo prazo, a infecéo leva a imunodeficiéncia
e inflamagé&o cronica, contribuindo para a ocorréncia da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA). A transmiss&o viral ocorre através do contacto com fluidos corporais
infetados devido essencialmente a praticas sexuais desprotegidas, partilha de
agulhas/seringas e transmissédo da mae para o filho. Segundo as European guidelines
for HIV testing, € recomendado realizar ensaios de detecdo simultanea do antigénio p24
e de anticorpos IgM e IgG contra o VIH-1 e VIH-2 (anti-VIH-1/2)%*. Os resultados
positivos devem ser confirmados por um ensaio que permita a distingao entre infe¢des
por VIH-1 e/ou VIH-22°, O tratamento atual consiste na terapia antirretroviral, contudo
ndo é uma cura, pois apesar de inibir o ciclo de vida viral, ndo elimina o acido
desoxirribonucleico (DNA) proviral e, por isso, o virus permanece em estado latente.

Determinacédo qualitativa do antigénio p24 do VIH e de anticorpos anti-VIH-1/2
no soro e plasma: Baseou-se no imunoensaio CMIA de 2 passos (Figuras 4.2-B e 4.4;
Tabela Suplementar 5) Alinity i HIV Ag/Ab Combo (G74460R05, Abbott, Estados
Unidos). Perante amostras repetidamente reativas, realizou-se o Geenius™ HIV 1/2
Confirmatory Assay (72460, Bio-Rad, Estados Unidos), um ensaio imunocromatografico
gue permite confirmar a infecéo e distinguir entre a presenca de anti-VIH-1 e anti-VIH-2
em amostras de sangue total, soro ou plasma?. O teste utiliza uma membrana de
nitrocelulose com uma fase estacionaria constituida por antigénios do VIH-1 (p31,
gpl60, p24, gp4l) e VIH-2 (gp36, gpl40) na area de teste e pela proteina A na linha de
controlo (Figura 4.5-A)?*. A fase moével é composta pela proteina A conjugada a

particulas coloidais de ouro?!. Na realizacdo do ensaio, a amostra é aplicada na area
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“amostra + tampao” e, apés a migracao até a area de teste, € colocado tampéo adicional
na regido “tampao”, de modo a facilitar o fluxo lateral?t. A proteina A conjugada liga-se
as imunoglobulinas 1IgG na amostra que, caso sejam contra o VIH, reagem com 0s
antigénios imobilizados na linha de teste, formando uma banda colorida (Figura 4.5-B)?*.
Na auséncia de anti-VIH na amostra, esta linha ndo aparecera (Figura 4.5-C)?*. O
conjugado ligado a imunoglobulinas IgG (exceto IgG anti-VIH) continua a migrar ao
longo da membrana até reagir com a proteina A na linha de controlo, formando uma
banda que devera estar sempre presente, indicando que a aplicagcdo e migracdo do
reagente e da amostra foram corretas?. Os resultados devem ser lidos entre 20 e 30
minutos, sendo possivel obter: 2 bandas na regido VIH-2 (positivo para anti-VIH-2), 2 ou
mais bandas na regiao VIH-1, sendo pelo menos 1 delas na regido gpl160 ou gp4l
(positivo para anti-VIH-1), auséncia de bandas (negativo) ou auséncia da linha de

controlo (invalido)?t. Qualquer outro resultado é indeterminado?*.
[ ]

A B ® ° [ )
] Jl\ ®
> ® 10K001000105 | Positivo
Linha de teste Linha de controlo
Cc e 2

Banda 1: gp36 (VIH-2 ENV) Banda 5: p24 (VIH-1 GAG)

Banda 2: gp140 (VIH-2, ENV)  Banda 6: gp41 (VIH-1 ENV) ‘ Negativo
Banda 3: p31 (VIH-1 POL) Banda controlo: Proteina A . .
Banda 4: gp160 (VIH-1 ENV) Linha de teste Linha de contrelo
AK Anticorpo IgG anti-VIH-1 ou anti-VIH-2 na amostra g}%& Outras imunoglobulinas IgG na amostra
4 Proteina A conjugada a particulas coloidais de ouro Proteina A D] Antigénios do VIH-1 e do VIH-2

Figura 4.5: A: Detecéo qualitativa de anticorpos anti-VIH-1 e anti-VIH-2 por imunocromatografia. A
membrana contém antigénios do VIH na area de teste (bandas 1 a 6) e a proteina A na linha de controlo. A
proteina A conjugada liga-se as imunoglobulinas IgG presentes na amostra. Se estas forem anti-VIH,
reagem contra os antigénios imobilizados na area de teste, formando uma linha colorida. O conjugado ligado
a imunoglobulinas IgG (excepto IgG anti-VIH) continuara a migrar ao longo da membrana até reagir com a
proteina A na linha de controlo. B: Resultado positivo. C: Resultado negativo. Adaptado de Geenius™ HIV
1/2 Confirmatory Assay?!.

Sifilis

A sifilis € uma infe¢do causada pela bactéria Treponema pallidum. A transmissao
pode ocorrer através de contacto sexual ou pela via transplacentaria, originando sifilis
congénita??. A sifilis apresenta 3 fases: primaria, secundaria e terciaria, havendo um
periodo de laténcia entre elas, caracterizado pela auséncia de manifestacdes clinicas,

mas testes seroldgicos positivos?.
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O diagnéstico baseia-se em microscopia de campo escuro para observacdo da
bactéria e ensaios de detecdo de anticorpos contra T. pallidum (anti-TP)?2. Estes
ensaios classificam-se em ndo treponémicos e treponémicos. Os testes nao
treponémicos detetam anticorpos inespecificos, enquanto os testes treponémicos
detetam anticorpos especificos contra o T. pallidum?2. No Labocentro, sempre que é
solicitado um ensaio nao treponémico, em primeiro lugar, é realizado 0 ensaio
treponémico de detecdo de anticorpos contra o T. pallidum por metodologia CMIA. Caso
o resultado seja reativo procede-se a realizacédo do ensaio ndo treponémico.

Determinac&o qualitativa de anti-TP no soro e plasma: Foi realizada segundo o
Alinity i Syphilis TP (G74507R04, Abbott, Estados Unidos), um imunoensaio CMIA de 2
passos (Figura 4.2-A; Tabela Suplementar 5).

Rubéola

A Rubéola é uma infegéo viral, geralmente, leve e autolimitada causada pelo virus
da Rubéola. A transmissdo pos-natal ocorre através do contacto com secrecdes
nasofaringeas de pessoas infetadas, sendo mais frequente em criancas e jovens
adultos?. Neste caso, a infecdo manifesta-se de forma assintomatica em cerca de 25%
a 50% dos doentes e, na presenca de sintomas, € comum existir febre, linfadenopatia e
erupcdo cutanea®. O virus pode ainda ser transmitido por via transplacentaria, sendo
que o risco de defeitos congénitos varia consoante a idade gestacional. A infegdo nas
primeiras 10 semanas da gravidez pode resultar na sindrome da rubéola congénita,
levando a aborto espontaneo, morte fetal ou defeitos congénitos graves?3.

O diagnostico é obtido através da detecdo de anticorpos IgM (anti-Rubéola IgM) e
lgG (anti-Rubéola IgG) anti-virus da Rubéola. Os primeiros sdo normalmente detetaveis
cerca de 4 dias apés o inicio da erupgao cutanea, indicando uma infecéo aguda?. Num
caso de reinfecdo, verifica-se um aumento de cerca de 4 vezes no titulo de anticorpos
IgG?3. A determinacéo de anti-Rubéola IgG deve ser realizada sempre que uma pessoa
gravida for exposta a um caso suspeito de Rubéola?®. Caso o resultado seja reativo, é
provavel que a pessoa esteja imune e possa ser tranquilizada, contudo, perante um
ensaio ndo reativo, devera testar-se para anti-Rubéola IgM e IgG num periodo de 3
semanas para excluir uma infecdo priméaria?®. Em Portugal, a vacina faz parte do
programa nacional de vacinacéo e é a principal forma de prevencéo da doenca'®.

Determinacdo qualitativa e quantitativa de anti-Rubéola IgG no soro e plasma:
Foi realizada segundo o Alinity i Rubella IgG (G74591R04, Abbott, Estados Unidos), um

imunoensaio CMIA de 2 passos (Figura 4.2-A; Tabela Suplementar 5).
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Determinacdo qualitativa de anti-Rubéola IgM no soro e plasma: Baseou-se no
imunoensaio CMIA Alinity i Rubella IgM (G74581R04, Abbott, Estados Unidos) de 2
passos (Figura 4.2-A; Tabela Suplementar 5).

Toxoplasmose

A toxoplasmose é uma infecdo causada pelo parasita Toxoplasma gondii,
protozoario intracelular obrigatdrio. Normalmente, a doenca manifesta-se de forma
assintomatica, contudo, alguns dos sintomas mais comuns sdo: mal-estar, febre, dores
musculares, aumento dos géanglios linfaticos e hepatoesplenomegalia. A transmissao
ocorre através da ingestdo de alimentos crus ou mal cozinhados contaminados com a
forma inativa do protozoario (oocistos), por contacto com terra contaminada, pela via
transplacentéria, transplante de 6rgdos ou transfusdo sanguinea?. Os oocistos séo
produzidos no hospedeiro definitivo (familia Felidae), sendo eliminados nas suas
fezes?*. Se ingeridos, desenvolvem-se em taquizoitos, que se multiplicam e destroem
as células do hospedeiro. Nos tecidos, convertem-se em bradizoitos, que se
estabelecem na forma de cistos, permanecendo na forma latente?*. Quando os cistos
sdo ingeridos através de carne crua ou mal cozinhada, os bradizoitos sao convertidos a
taquizoitos, continuando o ciclo de vida deste protozoario?.

Os testes serolégicos de detecdo de anticorpos IgM (anti-Toxo IgM) e/ou IgG (anti-
Toxo 1gG) contra T. gondii sdo a primeira abordagem para identificar esta infe¢cdo. Os
anti-Toxo IgM sdo detetados em caso de infecdo recente, mas podem persistir até 18
meses apoés a infecdo?. A presenca de anti-Toxo IgG indica que a infe¢éo ocorreu, mas
ndo distingue entre infecdo recente ou uma recuperacdo. Para fazer essa distin¢ao,
deve-se testar a avidez dos anticorpos anti-Toxo IgG. Um alto indice de avidez é uma
forte indicacdo de que a infe¢@o ocorreu ha mais de 4 meses, contudo, uma baixa avidez
ndo serve para o diagnoéstico de infecdo aguda®.

Determinacdo qualitativa de anti-Toxo IgM no soro e plasma: Baseou-se no
Alinity i Toxo IgM (G74584R07, Abbott, Estados Unidos), um imunoensaio CMIA de 2
passos (Figura 4.6; Tabela Suplementar 5).

\‘/

Anticorpg anti-p30 de: T gondii o N Sinal
Ant|00rpo anti- conjugado a acridina qmmlolummescente
Toxo IgM
Anncorpo IgM 9 Llsado de T. gondii
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IgM humana \ Adicdo das solugdes pré-
atlvadora e ativadora
1° Passo 2° Passo Detegéo do sinal quimioluminescente em RLUs
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Figura 4.6: Imunoensaio CMIA de 2 passos para dete¢cdo de anti-Toxo IgM. No 1° passo, as
imunoglobulinas IgM presentes na amostra ligam-se aos anticorpos anti-lgM humana que revestem as
microparticulas. No 2° passo, o complexo anticorpo anti-p30 de T. gondii — lisado de T. gondii conjugado a
acridina liga-se as imunoglobulinas anti-Toxo IgM. Existe uma relagdo direta entre a quantidade de anti-
Toxo IgM na amostra e os RLUs detetados. Figura do autor.

Determinacdo quantitativa de anti-Toxo IgG no soro e plasma: Foi realizada
segundo o Alinity i Toxo IgG (G74600R04, Abbott, Estados Unidos), um imunoensaio de

2 passos que utiliza tecnologia CMIA (Figura 4.2-A; Tabela Suplementar 5).

Infec@o por citomegalovirus

A infecdo por citomegalovirus (CMV) &, geralmente, assintomatica e autolimitada em
individuos saudaveis, contudo, em hospedeiros imunocomprometidos e em caso de
infecdo congénita, pode ser fatal®®. Os bebés podem ser infetados através da via
transplacentaria, durante o parto ou por ingestéo de leite materno infetado. Para além
disso, a transmissao viral pode ocorrer por contacto com fluidos corporais infetados,
transplante de 6rgéos ou transfusdo sanguinea®. Apés a infecdo, o CMV permanece
em estado latente no hospedeiro, podendo haver reativacéo viral?.

Os testes seroldgicos auxiliam o diagnostico da infe¢do e baseiam-se na detecao de
anticorpos IgM (anti-CMV IgM) e IgG (anti-CMV IgG) contra o CMV. O ensaio anti-CMV
IgM é comumente utilizado como indicador de infegdo primaria, contudo, estes
anticorpos podem ser detetados em caso de reinfecdo ou reativacdo viral?’. Para
distinguir entre infe¢do primaria e recuperacéo, deve-se avaliar a avidez de anticorpos
anti-CMV 1gG?%’. Uma avidez elevada indica uma infecdo anterior?’. Um resultado anti-
CMV IgM reativo, com um resultado de baixa avidez anti-CMV IgG, é um forte indicador
de infecdo primaria nos Ultimos 4 meses?’. Um aumento substancial de anti-CMV IgG
com a presenca de anti-CMV IgM, pode indicar uma infecdo ativa.

Determinac&o qualitativa e semi-quantitativa de anti-CMV IgG no soro e
plasma: Foi realizada segundo o Alinity i CMV IgG (G74494R06, Abbott, Estados
Unidos), um imunoensaio CMIA de 2 passos (Figura 4.2-A; Tabela Suplementar 5).

Determinacdo qualitativa de anti-CMV IgM no soro e plasma: Foi realizada
segundo o Alinity i CMV IgM (G74493R04, Abbott, Estados Unidos), um imunoensaio
CMIA de 2 passos (Figura 4.2-A; Tabela Suplementar 5).

Infecdo pelo virus Epstein Barr

O virus Epstein Barr (EBV) € o principal agente causador de mononucleose

infeciosa, uma doenca que afeta principalmente criancas e jovens?. Nas criancas, a
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infecdo é normalmente assintomética. Ainda assim, algumas manifestacBes clinicas
comuns sdo: linfadenopatia, cefaleia, mal-estar, febre e dor de garganta?®?°. A nivel
laboratorial, ¢ comum observar linfocitose e linfécitos atipicos?®. A transmissédo do EBV
ocorre principalmente através do beijo, da tosse ou da partilha de alimentos?. Apés a
transmissdo, o virus infeta as células epiteliais e os linfécitos B da orofaringe,
comecando a replicar-se e a disseminar para o resto do organismo?®2°, Como auxilio ao
diagnéstico, realiza-se um teste de detecdo de anticorpos heterdfilos contra o EBV,
designado Monospot test, juntamente com os ensaios de dete¢&do de anticorpos IgM
(anti-VCA IgM) e 1gG (anti-VCA 1gG) contra o antigénio da capside do EBV (VCA)%. A
presenca de anti-VCA IgM indica uma infecdo aguda, enquanto a presenca de anti-VCA
IgG sugere uma infecdo crénica ou uma recuperacao?®.

Determinacéao qualitativa de anti-VCA IgG e anti-VCA IgM no soro e plasma: As
determinagcBes basearam-se, respetivamente, nos imunoensaios CMIA de 2 passos
(Figura 4.2-A; Tabela Suplementar 5) Alinity i EBV VCA IgG (G74678R04, Abbott,
Estados Unidos) e Alinity i EBV VCA IgM (G74684R01, Abbott, Estados Unidos).

Infec&o pelo virus linfotropico-T humano do tipo 1 (HTLV-I) e do tipo 2 (HTLV-II):

Atualmente, ja foram identificados 4 tipos de virus linfotropicos-T humanos (HTLV):
HTLV-Il, HTLV-Il, HTLV-lIl e HTLV-IV. O HTLV-l é clinicamente mais significativo,
seguindo-se o HTLV-II*°. Estima-se que o HTLV-I infete entre 10 e 20 milhdes de
pessoas no mundo®’. Como estes virus infetam os linfécitos T humanos, a transmissdo
ocorre a partir do contacto com linfécitos infetados, através de transmissao vertical da
mae para o filho, praticas sexuais desprotegidas e transfusbes sanguineas®.
Normalmente, a infecao inicial & assintomatica, mas pode levar a um linfoma de células
T do adulto (ATLL) ou a paraparesia espastica tropical/mielopatia associada ao HTLV-I
(HAM/TSP)®. A ATLL caracteriza-se pela expanséo clonal neoplasica de células T-
CD4" infetadas, enquanto a HAM/TSP é caracterizada por uma paraparesia lenta
progressiva com espasticidade associada®. O HTLV-I esta ainda associado a doencas
neurolégicas, dermatoldgicas, oftalmoldgicas, reumatolégicas e pulmonares®. Os testes
seroldgicos de detegdo de anticorpos contra 0 HTLV-I e/ou HTLV-II servem de auxilio
ao diagnéstico, contudo, apenas os ensaios de polymerase chain reaction (PCR)

permitem quantificar a carga viral e distinguir entre uma infecdo pelo HTLV-l ou HTLV-
1%,
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Determinacdo qualitativa de anti-HTLV-l/ll no soro e plasma: Foi realizada
segundo o Alinity i rHTLV-I/Il (G74570R05, Abbott, Estados Unidos), um imunoensaio

de 2 passos que recorre a tecnologia CMIA (Figura 4.2-B; Tabela Suplementar 5).
Doenca do coronavirus (COVID-19)

A doencga do coronavirus (COVID-19) é uma doenca infeciosa causada pelo virus
SARS-CoV-2. Os primeiros casos foram descritos em dezembro de 2019, em Wuhan,
China®. No dia 11 de marco de 2020, a COVID-19 foi reconhecida pela Organizacdo
Mundial de Salde como uma pandemia®’. A maioria dos individuos infetados
desenvolve doenca leve a moderada, recuperando sem necessidade de hospitalizacao.
A transmissao ocorre essencialmente através da exposicao a goticulas respiratorias que
transportam o virus®!. A prevencdo passa pela adocdo de medidas de saude publica
(uso de mascara, etiqueta respiratoria, distanciamento social, higienizagdo frequente) e
pela vacinacdo. A vacinacdo veio reduzir o risco de infegdo por SARS-CoV-2 e a
evolugdo para doenca grave e morte por COVID-19. Os testes moleculares de
amplificacdo de A&cidos nucleicos representam o método de referéncia para o
diagnostico e rastreio da infecdo por SARS-CoV-23%. Em Portugal, sdo ainda realizados
testes rapidos de antigénio de uso profissional e em modalidade de autoteste, de modo
a se obter um resultado rapido e se proceder a implementacdo das medidas
necessarias. Para além disso, sdo realizados testes seroldgicos para avaliar a resposta
imunoldgica a infegdo. No Labocentro, realizam-se ensaios de dete¢cdo de anticorpos
IgM contra a proteina spike do SARS-CoV-2 (anti-SARS-CoV-2 IgM), anticorpos IgG
contra o dominio de ligacdo do recetor da subunidade S1 da proteina spike do SARS-
CoV-2 (anti-spike SARS-CoV-2 1gG) e anticorpos IgG contra a proteina da
nucleocapside do SARS-CoV-2 (anti-nucleocapside SARS-CoV-2 IgG).

Determinacédo qualitativa de anti-SARS-CoV-2 IgM e anti-nucleocapside SARS-
CoV-2 1gG no soro e plasma: As determinagfes realizaram-se, respetivamente,
segundo o SARS-CoV-2 IgM (H13155R03, Abbott, Estados Unidos) e 0 SARS-CoV-2
IgG (HO8536R03, Abbott, Estados Unidos), ensaios CMIA de 2 passos (Figura 4.2-A;
Tabela Suplementar 5).

Determinacéo qualitativa e quantitativa de anti-spike SARS-CoV-2 IgG no soro
e plasma: Foirealizada segundo o imunoensaio de 2 passos SARS-CoV-2 IgG Il Quant
(H13949R02, Abbott, Estados Unidos), que recorre a tecnologia CMIA (Figura 4.2-A,

Tabela Suplementar 5).

Infecdo por Helicobacter pylori
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A infecdo por Helicobacter pylori é uma patologia de elevada prevaléncia causada
por uma bactéria que cresce no trato gastrointestinal®®. A sua transmissdo ocorre
através do contacto direto com saliva, vomito ou matéria fecal®*. Geralmente, a doenca
€ assintomatica, contudo, pode dar origem a gastrite, Ulceras pépticas e até mesmo a
neoplasias malignas do estdmago®. O diagnéstico é realizado através de um teste
respiratério de ureia marcada com “C, da pesquisa de antigénio de H. pylori em
amostras fecais ou através de endoscopia e bidpsia®®. Os dois primeiros devem ser
realizados para confirmacgéo da erradicacdo da infecdo, cerca de 4 semanas apoés o fim
do tratamento.

Determinacédo qualitativa de infecdo por Helicobacter pylori: Realizou-se no
analisador Heliprobe® (Kibion AB, Suécia) através de um teste respiratdrio ndo invasivo
com ureia marcada com #C, que tem por base a producdo de urease pela bactéria H.
pylori. Esta enzima catalisa a hidrélise de ureia marcada com **C em **CO, e NH3 sendo
0 CO; expelido no ar expirado, enquanto o NH3 e a ureia marcada com **C em excesso
sdo excretados na urina®*. Em individuos saudaveis, na auséncia de H. pylori, a ureia
14C néo é hidrolisada e o *CO; nédo é detetado no ar expirado, contrariamente ao que
acontece em individuos infetados®*. O ensaio comeca com a ingestdo de uma capsula
HeliCap com ureia **C (1 uCi). Ap6s cerca de 10 minutos, o individuo devera expirar
para o BreathCard™ Heliprobe para colheita da amostra e adsorcdo de CO; pelos filtros
de reatividade. A expiracdo devera ser realizada até o indicador mudar de cor laranja
para amarela (1-4 minutos). De seguida, o BreathCard é analisado no sistema
Heliprobe. Cada ciclo de medi¢cdo tem uma duracdo de 250 segundos e baseia-se na
medicdo da radiacdo R emitida pelo *CO; **. Os resultados sdo expressos como:
Heliprobe 0 (auséncia de infecdo), Heliprobe 1 (limiar de infecdo) e Heliprobe 2

(presenca de infecéo)*.
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Tabela 4.1: Parametros detetados na area de serologia infeciosa do Labocentro e respetiva doenga em
estudo. Tabela do autor.

Doencga Parametro analisado
Hepatite A Anti-HAV 1gG
Anti-HAV IgM
Hepatite B HBsAg
Anti-HBs
Anti-HBc IgM
Anti-HBc
HBeAg
Anti-HBe
Hepatite C Anti-HCV
Sifilis Anti-TP
Infec&o pelo VIH Antigénio p24 do VIH e anti-VIH-1/2
Rubéola Anti-Rubéola IgG
Anti-Rubéola IgM
Toxoplasmose Anti-Toxo IgG
Anti-Toxo IgM
Infec&o por Anti-CMV IgG
Citomegalovirus Anti-CMV IgM
Infecéo pelo EBV Anti-VCA 1gG
Anti-VCA IgM
Infegéo por HTLV ~ Anti-HTLV-I/II

COVID-19 Anti-SARS-CoV-2 IgM
Anti-spike SARS-CoV-2 IgG
Anti-nucleocapside SARS-CoV-2 IgG
Infecdo por 14C0O2 no ar expirado

Helicobacter pylori

4.1.3.2.

As moléculas avaliadas nesta area, durante o periodo de estagio, encontram-se na

Endocrinologia

Tabela 4.2. Abaixo, encontra-se uma breve explicacao sobre cada parametro em estudo

e 0 seu principio de detecao.
Avaliacdo da funcéo tiroideia:

A tiroide € uma glandula enddcrina responséavel pela produgéo de triiodotironina (Ts)
e tiroxina (T4), através de mecanismos de feedback negativo e positivo. Por um lado,

perante a diminuicdo dos niveis sanguineos destas hormonas, os neurdnios do
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hipotalamo secretam a hormona libertadora de tirotropina, que estimula as células
tirotréficas da pituitaria anterior a secretarem a hormona estimulante da tiroide (TSH)®.
A TSH atua nas células foliculares da tiroide, estimulando a producgédo de T3 e T, 33,
Por outro lado, niveis elevados de Ts e T4 levam a inibicdo da producéo de TSH¥.

Na sintese de Tz e T4, 0 iodeto que se encontra em circulacdo € captado para os
foliculos da tiroide, onde esta armazenada a tiroglobulina (Tg), uma proteina
precursora®®>3®, O iodeto é oxidado a iodo pela peroxidase da tiroide (TPO) e
posteriormente ligado aos residuos de tirosina da Tg, formando monoiodotirosina (MIT)
e diiodotirosina (DIT)%%%, A ligagdo de um MIT e um DIT origina Ts, enquanto a ligagdo
de dois DIT origina T, %38, A T3 e T, mantém-se ligadas a Tg enquanto se encontram
armazenadas no lumen. Posteriormente, a Tg sofre uma degradacéo lisossomal,
havendo a libertagdo de T3 (20%) e T4 (80%) para a corrente sanguinea, sendo que a
T4 em circulacéo pode ser convertida em T; através de um processo de desiodacdo®-,
A concentragdo de Ts e T4 livre, ou seja, que ndo circula ligada a proteinas de transporte,
€ a que esta fisiologicamente disponivel e é biologicamente ativa. Estas hormonas
entram nas células, ligando-se aos recetores no nucleo e contribuindo para a ativagao
de genes®. Desta forma, regulam diversos processos bioquimicos, essenciais para a
atividade metabdlica e neurolégica normal. Para além disto, tém ainda impacto no
sistema cardiovascular, nos 0ssos, no trato gastrointestinal e no sistema reprodutivo3-3,

Falhas na regulagdo do eixo hipotalamo-pituitaria-tiroide resultam na subproducéo
(hipotiroidismo) ou sobreproducéo (hipertiroidismo) de Tz e/ou T4. Falhas ao nivel da
tiroide originam doenca priméria, enquanto distarbios hipofisarios ou hipotalamicos
originam doenca secundaria ou terciaria, respetivamente. Nos casos de hipotiroidismo
primario detetam-se niveis elevados de TSH, contrariamente ao hipotiroidismo
secundario, onde existe uma diminuicdo dos niveis desta molécula®. J& no
hipertiroidismo primario, os niveis de TSH sdo baixos ou indetetaveis, enquanto no
secundario se encontram elevados®’. A producéo inadequada de Ts e T4 pode ainda ter
origem na deficiéncia de iodo, uma situagdo revertida pela adicéo do iodo a dieta®.

As doencas autoimunes da tiroide sdo bastante frequentes na populacdo, sendo
comum detetarem-se anticorpos contra a peroxidase da tiroide (anti-TPO), anticorpos
contra a tiroglobulina (anti-Tg) e anticorpos contra o recetor da TSH (anti-TSHR)®°. Ainda
que os anti-TPO sejam mais comuns e maiores indicadores de doenca da tiroide do que
os anti-Tg, normalmente, detetam-se em conjunto®. Relativamente aos anti-TSHR,

estes podem estimular o recetor da TSH, aumentando a producdo de hormonas da
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tiroide, ou podem ter um efeito inibitério contribuindo para o hipotiroidismo®. Os
anticorpos anti-TSHR com efeito estimulador tém uma prevaléncia mais elevada®.

Determinacdo quantitativa de TSH no soro e plasma: Foi realizada segundo o
Alinity i TSH (G74505R02, Abbott, Estados Unidos), um imunoensaio CMIA de 2 passos
(Figura 4.4; Tabela Suplementar 7).

Determinacdo quantitativa de Ts total, Ts livre, T4 total e T4 livre no soro e
plasma: As determinac8es foram realizadas, respetivamente, segundo o Alinity i Total
T3 (G74628R06, Abbott, Estados Unidos), o Alinity i Free Tz (G74623R04, Abbott,
Estados Unidos), o Alinity i Total T4 (G74495R03, Abbott, Estados Unidos) e o Alinity i
Free T4 (G74438R03, Abbott, Estados Unidos), todos imunoensaios CMIA de 2 passos
(Figura 4.7; Tabela Suplementar 8).

Molécula de ligagao ao Sinal quimioluminescente

Parametro A
parametro a detetar -
a detetar * ~ Molécula conjugada a N

acridina 4
TN I
4 Adlg:ao das solugdes pré- .~ - ~\)£_
atlvadora e ativadora ¢

1° Passo 2° Passo Detegéo do sinal quimioluminescente em RLUs

Figura 4.7: Imunoensaio CMIA de 2 passos por relagéo inversa. No 1° passo, a amostra € combinada
com as microparticulas revestidas com moléculas de ligagdo ao parametro a detetar. Caso este esteja
presente na amostra, liga-se as microparticulas. No 2° passo, a molécula conjugada a acridina liga-se as
moléculas disponiveis que revestem as microparticulas. Apdés a adigdo das solu¢des pré-ativadora e
ativadora a mistura de reagéo, existe uma relacdo inversa entre a quantidade de antigénio na amostra e 0s
RLUs detetados. Figura do autor.

Determinacdo quantitativa de tiroglobulina no soro e plasma: Foi realizada
segundo o Alinity i Thyroglobulin (HO8530R01, Abbott, Estados Unidos), um
imunoensaio de 2 passos que usa tecnologia CMIA (Figura 4.4; Tabela Suplementar 7).

Determinacdo quantitativa de anti-TSHR estimuladores da tiroide no soro ou
plasma: Baseou-se no imunoensaio quimioluminescente de 2 passos (Figura 4.8;
Tabela Suplementar 9) Immulite® 2000 TSI (PIL2KTSI-12, Siemens Healthineers,

Alemanha). Neste caso, a molécula conjugada a fosfatase alcalina é o recetor hTSHR

quimera.
Sinal quimioluminescente
Anticorpo secundario Ay / /
. . L _—> conjugado a fosfatase alcalina
Molécula a Anticorpo primario Ny S
A A <
detetar 77X N J
L Substrato — A
Y Y N
(. %k/ \\Jé Adicao do substrato \}L
y ¢ quimioluminescente
L
2° Passo Detegéo do sinal quimioluminescente em RLUs
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Figura 4.8: Detecdo de parametros imunolégicos no sistema Immulite® 2000 através de um
imunoensaio quimioluminescente quantitativo do tipo sandwich de 2 passos. No 1° passo, a molécula a
detetar presente na amostra liga-se aos anticorpos nas microparticulas. No 2° passo, o anticorpo secundario
conjugado a fosfatase alcalina liga-se ao complexo formado. A reagdo quimioluminescente é medida em
RLUs e o sinal é obtido em proporgdo a quantidade de enzima ligada. Figura do autor.

Determinacdo quantitativa de anti-TPO e anti-Tg no soro e plasma: Foram
realizadas, respetivamente, segundo o Alinity i Anti TPO (G74659R03, Abbott, Estados
Unidos) e o Alinity i Anti Tg (G74658R04, Abbott, Estados Unidos), dois imunoensaios

de 2 passos usam tecnologia CMIA (Figura 4.2-A; Tabela Suplementar 5).
Avaliacdo da funcao paratiroide:

As glandulas paratiroides sé@o responsaveis pela producao da hormona da paratiroide
(PTH) em resposta a diminuicdo da concentracdo plasmatica de Ca?'. Enquanto a
deficiéncia deste ido exerce um feedback positivo e estimula a secre¢cdo de PTH, o seu
aumento inibe a producdo dessa hormona“*. A PTH exerce vérias acdes que aumentam
a concentracdo extracelular de Ca?", nomeadamente: estimula a reabsorcdo de Ca?
nos rins, diminuindo a sua excre¢do na urina; estimula a reabsorcdo de osso pelos
osteoclastos, com consequente libertacdo de Ca?* para o fluido extracelular; e estimula
a producdo da forma ativa da vitamina D nos rins*. A vitamina D (D. ou D3) é
metabolizada, em primeiro lugar, no figado pela enzima 25-hidrolase, originando 25-
hidroxivitamina D, e depois nos rins pela enzima 1-a-hidroxilase, originando 1,25-
dihidroxivitamina D, a sua forma ativa*®®. Este 2° passo esta dependente da PTH, que
estimula a atividade enzimatica*. Como a principal acédo da 1,25-dihidroxivitamina D é
estimular a absor¢do de Ca?* no intestino, uma deficiéncia em vitamina D resulta na
diminuicdo da absor¢do de Ca?*" e, consequentemente, na diminuicdo da sua
concentracéo no sangue“.

A determinagdo de PTH, juntamente com os niveis séricos de Ca?*, serve de auxilio
ao diagnéstico de hipercalcemia (niveis elevados de Ca?" no sangue), hipocalcemia
(niveis baixos de Ca?* no sangue) e distlrbios da paratiroide. A causa mais comum de
hipercalcemia é o hiperparatiroidismo primério, normalmente devido a um adenoma
numa das quatro glandulas paratiroides, mas também o excesso de ingestdo de
vitamina D pode contribuir para esta condicdo°. Ja a hipocalcemia pode ter origem na
perda de funcdo das glandulas paratiroides (hipoparatiroidismo primario) ou numa

deficiéncia na absorcéo de vitamina D (hiperparatiroidismo secundario)*°.
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Determinacdo quantitativa de PTH intacta no soro e plasma: Baseou-se no
imunoensaio CMIA de 2 passos (Figura 4.4; Tabela Suplementar 7) Alinity i Intact PTH
(G84934R01, Abbott, Estados Unidos).

Determinacdo quantitativa de 25-hidroxivitamina D no soro e plasma: Baseou-
se no imunoensaio CMIA de 1 passo (Figura 4.9; Tabela Suplementar 10) Alinity i 25-
OH Vitamin D (G74483R02, Abbott, Estados Unidos).

¥ —> Molécula conjugada a acridina
e . v
)
V) - Anticorpo contra a Sinal quimioluminescente
Parametro ... . molécula a detetar - \
a detetar \_ N \

N/ Vv ¥, s
* ¥ Y 3 — Y =K
NS N () N |\ ) - = o \ g N { :‘|I
= %/ \}; Adigao das solugdes pre- %/ \J;
( » ativadora e ativadora \

| —
Detegéo do sinal quimioluminescente em RLUs

Figura 4.9: Imunoensaio CMIA de 1 passo por relagdo inversa. A molécula conjugada a acridina
compete com a molécula na amostra pela ligagdo aos anticorpos que revestem as microparticulas. Existe
uma relacdo inversa entre a quantidade de molécula na amostra e os RLUs detetados. Figura do autor.

Hormonas de fertilidade

A secrecdo das hormonas de fertilidade € regulada pelo eixo hipotalamo-hipoéfise-
gonada, sendo que a secrecdo da hormona libertadora de gonadotrofina (GnRH) pelo
hipotadlamo, estimula a secre¢éo das hormonas foliculo-estimulante (FSH) e luteinizante
(LH) pela pituitaria anterior’s. Nas mulheres, estas duas hormonas estimulam o
crescimento e maturacdo foliculares, contribuindo para a producéo de estrogénios*. O
estradiol € o estrogénio mais abundante durante a idade reprodutiva da mulher, sendo
maioritariamente produzido nos ovarios, na auséncia de gravidez*?. O aumento dos
niveis de estrogénios durante a fase folicular exerce um efeito de feedback negativo na
secrecdo de FSH e LH, contudo, na fase folicular tardia, o efeito comega a ser de
feedback positivo, aumentando rapidamente os niveis destas hormonas e resultando no
pico de LH que precede a ovulacdo*. Na auséncia de fertilizacdo, o corpo luteo
degenera e a producdo de estrogénios e progesterona diminui, ocorrendo a
menstruacdo. Em caso de fertilizacdo, o trofoblasto inicia a secrecdo da gonadotrofina
coriénica humana (hCG), impedindo a degeneragdo do corpo luteo*:. Desta forma,
mantém-se a producédo de estrogénios e progesterona, essenciais ao espessamento do
endométrio para implantacdo do embrido. Apés a formacéo da placenta, esta torna-se
a principal produtora de estrogénios e progesterona e o corpo liteo degenera®'. Na

menopausa, ou apds ovariectomia, as concentracbes de estrogénios atingem niveis
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baixos, deixando de existir o feedback negativo na secregdo de LH e FSH*., Assim, a
concentracdo destas hormonas aumenta.

O aumento dos niveis séricos de S-hCG é um bom marcador de confirmacao precoce
e monitorizacao da gravidez. Ainda que apenas a hCG intacta tenha atividade biolégica,
as suas subunidades a e B podem apresentar-se na forma livre**. A determinacgéo de -
hCG livre serve de auxilio ao diagnéstico e monitorizacdo de doencas trofoblasticas e
de determinados tumores testiculares, nos quais os niveis de B-hCG livre
comparativamente a hCG intacta sdo mais elevados®.

Em resposta ao aumento de estrogénios, mas também ao stress, a amamentagéo e
ao aumento da hormona libertadora de tirotropina, de oxitocina ou de neurotensina, €
sintetizada prolactina, nos lactotrofos, na pituitaria anterior**4°. As principais funcées
desta molécula séo o desenvolvimento das glandulas mamarias e o inicio e manutencéo
da lactagdo***°. Por um lado, o défice de prolactina pode comprometer a capacidade de
lactacdo das mulheres*. Por outro lado, a hiperprolactinemia pode causar infertilidade
e ainda galactorreia em homens ou mulheres que ndo amamentam#. Para além disso,
também podera ocorrer amenorreia nas mulheres*. O aumento dos niveis de prolactina
pode também estar relacionado com o uso de medicamentos antipsicoticos ou com a
existéncia de neoplasias, como o prolactinoma®.

Nos homens, a LH atua nas células de Leydig, aumentando a producéo e secre¢éo
de testosterona, essencial ao desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios*'.
Esta molécula exerce um efeito de feedback negativo sobre o hipotalamo e a hip&fise,
diminuindo a secrecéo de LH e de FSH*'. A FSH atua nas células de Sertoli, estimulando
a espermatogénese®. A testosterona, tal como o estradiol, é transportada no sangue
ligada a globulina de ligacdo da hormona sexual (SHBG) ou a albumina*®47,

O doseamento das hormonas de fertilidade € essencial para a avaliacdo da
infertilidade e para o diagnéstico de disturbios hipofisarios e gonadais. Uma deficiéncia
de gonadotrofinas &, geralmente, uma indicacdo precoce de pan-hipopituitarismo, uma
condicdo que se caracteriza pela auséncia ou producédo inadequada das hormonas
produzidas pela pituitaria anterior*®4°. Esta condicdo pode dever-se a auséncia de
resposta da hipéfise ao GnRH ou a diminuicdo da secrecdo de GnRH pelo hipotalamo?®,
Ja o aumento da concentracdo dessas hormonas poderd estar associado ao
desenvolvimento de tumores secretores de gonadotrofinas®. Niveis elevados de LH e
FSH, com concentracdes baixas de hormonas esteroides gonadais sdo sugestivas de
insuficiéncia gonadal*®. Em caso de distirbios de ovulacéo, os niveis de progesterona

sdo anormalmente baixos durante a fase luteinica®. Uma concentragdo de progesterona
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insuficiente para manter o desenvolvimento do endométrio estd associada a infertilidade
e aborto espontaneo®. Niveis diminuidos de progesterona na presenca de quantidades
detetaveis de hCG sugerem a possibilidade de aborto ou de gravidez ect6pica®.
Determinacdo quantitativa de hCG no soro: Realizada segundo o imunoensaio
quimioluminescente de 1 passo (Figura 4.10; Tabela Suplementar 9) Immulite® 2000

HCG (PIL2KCG-36, Siemens Healthineers, Alemanha).

Sinal quimioluminescente

—> Anticorpo secundario conjugado a fosfatase alcalina
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detetar Y Substrato /—AA Y %E
3 Adlgao do substrato
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Detecdo do sinal quimioluminescente em RLUs

Figura 4.10: Detegdo de parametros imunolégicos no sistema Immulite® 2000 através de um
imunoensaio quimioluminescente quantitativo do tipo sandwich de 1 passo. A molécula a detetar presente
na amostra liga-se aos anticorpos que revestem as microparticulas e ao anticorpo secundario conjugado a
fosfatase alcalina formando um complexo. Apds a adi¢cdo do substrato quimioluminescente, a reacgao
guimioluminescente € medida em RLUs e o sinal é obtido em propor¢do a quantidade de enzima ligada.
Figura do autor.

Determinacé&o quantitativa de LH, FSH, prolactina e SHBG no soro e plasma: As
determinagOes foram realizadas, respetivamente, segundo o Alinity i LH (G84845R02,
Abbott, Estados Unidos), o Alinity i FSH (G74689R02, Abbott, Estados Unidos), o Alinity
i Prolactin (G74466R03, Abbott, Estados Unidos) e o Alinity i SHBG (G84815R02,
Abbott, Estados Unidos), todos imunoensaios de 2 passos que usam tecnologia CMIA
(Figura 4.4; Tabela Suplementar 7).

Determinac&o qualitativa de hCG em amostra de urina: Utilizou-se o hCG
Pregnancy Rapid Test Strip MonlabTest® (MO-806002, Monlab, Espanha), um ensaio
rapido de imunocromatografia (Figura 4.11-A-C). O teste utiliza uma membrana com
uma fase estacionaria (anticorpos na linha de teste e na linha de controlo) e uma fase
movel (anticorpos anti-hCG conjugados a particulas coloidais de ouro)®. Na realizacdo
do ensaio, deve-se imergir a tira de teste na amostra de urina durante, pelo menos, 15
segundos®l. A amostra migra por agdo capilar ao longo da membrana e, na presenca
de hCG, esta liga-se ao anticorpo conjugado®. O complexo conjugado-hCG segue até
a linha de teste reagindo com os anticorpos monoclonais anti-hCG ai presentes,
formando uma banda colorida®. Caso ndo exista hCG na amostra, a banda néo
aparecera. O conjugado em excesso continuard a migrar ao longo da membrana até
reagir com os anticorpos policlonais anti-conjugado presentes na linha de controlo,

formando uma linha colorida®. Esta linha devera aparecer sempre que o teste for

-29.-



realizado, indicado que foi adicionado um volume adequado de amostra e que esta foi
absorvida pela membrana®!. O resultado devera ser lido ao fim de 3 minutos®. Os

resultados possiveis e a sua interpretacdo encontram-se na Figura 4.11-D.
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Figura 4.11: Detegéo qualitativa de hCG em amostras de urina por imunocromatografia. O teste contém
uma fase estacionaria (anticorpos nas linhas de teste e de controlo) e uma fase mével (anticorpos anti-hCG
conjugados a particulas coloidais de ouro) (A). A amostra migra pela membrana e, na presenca de hCG,
forma-se o complexo conjugado-hCG. Este segue até a linha de teste, onde reage com 0s anticorpos anti-
hCG, formando uma linha colorida (B). Caso ndo exista hCG na amostra, esta linha ndo aparecera (C). O
conjugado em excesso reage com 0s anticorpos anti-conjugado na linha de controlo, formando uma linha
colorida. Na sua presenca, o resultado sera positivo (presenca da linha de teste) ou negativo (auséncia da
linha de teste), enquanto na sua auséncia, o teste sera invélido e devera ser realizado novamente (D).
Adaptado de hCG Pregnancy Rapid Test Strip MonlabTest® 5.

Determinacdo quantitativa de testosterona e progesterona no soro e plasma:
As determinacdes foram realizadas, respetivamente, segundo o Alinity i 2nd Generation
Testosterone (G74632R03A, Abbott, Estados Unidos) e o Alinity i Progesterone
(G84854R03, Abbott, Estados Unidos), imunoensaios CMIA de 1 passo (Figura 4.9;
Tabela Suplementar 10).

Determinac&o quantitativa de estradiol no soro e plasma: Foi realizada segundo
o Alinity i Estradiol (G74631R06, Abbott, Estados Unidos), um imunoensaio CMIA de 2
passos (Figura 4.7; Tabela Suplementar 8).

Determinacdo qualitativa e quantitativa de B-hCG total no soro e plasma: Foi
realizada segundo o Alinity i Total 8-hCG (G74437R02, Abbott, Estados Unidos), um

imunoensaio CMIA de 2 passos (Figura 4.4; Tabela Suplementar 7).
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Determinacdo quantitativa de B-hCG livre no soro: Foi realizada segundo o
imunoensaio de 2 passos Immulite® 2000 Free Beta HCG (PIL2KFB-24, Siemens

Healthineers, Alemanha), por quimioluminescéncia (Figura 4.8; Tabela Suplementar 9).

Hormonas de funcéo adrenal

No cortex das glandulas adrenais sdo produzidos glucocorticoides (ex.: cortisol),
mineralocorticoides (ex.: aldosterona) e androgénios adrenais (ex.. sulfato de
deidroepiandrosterona - DHEA-SO.), enquanto na medula sdo produzidas as
catecolaminas. A insuficiéncia adrenal caracteriza-se por um défice na producdo ou
acao das hormonas produzidas pelo cortex adrenal, tendo origem em disturbios que
afetam o préprio cértex (priméaria), a glandula pituitaria anterior (secundaria) ou o
hipotadlamo (terciaria)®>. A producdo de glucocorticoides e de androgénios esta
dependente da secrecdo da hormona adrenocorticotréfica (ACTH) pela pituitaria
anterior®%3, ConcentracGes elevadas de cortisol exercem feedback negativo na
producdo desta hormona®>%3, Em circulacdo, a maioria do cortisol encontra-se ligada a
proteinas e a quantidade excretada na urina diz respeito a percentagem livre em
circulagédo®. O doseamento deste parametro na urina permite determinar uma situagao
de hiperfungéo adrenocortical®*. O DHEA-SO. é a hormona esteroide mais abundante
em circulacdo®. A sua producdo estd dependente da secrecdo de ACTH e a sua
concentracédo diminui com a idade®®.

Na insuficiéncia adrenal primaria verifica-se a diminuicdo da concentracdo de
aldosterona, DHEA-SO, e cortisol®*%®, Consequentemente, com a diminuicdo do
feedback negativo exercido na producdo de ACTH, a concentracdo desta hormona
aumenta®. Na insuficiéncia adrenal secundaria e terciéria, a concentracdo de ACTH
diminui e, consequentemente, diminui a concentragdo de cortisol e androgénios
adrenais®?. Neste caso, a producédo de mineralocorticoides permanece normal, ja que
ndo depende desta hormona®. O diagnéstico de insuficiéncia adrenal passa pela
determinagdo dos niveis de cortisol sérico e ACTH, sendo que, normalmente, se
determinam ainda os niveis de DHEA-SQ,, cortisol na urina, renina e aldosterona®?.

Determinacdo quantitativa de DHEA-SO4 no soro: Baseou-se no imunoensaio
competitivo quimioluminescente (Figura 4.12; Tabela Suplementar 11) Immulite® 2000
DHEA-SO, (PIL2KDS-22, Siemens Healthineers, Alemanha).

Determinacdo quantitativa de ACTH no plasma: Foi realizada segundo o
imunoensaio de 2 passos Immulite® 2000 ACTH (PIL2KAC-19, Siemens Healthineers,

Alemanha), por tecnologia quimioluminescente (Figura 4.8; Tabela Suplementar 9).
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Figura 4.12: Detegdo de parametros imunolégicos no sistema Immulite® 2000 através de um
imunoensaio quimioluminescente quantitativo competitivo de 1 passo. A molécula conjugada a fosfatase
alcalina compete com a molécula na amostra pela ligagéo aos anticorpos que revestem as microparticulas
paramagnéticas. Apds a adicao do substrato quimioluminescente, a rea¢éo quimioluminescente é medida
em RLUs e o sinal é obtido em proporcéo a quantidade de enzima ligada. Figura do autor.

Determinac&o quantitativa de cortisol no soro, plasma e urina: Foi realizada
segundo o Alinity i Cortisol (G74517R06, Abbott, Estados Unidos), um imunoensaio de

1 passo que usa tecnologia CMIA (Figura 4.9; Tabela Suplementar 10).
Hormonas gastrointestinais

As hormonas gastrointestinais avaliadas no Labocentro sdo a insulina e o fator de
crescimento semelhante a insulina | (IGF-1), ambas hormonas peptidicas. A insulina é
secretada pelas células B do pancreas e € responsavel por manter os niveis normais de
glucose no sangue®®. Esta molécula é essencial para o transporte intracelular de glucose
para os musculos e tecido adiposo®®. Para além disso, regula o metabolismo dos
hidratos de carbono, lipidos e proteinas e, através dos seus efeitos mitogénicos,
promove a divisdo e crescimento celular®. Defeitos na secre¢édo de insulina e/ou na sua
acao contribuem para a ocorréncia de diabetes mellitus, uma doenca metabdlica crénica
caracterizada pela existéncia de hiperglicemia®’. Esta tem origem na destruicdo
autoimune das células B do pancreas (tipo 1) e consequente incapacidade de producéo
de insulina, ou na resisténcia do organismo a insulina (tipo 2), a causa mais frequente®’.

O IGF-I, estruturalmente homdlogo a insulina, é produzido no figado e, tal como a
insulina, atua na diminuic&o dos niveis de glucose no sangue®®. Contudo, a sua principal
fungéo é a estimulag&o do crescimento. No diagndstico de disturbios de crescimento, a
detecdo de IGF-1 é um indicador Util da secrecdo da hormona de crescimento (GH)®.
Niveis baixos ou normais de IGF-I no plasma ou soro séo indicativos de presenca ou
auséncia de deficiéncia de GH, respetivamente®®. No primeiro caso, devem ser
realizados testes adicionais para determinar se a secrecédo de GH se encontra abaixo
do normal®é,

Determinacéo quantitativa de IGF-1 no soro ou plasma: Foi realizada segundo o
imunoensaio de 1 passo Immulite® 2000 IGF-I (PIL2KIGF-4, Siemens Healthineers,

Alemanha), por tecnologia quimioluminescente (Figura 4.10; Tabela Suplementar 9).
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Determinacdo quantitativa de insulina no soro e plasma: Foi realizada segundo
o Alinity i Insulin (G84818R02, Abbott, Estados Unidos), um imunoensaio de 1 passo

gue usa tecnologia CMIA (Figura 4.3; Tabela Suplementar 6).
Rastreio pré-natal:

As malformacdes congénitas representam a principal causa de morte de recém-
nascidos, bebés e criancas®®. O rastreio pré-natal tem o objetivo de determinar o risco
de um embrido ou feto ser portador de uma anomalia congénita, nomeadamente:
trissomia 21 (Sindrome de Down), trissomia 18 (Sindrome de Edwards) e trissomia 13
(Sindrome de Patau). No Labocentro, quando esta analise é solicitada, a utente entrega
o relatério da ecografia e preenche um questionario referindo a idade materna, os
antecedentes obstétricos, 0 peso, a etnia, 0os habitos tabagicos e se &, ou nao, insulino-
dependente. Isto, porque os resultados obtidos variam consoante esses fatores®®. No
rastreio do 1° trimestre realiza-se o0 doseamento de 3-hCG livre e da proteina plasmatica
associada a gravidez (PAPP-A), produzida pelo trofoblasto®€. No 2° trimestre realiza-
se 0 doseamento de hCG, alfafetoproteina (AFP) e estriol livre. A AFP é produzida pelo
figado do feto e atravessa a placenta entrando na corrente sanguinea da mae. Um
rastreio positivo ndo é um diagnéstico, apenas indica uma elevada probabilidade de
malformacgédo congénita e um rastreio negativo ndo exclui a possibilidade de ocorréncia
de doenca. Abaixo encontram-se o0s principios de detecdo destes parametros, a
excecao dos ensaios de B-hCG livre e hCG, j& mencionados.

Determinacdo quantitativa de AFP: Foi realizada segundo o imunoensaio de 2
passos Immulite® 2000 AFP (PIL2KAP-25, Siemens Healthineers, Alemanha), através
de tecnologia quimioluminescente (Figura 4.8; Tabela Suplementar 9).

Determinagé&o quantitativa de PAPP-A em soro ou plasma: Foirealizada segundo
0 imunoensaio quimioluminescente de 1 passo (Figura 4.10; Tabela Suplementar 9)
Immulite® 2000 PAPP-A (PIL2KPC-33, Siemens Healthineers, Alemanha).

Determinacdo quantitativa de estriol livre no soro: Baseou-se no imunoensaio
quimioluminescente competitivo (Figura 4.12; Tabela Suplementar 11) Immulite® 2000

Unconjugated Estriol (PIL2KUE3-8, Siemens Healthineers, Alemanha).
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Tabela 4.2: Parametros detetados na seccédo de endocrinologia do Labocentro e respetiva area em
estudo. Tabela do autor.

Area Parametro analisado
Funcéo Tiroideia TSH
Ts total e livre
T, total e livre
Tg e anti-Tg
Anti-TPO
Anti-TSHR
Funcéo paratiroideia PTH intacta
25-hidroxivitamina D
Hormonas de fertilidade LH
FSH
Testosterona
Progesterona
B-hCG total e livre
hCG
Prolactina
Estradiol
SHBG
Hormonas de fungdo adrenal ACTH
Cortisol
DHEA-SO.
Hormonas gastrointestinais Insulina
IGF-I
Rastreio pré-natal PAPP-A
AFP
Estriol livre
B-hCG livre
hCG

4.1.3.3. Alergologia

Nesta area foram detetadas as imunoglobulinas especificas (IgE) para auxiliar o
diagnostico diferencial de atopia. A atopia, descrita em 1923, consiste na predisposi¢cédo
hereditaria para determinadas reacées alérgicas®:. Individuos com doencas alérgicas,
entre as quais, dermatite atépica (eczema), rinite alérgica, alergia alimentar ou asma
alérgica, podem apresentar sintomas imediatamente ap0s a exposicado a alergénios
especificos®?. O desenvolvimento de sintomas e manifestacdes clinicas agudas deve-
se principalmente a acdo das IgE e dos mastécitos®?.

Nas alergias, a resposta imune inicia com a sensibilizagdo. Assim que os alergénios
sdo inalados, as células apresentadoras de antigénio no epitélio das vias aéreas
apresentam-nos aos linfécitos T2. Isto estimula os linfécitos B a diferenciarem-se em
plasmacitos, produzindo IgE que se ligam a superficie dos mastdcitos, fazendo a ligacao

entre estas células e os alergénios®2. Cada IgE é especifica do alergénio que estimulou
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a sua producao. Ap6s uma reexposicao ao alergénio, a sua ligacdo as IgE desencadeia
um processo de sinalizacdo celular que leva a desgranulacdo dos mastécitos, com
libertacdo de mediadores inflamatérios que levam as manifestacdes caracteristicas de
uma reacao alérgica®?:

A avaliacdo de IgE in vitro, juntamente com outros sinais clinicos e laboratoriais,
podera ajudar na identificacdo do(s) alergénio(s) para o(s) qual(quais) o individuo se
encontra sensibilizado. No Labocentro, durante o periodo de estagio, realizou-se a
determinag&o qualitativa e quantitativa de IgE a alergénios inalantes em amostras de
soro. A determinagdo quantitativa baseou-se no imunoensaio Immulite® 2000
3gAllergy™ - Specific IgE Universal Kit (PIL2KUN-30, Siemens Healthineers,
Alemanha), enquanto a qualitativa teve por base o imunoensaio Immulite® 2000 AlaTOP
Allergy Screen (PIL2KAT-17, Siemens Healthineers, Alemanha). Ambos usam
metodologia quimioluminescente baseada em tecnologia de fase liquida (Figura 4.13).

Substrato -—s‘/%— (‘\J
Anticorpo anti-IgE conjugado W
A\ a fosfatase alcalina SN/

/ Alergénio marcado com ligando

4
IgE especifica antiwr f A
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1° Passo 2° Passo Detegdo do sinal quimiocluminescente

Figura 4.13: Detecdo de IgE através de um imunoensaio quimioluminescente de 2 passos. No 1° passo,
as IgE na amostra ligam-se aos alergénios marcados com ligando que, por sua vez, se ligam ao anti-ligando
presente nas esferas. No 2° passo, 0 anticorpo anti-lgE humana conjugado a fosfatase alcalina liga-se a
IgE imobilizada. Apds a adi¢éo do substrato quimioluminescente, o sinal gerado é proporcional a quantidade
de IgE na amostra. Adaptado de Make allergy testing routine: Information for laboratorians®3.

4.1.3.4. Marcadores tumorais

Os marcadores tumorais sdo moléculas detetadas no soro, urina ou outros fluidos
organicos, sintetizadas e excretadas pelos tecidos tumorais, libertadas pela
desintegracdo do tumor ou produzidas pela reacdo do organismo ao tumor®. No
Labocentro, durante o periodo de estagio, realizou-se o doseamento do antigénio
carcinoembrionario (CEA), da alfafetoproteina (AFP), dos antigénios carboidratos CA
15-3, CA 19-9 e CA 125 e do antigénio especifico da préstata (PSA). O CEA e a AFP
sdo duas glicoproteinas oncofetais®. A primeira é produzida pelo tecido embrionéario do
intestino, pancreas e figado, e a segunda constitui a principal proteina no soro fetal. O
CEA surge, geralmente, aumentado em adenocarcinomas (colorretal, mama, pulm&o)

enquanto a AFP se encontra elevada nos doentes com carcinoma hepatocelular,
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tumores de células germinativas testiculares ou do ovario, carcinoma pancreatico, entre
outros®. O CA 15-3, o CA 19-9 e o CA 125 séo glicoproteinas associadas a carcinoma
da mama (CA 15-3), carcinoma do pancreas, colorretal e gastrico (CA 19-9), e
carcinoma do ovério e do colo do Gtero (CA 125). O PSA esta associado ao carcinoma
da prostata®. Ainda que estes marcadores correspondam a indicadores bioguimicos da
presenca de um tumor, muitas das vezes sofrem aumentos inespecificos associados a
patologias benignas, gravidez ou habitos tabagicos®. Desta forma, a avaliacdo dos
marcadores tumorais deve ser realizada juntamente com outros métodos clinicos, nao
servindo para o diagnostico de doenca maligna, que apenas € obtido pela anatomia
patolégica. A principal funcdo da avaliagdo destes parametros consiste na
monitorizacdo da doenca®. O principio de detecdo de cada parametro em estudo
encontra-se abaixo, a excecdo do ensaio da AFP, ja descrito anteriormente.

Determinacé&o quantitativa de CEA, CA 15-3, CA 19-9e CA 125 no soro e plasma:
As determinagbes foram realizadas, respetivamente, segundo o Alinity i CEA
(G74528R04, Abbott, Estados Unidos), o Alinity i CA 15-3 (G74550R03, Abbott, Estados
Unidos), o Alinity i CA 19-9XR (G74552R03, Abbott, Estados Unidos) e o Alinity i CA
125 1l (G74549R04, Abbott, Estados Unidos), imunoensaios CMIA de 2 passos (Figura
4.4; Tabela Suplementar 7).

Determinacao quantitativa de PSA total (PSA livre e PSA complexado com a-1-
antiquimotripsina) e de PSA livre no soro: As determinagbes foram realizadas,
respetivamente, segundo os imunoensaios CMIA de 2 passos (Figura 4.4; Tabela
Suplementar 7) Alinity i Total PSA (G74647R05, Abbott, Estados Unidos) e Alinity i Free
PSA (G74459R05, Abbott, Estados Unidos).

4.1.3.5. Doencas autoimunes

Nesta area, realizou-se a determinag¢do de autoanticorpos IgG especificos contra o

péptido citrulinado ciclico (CCP) como auxilio ao diagndstico de artrite reumatoide.
Artrite reumatoide:

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatdria cronica autoimune, que afeta
cerca de 0,5% a 1% da populacdo®. Ainda que a sua etiologia seja desconhecida, a
interacéo entre os fatores genéticos e ambientais contribui para a sua ocorréncia®. Esta
doenca é caracterizada pela inflamacg&o crénica do liquido sinovial, levando a destruicédo
progressiva da articulacdo e, na maioria dos casos, a incapacidade progressiva. Os

individuos com AR contém autoanticorpos no soro, sendo o fator reumatoide o mais
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conhecido. Este autoanticorpo € dirigido contra a regido Fc das imunoglobulinas IgG.
Contudo, este parametro nao € especifico de AR, ja que pode ser detetado no soro de
individuos com outras doencas reumaticas ou inflamatorias e até mesmo em individuos
saudaveis®. Em 2007, a European League against Rheumatism incluiu os
autoanticorpos contra o péptido citrulinado ciclico (anti-CCP) como marcadores
sorolégicos para o diagnéstico de artrite reumatoide®’. Estes autoanticorpos séo
dirigidos contra péptidos com citrulina, um aminoacido produzido através da deiminacao
de um residuo de arginina, presentes no liquido sinovial de individuos com AR®. A
ciclizacao de um péptido citrulinado contribui para melhor exposicéo dos seus epitopos
e, por isso, a sensibilidade é superior comparativamente aos péptidos lineares.
Determinac&o semi-quantitativa de anti-CCP no soro e plasma: Foi realizada
segundo o Alinity i Anti CCP (G84829R02, Abbott, Estados Unidos), um imunoensaio de

2 passos que usa tecnologia CMIA (Figura 4.2-A; Tabela Suplementar 5).

4.1.3.6. Marcadores de doenca cardiovascular

As doencas cardiovasculares afetam o coracdo e/ou 0s vasos sanguineos. Os
marcadores de doenca cardiaca sdo substancias enddgenas libertadas na corrente
sanguinea quando existe stress, lesdo ou morte dos cardiomidcitos®. A mioglobina e a
troponina-l sdo exemplos de marcadores de necrose miocardica e sdo Uteis ao
diagnéstico de infarto do miocardio (MI)®8. A mioglobina é uma proteina dos musculos
esquelético e cardiaco, libertada na circulagdo cerca de 1 hora apés o MlI, sendo por
isso, um marcador precoce de Ml agudo®®. Contudo, a sua especificidade clinica é baixa
devido aos seus niveis elevados no musculo esquelético®®. A troponina faz parte de um
complexo regulatério localizado no miocéardio constituido por 3 subunidades proteicas:
troponina-C (ligacdo ao célcio), troponina-T (ligagdo a tropomiosina) e troponina-I
(inibidor)®®. Apds uma lesdo do miocéardio, a troponina cardiaca T e | citosélica (menor
qguantidade) séo libertadas para a circulagdo e apés dano adicional, é libertada a
troponina armazenada no sarcémero (maior quantidade)®.

Os marcadores de stress do miocardio auxiliam no diagndstico e prognostico de
sindrome coronaria aguda®®. Entre eles, destacam-se o péptido natriurético do tipo B
(BNP) e o N-terminal-pro-BNP (NT-proBNP). Em resposta ao stress causado pela
expansao de volume e sobrecarga de pressao do coracdo, os cardiomiécitos secretam
proBNP, uma molécula rapidamente clivada em 2 fragmentos circulantes: BNP

(biologicamente ativo) e NT-proBNP (biologicamente inativo)®. O BNP é eliminado da
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circulagdo em primeiro lugar, sendo a concentracédo de NT-proBNP mais elevada®®. Para
além disso, o NT-proBNP é mais estavel que o BNP®,

A homocisteina € um marcador associado a doencas que afetam o0s vasos
sanguineos’™. Consiste num aminoacido com grupo SH, resultante do metabolismo da
metionina, que se encontra na forma livre (20% a 30%) ou associada a proteinas
plasmaticas (70% a 80%)’°. Este parametro pode ser remetilado a metionina ou
convertido em cisteina®. A desregulacdo destes processos leva a hiper-
homocisteinémia (aumento de homocisteina no plasma ou soro), um fator de risco para
o desenvolvimento de aterosclerose, jA& que a homocisteina causa lesdo e disfungéo
endotelial, com consequente ativacdo plaquetéria e formacdo de coagulos™.

Determinacédo quantitativa de mioglobina, NT-proBNP e troponina-l cardiaca no
soro e plasma: As determinacdes foram realizadas, respetivamente, segundo o Alinity
i STAT Myoglobin (G84984R01, Abbott, Estados Unidos), o Alinity i Alere NT-proBNP
(G84883R03, Abbott, Estados Unidos) e o Alinity i STAT High Sensitive Troponin-I
(G84896R02, Abbott, Estados Unidos), imunoensaios CMIA de 2 passos (Figura 4.4;
Tabela Suplementar 7).

Determinacédo quantitativa de BNP no plasma: Foi realizada segundo o Alinity i
BNP (G74545R04, Abbott, Estados Unidos), um imunoensaio CMIA de 2 passos (Figura
4.4; Tabela Suplementar 7)

Determinacdo quantitativa de L-homocisteina total no soro e plasma: Foi
realizada segundo o Alinity i Homocysteine (G74695R02, Abbott, Estados Unidos), um

imunoensaio CMIA de 1 passo (Figura 4.9; Tabela Suplementar 10).

4.1.3.7. Marcadores de anemia

Segundo a OMS, a anemia é caracterizada pelo défice da concentracdo de
hemoglobina™. Geralmente, deve-se a deficiéncias nutricionais (ferro, acido félico e
vitamina B12), hemoglobinopatias ou doencas infeciosas’®. A ferritina, o acido félico e a
vitamina B12 foram os marcadores de anemia avaliados, durante o periodo de estagio,
na area de imunologia do Labocentro. A ferritina é responsavel pelo armazenamento de
ferro (Fe®*) no organismo. A diminuicdo ou o aumento da sua concentracdo estdo
associados, respetivamente, ao défice e ao aumento das reservas de ferro’. Nesse
sentido, a diminuicdo dos niveis de ferritina sérica estd associada a anemia por
deficiéncia de ferro (anemia ferropénica)’?. Contudo, em casos de doencas inflamatérias

ou infecdes existe um aumento desproporcional dos niveis de ferritina face as reservas
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de ferro”. Assim, pacientes com anemia ferropénica podem apresentar niveis normais
ou elevados de ferritina’,

A forma biologicamente ativa do acido félico (5-metil-tetrahidrofolato) e a vitamina
B12 sdo essenciais para a sintese de DNA”. O 5-metil-tetrahidrofolato tem como
principal funcdo a doacdo de grupos metil, sendo a vitamina B12 o cofator dessa
reacdo’®. Um défice destas moléculas resulta em defeitos na sintese de DNA e,
consequentemente, na ocorréncia de anemia megaloblastica’™, caracterizada pela
formacao de megaloblastos na medula éssea e libertacao de eritrocitos macrociticos no
sangue periférico. Perante um défice prolongado de &cido félico e/ou vitamina B12,
ocorre a apoptose das células hematopoiéticas precursoras na medula éssea, levando
a leucopenia e trombocitopenia.

Determinacao quantitativa de ferritina no soro e plasma: Baseou-se no Alinity i
Ferritin (G74504R04, Abbott, Estados Unidos), um imunoensaio CMIA de 2 passos
(Figura 4.4; Tabela Suplementar 7).

Determinacdo quantitativa de acido félico no soro, plasma e eritrécitos: Foi
realizada segundo o Alinity i Folate (G84837R01, Abbott, Estados Unidos), um
imunoensaio de 2 passos que usa tecnologia CMIA (Figura 4.7; Tabela Suplementar 8).

Determinag&o quantitativa de vitamina B12 no soro e plasma: Baseou-se no
Alinity i B12 (G84863R01, Abbott, Estados Unidos), um imunoensaio CMIA de 2 passos
(Figura 4.7; Tabela Suplementar 8).

4.2.  Area de Hematologia

A hematologia estuda as doencas relacionadas com os elementos figurados do
sangue e com as proteinas da coagulacédo’™. Nesta seccéo é feita a andlise quantitativa
e qualitativa dos eritrécitos, leucocitos e plaguetas e a avaliagdo da hemostase, de modo
a identificar alteracdes que contribuem para o diagnéstico e monitorizagdo terapéutica
de doencas hematologicas e disturbios na coagulagédo. Nesse sentido, durante o periodo
de estagio, realizou-se o hemograma, a velocidade de sedimentacdo eritrocitaria, o
doseamento de hemoglobina glicosilada, a pesquisa de hemoglobinopatias e ensaios
de hemostase. Para além disso, também se realizou a determinacdo do grupo
sanguineo, a reacdo de Coombs direta e a pesquisa de anticorpos irregulares,
metodologias que se enquadram na area da imunohemoterapia.

A esta secc¢édo destinaram-se as amostras anticoaguladas com EDTA K3z ou citrato de
sédio. As amostras em citrato de sédio foram utilizadas, ap0s centrifugacéo, nos ensaios

de hemostase, enquanto as amostras de sangue total anticoaguladas com EDTA K3 se
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destinaram aos restantes ensaios. ApO0s a avaliacdo de todos os parametros, as
amostras foram armazenadas entre 2°C e 8°C durante 4 dias, periodo apés o qual foram
eliminadas.

Durante o periodo de estagio, as tarefas realizadas diariamente enquanto estagiaria
na seccdo de hematologia foram as seguintes: ligar os equipamentos Cell-Dyn 3700°,
Cell-Dyn Sapphire, Ves-Matic Cube 80, Hb9210™ Premier, Adams™ A;c HA-8180T,
WADiana® Compact e BCS®XP, efetuar a sua manutencéo e inicializaco, a verificacéo
de reagentes e consumiveis, o controlo de qualidade e calibracéo, o processamento das
amostras arquivadas para realizacéo das analises em falta, a triagem das amostras, o
processamento das amostras nos equipamentos mencionados, a realizacdo de
esfregacos de sangue periférico e respetiva coloracdo, a realizacdo do teste de
solubilidade da hemoglobina S e o arquivo das amostras entre 2°C e 8°C, de acordo
com a Figura 4.14.

Abaixo, sdo abordados os parametros avaliados nesta area e os métodos utilizados
na sua detecdao.

4.2.1. Hemograma

O hemograma consiste na avaliagdo quantitativa dos elementos figurados do sangue,
sendo composto pelo eritrograma, leucograma e plaquetograma’™.

O eritrograma avalia 0s seguintes parametros associados aos eritrcitos: nimero
total de eritrécitos (RBC), hemoglobina (Hb), hematdécrito (HCT), peso de distribuigdo
dos globulos vermelhos (RDW) e os indices hematimétricos, ou seja, o volume globular
médio (MCV), a hemoglobina globular média (MCH) e a concentragdo de hemoglobina
globular média (MCHC)’®. A hemoglobina é composta por 4 subunidades, cada uma
constituida por uma cadeia polipeptidica ligada a um grupo hemo”’. Este grupo contém
um atomo de ferro no interior, responsavel essencialmente pela ligacdo ao O, e CO, .
O valor deste pardmetro varia consoante a idade, altitude, género e gravidez, sendo
gue, como ja mencionado, um défice da concentracdo de hemoglobina caracteriza uma
situacéo de anemia’. O hematdcrito representa a percentagem de volume de sangue
total ocupada pelos eritrocitos’®. Por um lado, valores baixos estdo associados a
situacdes de anemia’®. Por outro lado, valores elevados podem estar relacionados com
uma situacao de poliglobulia (aumento exagerado de glébulos vermelhos no sangue) ou
de diminuicdo do volume plasmatico (perdas hidricas por desidratacdo, queimaduras,
choque), por exemplo’® 8 Os indices hematimétricos permitem fazer a classificagéo

morfolégica da anemia’®"®. O MCV consiste no volume médio dos glébulos vermelhos
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Figura 4.14: Atividades realizadas diariamente na sec¢édo de Hematologia do Labocentro. De manha,
realizou-se a inicializagdo e manutencédo dos equipamentos, a verificagdo de reagentes e consumiveis, 0
controlo de qualidade e calibracao, e o processamento das amostras. A tarde, as amostras foram triadas e
processadas. Quando solicitado, realizaram-se os esfregacos de sangue periférico e respetiva coloracéo
e/ou o teste de solubilidade da hemoglobina S. Ao final do dia, as amostras foram armazenadas entre 2°C
e 8°C. Figura do autor.
individuais, permitindo classifica-los de acordo com o seu tamanho em: microciticos
(abaixo do limite inferior de referéncia), normociticos (dentro do intervalo de referéncia)
ou macrociticos (acima do limite superior de referéncia)’®’®. O MCH é o valor médio da
hemoglobina contida em cada eritrocito’®’®. Este parametro avalia a cor dos glébulos
vermelhos, classificando-os em: hipocromicos (abaixo do limite inferior de referéncia) ou
normocromicos (dentro do intervalo de referéncia)’®®. Apenas em condigcdes
especificas, como é o caso da esferocitose hereditéaria, se considera a existéncia de
hipercromia”. O MCHC também avalia a cor dos eritrocitos e corresponde a taxa do
peso da hemoglobina em relacdo ao volume médio dos glébulos vermelhos™. Contudo,
€ necessario ter em atencdo que nao é fisiologicamente possivel obter um MCHC
superior a 37%"8. Quando isso se verifica, podera dever-se, por exemplo, a esferocitose
hereditaria ou a presenga de aglutininas frias’>. O RDW é uma medida da
heterogeneidade da populacdo de eritrécitos, sendo que um valor superior a 14% é
indicativo de anisocitose eritrocitaria’®. Para além destes parametros, por vezes, sdo
também avaliados os reticulécitos, que consistem em glébulos vermelhos imaturos
libertados para o sangue periférico®. Numa situacdo de anemia, o aumento de
reticulocitos indica que a medula 6ssea esta a responder com o aumento da produgéo
de eritrocitos’®®. A auséncia do aumento de reticulécitos podera dever-se ao tempo
insuficiente para a compensacdo da anemia ou a uma deficiéncia nutricional (acido
félico, vitamina B12), por exemplo®.

No leucograma é determinado o numero total de leucécitos (WBC) e a contagem
diferencial ou formula leucocitaria’®. Nesta, os leucdcitos sdo classificados nas 5
subpopulagfes: neutroéfilos, linfocitos, mondcitos, eosindfilos e basofilos, sendo
calculada a sua concentracdo absoluta e percentagem?.

O plaguetograma avalia parametros relacionados com as plaquetas, nomeadamente:
namero total de plaquetas (PLT), plaquetdcrito (PCT), volume plaquetario médio (MPV)
e peso de distribuicdo de plaquetas (PDW)8L. O plaquetdcrito representa a percentagem
de volume de sangue total ocupado pelas plaquetas®. O MPV representa o volume
médio das plaquetas individuais, permitindo classifica-las de acordo com o tamanho em:
microtrombocitos (abaixo do limite inferior de referéncia), normotrombocitos (dentro do

intervalo de referéncia) ou macrotrombocitos (acima do limite superior de referéncia)®.
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O PDW representa a heterogeneidade da populacdo plaquetaria e um valor elevado
sugere anisocitose plaquetaria®’.

Durante o periodo de estagio, os hemogramas foram realizados em dois
equipamentos: Cell-Dyn 3700® (Abbott, Estados Unidos) e Cell-Dyn Sapphire (Abbott,
Estados Unidos).

4.2.1.1. Sistema Cell-Dyn 3700®

O sistema Cell-Dyn 3700® é um analisador hematolégico automatico utilizado para
avaliar os seguintes parametros: WBC, WBC por impedancia e por contagem oética,
férmula leucocitaria, RBC, Hb, HCT, MCV, MCH, MCHC, RDW, PLT, MPV, PCT e PDW
em amostras de sangue total anticoaguladas com EDTA K3,

Durante o estagio, em primeiro lugar, foi realizado o ciclo de arranque automéatico do
equipamento, que prepara o sistema de fluxo e verifica as contagens de background?®:.
As contagens de background confirmam o desempenho de base do sistema na auséncia
de aspiracdo de amostra®*. Os valores obtidos representam constituintes com origem
em reagentes isentos de sangue e/ou “ruido” eletronico®. De seguida, procedeu-se a
verificacdo diaria do controlo de qualidade, utilizando 1 dos 3 niveis de controlo Cell-
Dyn 29 Plus Control (with Retic) (Abbott, Estados Unidos): controlo baixo/reticul6citos
elevados, controlo normal/reticuldcitos intermédios e controlo alto/reticuldcitos baixos®®.
Os controlos foram armazenados entre 2°C e 8°C, sendo que depois de abertos apenas
apresentavam 7 dias de estabilidade. As amostras foram analisadas automaticamente
em modo fechado (com tampa), a excecao dos tubos pediatricos que foram processados
manualmente em modo aberto (sem tampa). No processamento das amostras, 0s
parametros foram obtidos por 3 métodos: impedancia elétrica, medi¢cdes no canal de
fluxo ético e espetrofotometria de absorcéo®?. Os 2 primeiros obedecem aos principios
da citometria de fluxo®.

A citometria de fluxo é um processo no qual as células individuais ou outras
particulas biolégicas passam uniformemente num fluxo por um sensor ou sensores que
medem as suas caracteristicas fisicas ou quimicas®. Isso acontece através de um
processo designado por focagem hidrodindmica, no qual a amostra em suspenséo é
injetada para um fluxo de liquido rapido isento de células®. Os dois liquidos sédo
transferidos a diferentes velocidades, nao se misturando, mas levando a que as células
e/ou particulas se juntem num Unico fluxo®. Através de medi¢cdes no canal de fluxo
otico, este método é usado na contagem otica dos leucécitos (WOC) e na férmula

leucocitaria®?. Para isso, a amostra é diluida com reagente leucoprotetor (Abbott,
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Estados Unidos), que permite que os leucocitos mantenham a integridade celular, e
introduzida numa camara de fluxo com uma pequena abertura na extremidade®?. As
células sdo alinhadas num unico fluxo, que quando chega a zona ética, interseta um
raio laser (632,8 nm)®2. A luz difundida pelas células é medida em 4 angulos de
dispersao distintos, permitindo obter informaces sobre o tamanho, estrutura interna,
granulosidade e morfologia celular®?. Os dados sdo representados em diagramas de
dispersao, distinguindo os leucécitos nas 5 subpopulac¢des: neutréfilos (amarelo),
linfécitos (azul), mondcitos (plrpura), eosindfilos (verde) e basofilos (branco)®?.

A impedancia elétrica corresponde a capacidade de uma particula se opor ao
movimento da carga elétrica®. Quando uma célula suspensa num liquido condutor
passa por uma abertura de dimensfes conhecidas, existe uma modificagdo na corrente
elétrica®?. O nimero de células é proporcional ao nimero de impulsos gerados e a
amplitude do impulso é proporcional ao volume da célula que o produziu®?. Este método
é utilizado para a contagem dos leucécitos por impedancia (WIC), de RBC e PLT®. Na
contagem WIC, a amostra é adicionada ao diluente (Abbott, Estados Unidos) e ao
reagente CN-Free Hb/WBC Lyse (Abbott, Estados Unidos), que leva a separacao do
citoplasma dos leucécitos, sem alterar a membrana nuclear®?. A diluicdo segue para a
abertura por vacuo, onde os nucleos dos leucécitos sdo contados®. Na contagem RBC
e PLT, a amostra é adicionada ao diluente e segue para a abertura por vacuo, onde as
particulas s&o contadas®. Os impulsos entre 1 e 35 fL s&o incluidos nos dados das PLT
e 0s impulsos superiores a 35 fL, nos dos RBC®2,

A espetrofotometria de absorgdo baseia-se na relagéo linear entre a quantidade
de luz absorvida por uma amostra, homogeneizada e sem fluidez, numa determinada
banda de absorgdo e a concentracdo da entidade de absorgcdo nessa amostra (lei de
Lambert-Beer)®’. Este principio é utilizado na determinacdo da concentracdo de
hemoglobina através de um método de hidroxilamina-hemoglobina modificado®?. Para
isso, a amostra é adicionada ao diluente e ao reagente CN-Free Hb/WBC Lyse, que lisa
0os RBC e converte a hemoglobina libertada num cromogénio estavel (complexo de
hidroxilamina-hemoglobina), com pico de absor¢do a 544 nm®2, A diluicdo segue para a
célula de fluxo, onde incide a fonte de luz (540 nm), e a luz transmitida é detetada pelo
fotodetetor®?. Sdo efetuadas 5 leituras para cada amostra, eliminando-se a mais baixa
e a mais elevada, sendo depois efetuada a média das restantes®. O mesmo
procedimento é realizado com detergente (Abbott, Estados Unidos)®2. As leituras do

branco e da amostra sdo comparadas e o resultado é expresso em g/dL®2.
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4.2.1.2. Sistema Cell-Dyn Sapphire

O sistema Cell-Dyn Sapphire € um analisador automético de hematologia que, para
além dos parametros avaliados pelo equipamento anterior, determina ainda o nimero
total de reticul6citos, a sua percentagem, a fracao de reticul6citos imaturos (IRF), o total
de glébulos vermelhos nucleados (NRBC) e a fracdo viavel de WBC (WVF), em
amostras de sangue em EDTA K38

Durante o estagio, em primeiro lugar, o analisador foi iniciado e foi realizado o
priming. O priming consiste na purga do sistema, necessaria antes da analise das
amostras, e termina com uma contagem de background automaética®*. De seguida,
procedeu-se a verificacdo diaria do controlo de qualidade, utilizando 1 dos 3 niveis de
controlo Cell-Dyn 29 Plus Control (with Retic). Depois, as amostras foram
homogeneizadas e processadas automaticamente em modo fechado, a excecdo das
amostras pediatricas que foram analisadas manualmente em modo aberto. Os
parametros foram obtidos por impedancia elétrica, tecnologia de dispersao
6tica/fluorescéncia e espetrofotometria de absorgao®”.

A impedancia elétrica, descrita anteriormente, é utlizada na contagem e
determinacdo do volume de RBC e de PLT84. A contagem de PLT serve de controlo de
qualidade da contagem ética de PLT®. A amostra é diluida com o diluent/sheath (Abbott,
Estados Unidos) e segue para a camara de pré-analise do transdutor®*. Ai, a amostra
em suspensdo é injetada para um fluxo rapido de diluent/sheath, o que através de
focagem hidrodindmica, origina um fluxo uniforme das células e/ou particulas,
possibilitando a determinacéo dos impulsos®.

Na tecnologia de disperséao 6tical/fluorescéncia, a amostra é diluida e adicionada
a célula otica de fluxo onde, através de focagem hidrodinamica, segue pelo fluido
leucoprotetor até a zona de detecdo®*. Ai, as células interagem com o laser (488 nm),
havendo dispersdo de luz e emisséo de fluorescéncia, medidas 5 vezes para cada
particula®®. Na tecnologia de dispersédo 6tica, a dispersdo da luz é convertida em
impulsos elétricos, que fornecem informagdes relativamente ao tamanho, complexidade,
granularidade citoplasmatica e lobularidade nuclear das células, permitindo a sua
identificacdo®*. Assim, é possivel determinar o total de WBC, a contagem diferencial de
WBC, contagem de PLT e contagem 6tica de RBC, que serve de controlo de qualidade
da contagem de RBC por impedancia®. Na tecnologia de fluorescéncia, a luz é
absorvida a um comprimento de onda (488 nm) e emitida noutro superior (530 nm ou
630 nm) através da utilizacdo de corantes celulares®. No caso dos reticulécitos, é

utilizado o Reticulocyte Reagent (Abbott, Estados Unidos), que cora o acido ribonucleico
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(RNA) dos reticulécitos e produz fluorescéncia verde a 530 nm®. Como durante o
processo de maturacdo existe uma perda gradual de RNA, a intensidade da
fluorescéncia serve de indicador de maturidade e é possivel, para além da concentracéo
e percentagem, calcular a fragdo imatura de reticulécitos®. No caso dos NRBC e WBC
nao viaveis, é utilizado o WBC Reagent — Part A (Abbott, Estados Unidos) e o WBC
Reagent — Part B (Abbott, Estados Unidos), para corar o DNA destas células, emitindo
fluorescéncia vermelha a 630 nm®. Este reagente separa a membrana citoplasmatica
dos NRBC, colocando os nlcleos acessiveis para coloracdo®. Isto ndo acontece com
os WBC viaveis, havendo pouca ou auséncia de coloracéo do seu nucleo®:.

A espetrofotometria de absorcéo € utilizada na determinacéo da concentracdo de
hemoglobina, como descrito anteriormente. A amostra € diluida e misturada com CN-
Free Hb Reagent (Abbott, Estados Unidos), seguindo para a célula de fluxo, onde sao

realizadas 8 medicdes da amostra e 8 medicdes do reagente de hemoglobina®.

4.2.2. Esfregacos de sangue periférico e coloracao

Sempre que existiram alteracdes acentuadas no hemograma, os especialistas em
andlises clinicas do Labocentro solicitaram a realizacdo de esfregacos de sangue
periférico para observacdo ao microscépio otico.

Os esfregacos foram executados de forma manual utilizando 1amina e lamela. Em
primeiro lugar, a lamina foi identificada e limpa, para evitar a presenc¢a de vestigios de
gordura. De seguida, colocou-se uma gota de sangue total em EDTA K; numa das
extremidades da lamina. A lamela foi colocada a frente da gota, numa inclinagéo de 45°,
deslizando, posteriormente, até entrar em contacto com o sangue. De seguida, com um
movimento firme e regular, a gota foi estendida por arrastamento. Os esfregacos obtidos
devem ocupar cerca de 2/3 da lamina e deverao ser finos, lisos e homogéneos, com 0s
bordos bem definidos®®. Depois dos esfregacos estarem secos, procedeu-se a
realizacdo da coloragcdo de May-Grunwald-Giemsa na qual se utilizam os corantes de
Romanowsky®. Estes sdo formados pelo azul-de-metileno (corante basico) e respetivos
derivados oxidados azures e a eosina (corante acido)®. Inicialmente, as laminas foram
fixadas pelo metanol presente na solucdo de May-Griinwald (Quimica Clinica Aplicada
S.A., Espanha)®. Posteriormente, adicionou-se a solugdo de Giemsa (Quimica Clinica
Aplicada S.A., Espanha) diluida®®. Ap6s a adicdo de agua, a componente acida e a
componente basica coram, respetivamente, as estruturas basicas (aciddfilas) e acidas

(basdfilas) das células®®.
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Na observagdo ao microscopio, as estruturas acidoéfilas apresentam uma tonalidade
alaranjada e as basoéfilas apresentam-se a lilds/azul-escuro®®®, Na Figura 4.15
encontram-se imagens de esfregacos realizados durante o estagio antes e apos

coloragdo de May-Griunwald-Giemsa.

A

Figura 4.15: Esfregacos de sangue periférico realizados manualmente a partir de amostras de sangue
total anticoaguladas com EDTA Ks antes (A) e apds (B) a coloragdo de May-Grinwald-Giemsa. Figura do
autor.

4.2.3. Velocidade de sedimentacéo eritrocitaria

A velocidade de sedimentagcdo eritrocitaria (VSE) consiste na medicdo da
sedimentagdo dos eritrocitos num determinado intervalo de tempo, normalmente 1
hora®2. O método de referéncia baseia-se na metodologia de Fahraeus® e de
Westergren®, sendo utilizadas amostras de sangue anticoaguladas com citrato de
sédio. A VSE é acelerada devido ao aumento da concentracdo plasmatica de proteinas
de fase aguda de elevado peso molecular, sendo assim um marcador de inflamac&o%-*,
Contudo, também alguns medicamentos, a gravidez ou a concentragédo de hemoglobina,
entre outros, influenciam a velocidade de sedimentacéo®. Valores de VSE elevados
estdo associados a doencas inflamatdrias agudas e cronicas, infe¢bes, cancro ou
condi¢des autoimunes®. Desta forma, a determinacdo da VSE é um ensaio inespecifico
que apenas permite distinguir entre uma situacdo normal ou patolégica®.

No Labocentro, a analise da VSE foi realizada automaticamente no sistema Ves-
Matic Cube 80 (Diesse Diagnostica Senese SpA, Italia) ou, em situagdes especificas,
de forma manual. Nesse caso, introduziram-se pipetas de vidro na amostra e apos 1
hora foi lido o resultado.
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4.2.3.1. Sistema Ves-Matic Cube 80

O Ves-Matic Cube 80 é um equipamento automatico para a determinacdo da VSE.
O sistema avalia a rapidez com que sedimentam os glébulos vermelhos, tendo a
capacidade de analisar até um méaximo de 90 amostras de sangue por hora®. A andlise
€ realizada em amostras de sangue anticoaguladas com EDTA K3 e os resultados sao
obtidos segundo as recomendacfes do International Council for Standardization in
Haematology®?. Os valores obtidos em 20 minutos sdo comparaveis com os valores
obtidos pelo método de referéncia numa hora®.

Durante o periodo de estagio, ap6és a inicializacdo do dispositivo, foram realizados os
controlos: normal - ESR Control Cube Normal Level | (Diesse Diagnostica Senese SpA,
Italia) e patolégico — ESR Control Cube Abnormal Level Il (Diesse Diagnostica Senese
SpA, ltalia). No processamento das amostras, a VSE foi determinada automaticamente
através de sensores analdgicos. Em primeiro lugar, o dispositivo homogeneiza a
amostra e efetua a primeira leitura, correspondente ao nivel de toda a coluna de sangue
ap6s homogeneizacdo®. De seguida, as amostras permanecem em repouso durante
um periodo de tempo pré-definido, de modo a ocorrer a sedimentacdo dos eritrocitos®®.
Nesta altura é feita a segunda leitura, correspondente ao nivel da coluna de sangue
apos a sedimentac&o®. Por fim, o resultado de cada amostra é impresso em tempo real.
Perante um volume de sangue excessivo (> 4 mL) ou insuficiente (< 1,5 mL), a andlise

foi repetida com o volume de sangue adequado®®.

4.2.4. Doseamento de hemoglobina glicosilada

Num adulto, cerca de 97% da hemoglobina corresponde a HbA (a:B2), 2,5% diz
respeito a HbA; (a202) e 0,5% consiste em HbF (a2y2)°’. A hemoglobina glicosilada surge
de uma reacdo ndo enzimatica, lenta e irreversivel, entre a hemoglobina e a glicose,
glicose-6-fosfato ou frutose-1,6-difosfato®®. Caso a modificacdo ocorra no terminal
amina da cadeia B da hemoglobina, existe uma alteragdo de carga (negativa)
significativa®. Isto nédo se verifica quando a reacdo ocorre nas cadeias a ou nos grupos
€ amino. Por esta razdo, os métodos dependentes de carga apenas medem a
hemoglobina modificada no terminal amina da cadeia B, enquanto os métodos
especificos de glicacdo, como a cromatografia de afinidade borénica, realizam o
doseamento de toda a hemoglobina glicosilada estavel®.

A quantidade de hemoglobina glicosilada aumenta com o aumento da glicose no
sangue®’. Contudo, enquanto a concentracdo de glicose no sangue varia, por exemplo,

consoante a ingestdo de alimentos ou a realizacao de exercicio fisico, a concentracao
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de hemoglobina glicosilada mantém-se relativamente estavel ao longo do tempo'®, Isto,
porque a glicacdo da hemoglobina ocorre de forma natural ao longo do tempo de vida
dos eritrécitos®”. Assim, a concentracdo de hemoglobina glicosilada é diretamente
proporcional a concentracao de glicose no sangue nos Ultimos 2 a 3 meses, periodo
correspondente ao tempo de semi-vida dos eritrocitos®’1°°,

Existem diversas formas de hemoglobina glicosilada, entre as quais a HbA1a, HbA1a2,
HbA1, e a HbA:1%. A HbA;. (reacéo entre a hemoglobina e a glicose) é a mais comum
e corresponde a cerca de 5% da HDbA total, num individuo adulto normal®’. Assim, a
determinacdo de HbA;. é de grande importancia clinica na diabetes mellitus®”1%,
Segundo a Direcdo-Geral da Saude, o doseamento de HbA;. deve ser realizado por
rotina, no minimo semestralmente, em todas as pessoas com esta doenca, de modo a
avaliar o grau de controlo glicémico e a eficiéncia da terapéutical®. Um resultado de
HbA:. = 6,5% pode ser considerado para diagnéstico de diabetes mellitus, contudo,
deve-se ter em consideragéo o valor da concentracéo de glicose no sangue em jejum e
os valores da prova de tolerancia a glicose oral'®*. Durante o periodo de estagio, o
doseamento de hemoglobina glicosilada foi realizado em dois equipamentos: o sistema
Hb9210™ Premier (A. Menarini Diagnostics S.r.l., Itdlia) e o Adams™ A;c HA-8180T
(ARKRAY, Inc., Kyoto, Japdao).

4.2.4.1. Sistema Hb9210™ Premier

No Labocentro, o sistema Hb9210™ Premier realiza o doseamento de hemoglobina
glicosilada em amostras de sangue total®®.

Durante o periodo de estagio, em primeiro lugar, o sistema foi ativado. Neste
procedimento, o analisador equilibra a coluna para que esta atinja as condi¢gfes ideais
ao processamento das amostras®. Assim que o equipamento se encontrou operacional,
procedeu-se a realizacdo da calibracdo e dos controlos, na gama normal e elevada
(diabética). Para isso, utilizaram-se os niveis 1 e 2 dos controlos Hemoglobin Aic
Controls (Trinity Biotech, Irlanda) e os niveis 1 e 2 dos calibradores Hemoglobin Aic
Calibrators (Trinity Biotech, Irlanda). Tanto os controlos como os calibradores liofilizados
foram armazenados entre 2°C e 8°C e, ap0s reconstituicdo com o reagente Menarini
Premier Hb9210 Dil Reagent (Trinity Biotech, Irlanda), foram armazenados entre -18°C
e -25°C 102103 A andlise das amostras foi realizada segundo o principio da cromatografia
liquida de alto desempenho (HPLC) de afinidade borénica®. Neste método, a coluna
analitica contém acido aminofenilbérico ligado a um suporte de polimero poroso (gel)®®.

Primeiramente, as amostras séo injetadas na coluna durante o fluxo do reagente
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Premier Hb9210™ Buffer A (Trinity Biotech, Irlanda)®®. O componente glicosilado fica
retido na coluna através da ligacdo ao boronato, enquanto o componente nao glicosilado
passa pela coluna até ao detetor espetrofotométrico (413 + 2 nm)*°. Depois, 0 sistema
bombeia de forma gradual o reagente Premier Hb9210™ Buffer B (Trinity Biotech,
Irlanda), que leva a eluicdo do componente glicosilado, que chega ao detetor®®. Com
base no tempo de retencdo especifico de cada molécula, é possivel quantificar a
hemoglobina glicosilada em percentagem (%HbA;c) ou em relacdo a hemoglobina total

(mmol/mol)®°.

4.2.4.2. Sistema Adams™ A;c HA-8180T

O equipamento ADAMS™ A;c HA-8180T, tal como o sistema Hb9210™ Premier, é
um analisador automéatico de hemoglobina glicosilada. Contudo, neste caso, € possivel
também realizar a pesquisa de hemoglobinopatias!®. Assim, analisa-se a HbA;, HbA;
e HbF e deteta-se ainda a hemoglobina C (HbC), a hemoglobina S (HbS), a hemoglobina
E (HbE) e a hemoglobina D (HbD) em amostras de sangue total'®*. Estas moléculas séo
variantes da hemoglobina, com as seguintes altera¢fes: substituicao do acido glutamico
pela lisina na posi¢do 6 da cadeia  (HbC), substituicdo do &cido glutamico pela valina
na posicao 6 da cadeia 3 (HbS), substituicdo do acido glutamico pela lisina na posicao
26 da cadeia B (HbE) e substituicdo do &cido glutamico pela glutamina na posi¢éo 121
da cadeia B (HbD)%.

Em primeiro lugar, foi automaticamente iniciado o procedimento de preparacdo para
a andlise, no qual o analisador foi aquecido e foi retirado o ar presente no seu interior®,
Posteriormente, analisaram-se diariamente os niveis 1 e 2 dos controlos de HbF e HbA,
extendSURE™ (Canterbury Scientific, Nova Zelandia) e os niveis 1 e 2 do Glyco Hb
Control (A. Menarini Diagnostics S.r.l., ltalia). Estes foram armazenados entre 2°C e
8°C. Tanto os controlos de HbA; e HbF como os controlos de HbA;. foram reconstituidos
com o Reconstituent 80 (ARKRAY, Inc., Kyoto, Japdo)'®. Apoés a reconstituicdo, foram
armazenados entre -18°C e -25°C e antes da sua utilizacdo foram colocados a
temperatura ambiente e diluidos. A calibracdo foi realizada quando necessaria. De
seguida, as amostras foram processadas de acordo com o principio de HPLC de troca
cationica em fase inversal®. Este método permite separar os diferentes tipos de
hemoglobina (HbA1., HbA, e HbF) e as suas variantes (HbS, HbC, HbE e HbD) com
base na sua afinidade com a fase estacionaria'®. A fase estacionaria encontra-se na
coluna de cromatografia carregada negativamente, enquanto a fase moével corresponde

as solucdes de eluente que fazem a amostra percorrer a colunal®. Primeiro, a amostra
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€ introduzida na coluna com o eluent 80A (ARKRAY, Inc., Kyoto, Japao), de baixa forca
ibnical®. Nesta etapa, as moléculas carregadas positivamente ligam-se a coluna!®. De
seguida, é adicionado, de forma gradual, o eluent 80B (ARKRAY, Inc., Kyoto, Japéao),
de elevada forca idnical®. Este compete com as moléculas carregadas positivamente,
entre as quais a hemoglobina, pela ligacdo a coluna, levando a que alcancem o detetor
(420 nm/500 nm)°4, Tendo por base o tempo de retengéo caracteristico de cada tipo e
variante de hemoglobina é possivel proceder a sua identificacdo e quantificacdo
(mmol/mol ou %)°. No fim, o equipamento imprime automaticamente um relatério de
cromatograma, com o0s picos correspondentes ao perfil de eluicdo, para cada
amostral®,

Sempre que foi detetada a presenga de HbS numa amostra, realizou-se o ensaio
manual HbS Solubility Screening kit (Helena BioSciences Europe, Reino Unido). Este
utiliza um reagente que contém hidrossulfito de sédio. O reagente foi armazenado entre
2°C e 8°C e, depois de ressuspendido, apresentou 7 dias de estabilidade!®’. Antes da
sua utilizacao, foi colocado entre 15°C e 30°C e misturado por inversdo®’. Na realizacéo
do ensaio, adicionaram-se 20 pL de sangue total em EDTA Ksza 2 mL de reagentel®’.
Misturou-se bem e deixou-se repousar durante 7 minutos. Na presenca de saponina, 0s
eritrocitos hemolisam, havendo libertacdo de hemoglobina, que é reduzida pelo
hidrossulfito de s6dio!®. A hemoglobina S reduzida torna-se cristaloide, conferindo um
aspeto turvo a solucéo!®®. A turbidez da amostra foi avaliada com recurso a linhas de
visualizagdo. Caso as linhas ndo sejam visiveis através do tubo, o resultado € positivo
(Figura 4.16)°. Caso as linhas sejam claramente visiveis através do tubo, é negativo®’.

B
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Figura 4.16: Teste de solubilidade da HbS. A hemdlise dos eritrGcitos leva a libertagdo de hemoglobina
que é reduzida pelo hidrossulfito de sodio. A HbS reduzida torna-se cristaloide, conferindo um aspeto turvo
a solugcdo. Num resultado negativo, as linhas de visualizacdo sao claramente visiveis através do tubo. Num
resultado positivo, tal como acontece na imagem, as linhas ndo sé@o observaveis. Figura do autor.
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4.2.5. Grupo sanguineo e reacdo de Coombs

Em Portugal, a determinacdo do grupo sanguineo e da reacdo de Coombs g,
habitualmente, realizada na area da imunohemoterapia. Contudo, existem laboratérios,
como é o caso do Labocentro, que realizam estes ensaios na sec¢ao de hematologia.

O grupo sanguineo € obtido pela detecdo dos antigénios a superficie dos eritrocitos
de cada individuo'®. De acordo com a International Society of Blood Transfusion, até
ao momento, ja foram identificados cerca de 43 sistemas antigénicos eritrocitarios*°. O
sistema ABO, descoberto em 1900 por Karl Landsteiner, foi o primeiro sistema
eritrocitario a ser identificado, continuando, hoje em dia, a ser o mais importante na
area transfusional e da transplantacdo!!!. Este sistema é definido pela presenca ou
auséncia dos antigénios A e/ou B nos eritrocitos humanos e pela presenca de anticorpos
no plasma ou soro contra o(s) antigénio(s) em falta nos eritrocitos®®. Estes anticorpos
sdo produzidos naturalmente apds exposicdo aos antigénios A e/ou B, existindo de
forma constante!'’., O segundo sistema eritrocitario mais importante em medicina
transfusional e de transplantacéo é o sistema Rhesus!!. J4 foram identificados mais de
50 antigénios deste grupo, sendo o antigénio D clinicamente mais significativo'®®. E com
base na presenca ou auséncia do antigénio D que se define um estado de Rh* ou Rh,
respetivamente!!l. Para além deste, existem outros 4 antigénios comumente avaliados:
E, C, e, c'®. Neste caso, a producéo de anticorpos apenas ocorre por sensibilizacdo!'?.

O teste de antiglobulina consiste na detecdo de anticorpos anti-eritrocitarios, que
levam a hemolise dos glébulos vermelhos!'2, Este principio foi descrito por Moreschi
em 19083, mas apenas foi introduzido na pratica clinica laboratorial em 1945, apés a
publicacdo de Coombs!!*. Desta forma, o método passou a ser designado por reagdo
de Coombs, podendo ocorrer de forma direta ou indireta. A rea¢cdo de Coombs direta
permite a detecdo de eritrécitos sensibilizados in vivo por anticorpos ou fragdes do
complemento!'?. A reacdo de Coombs indireta deteta anticorpos anti-eritrocitarios
presentes no soro ou plasma do individuo, por sensibilizacédo dos eritrécitos in vitro'2,
Esta reacdo permite a pesquisa de anticorpos irregulares (PAIl), ou seja, todos os
anticorpos anti-eritrocitarios nao-ABO, possibiltando a detecdo de anticorpos
clinicamente significativos na amostra.

Durante o periodo de estagio, realizou-se a determinagcdo do grupo sanguineo dos
sistemas ABO e Rh (D), a reacio de Coombs direta e a PAI no equipamento WADiana®

Compact (Diagnostic Grifols S.A., Espanha).

-52-



4.2.5.1. Sistema WADiana® Compact

O sistema WADiana® Compact € um equipamento automatico que realiza técnicas
de imuno-hematologia em gel*.

Durante o periodo de estagio, em primeiro lugar, iniciou-se o programa WADiana.
Nesta altura € feita uma verificacdo automética interna, assegurando o bom
funcionamento de todos os elementos!®. As tercas-feiras e quintas-feiras foram
realizados os controlos Extended IV Control (Diagnostic Grifols S.A., Espanha) antes do
processamento das amostras. Estes foram armazenados entre 2°C e 8°C!!6, Depois de
se indicar manualmente os testes (grupo sanguineo, reacdo de Coombs direta ou PAI)
a realizar em cada amostra, o dispositivo verifica o carregamento de todas as amostras,
reagentes e cartdes de teste necessarios a realizacédo dessas técnicas®®. A realizacdo
dos ensaios tem por base a técnica de gel, descrita por Yves Lapierre!!’, para detegéo
de reacOes de aglutinacdo de eritrocitos.

Para a determinagao dos grupos sanguineos dos sistemas ABO e Rh foram utilizados
cartdes DG Gel Confirm (Diagnostic Grifols S.A., Espanha). Estes foram armazenados
na vertical entre 2°C e 8°C, sendo colocados a temperatura ambiente antes da
realizacdo do ensaio*®. Cada cartdo possui 8 microtubos compostos por uma coluna e
uma camara de incubagéo no topo, todos com azida de sédio (NaNs) como conservante
numa concentracdo final de 0,09% 8. A coluna é constituida por uma solucéo de gel
tamponada com anticorpos monoclonais especificos: microtubo A (anti-A monoclonal -
mistura de anticorpos IgM e IgG de ratinho), microtubo B (anti-B monoclonal - anticorpos
IgM de ratinho), microtubo DV'* (anti-D monoclonal - mistura de anticorpos IgG e IgM de
origem humana) e microtubo Ctl (controlo - solugdo tamponada sem anticorpos)!!®. Para
cada ensaio foram utilizados 4 microtubos.

Na determinacédo do grupo sanguineo, a amostra (eritrocitos) € diluida com diluente
DG Gel Sol (Diagnostic Grifols S.A., Espanha). O diluente foi armazenado entre 2°C e
8°C, sendo colocado a temperatura ambiente antes da realizacdo do ensaio'!®. Esta
solucdo de baixa forca ionica facilita a ligacdo dos anticorpos aos antigénios
eritrocitarios'®. De seguida, a amostra diluida é introduzida nos microtubos, seguindo-
se um periodo de incubacéo e de centrifugacdo!!®. Caso os antigénios dos eritrécitos da
amostra reajam com os anticorpos presentes na solucdo de gel, ocorre aglutinagédo!8,
Os eritrécitos aglutinados sao capturados na coluna de gel (resultado positivo),
contrariamente aos eritrécitos ndo aglutinados que se concentram no fundo do
microtubo, formando um sedimento (resultado negativo)!'®, como indicado na Figura
4.17.

-53-



Na realizacdo da reacdo de Coombs direta ou PAI foram utilizados cartdes DG Gel
Coombs (Diagnostic Grifols S.A., Espanha), armazenados a temperatura ambiente!?,
Tal como os cartdes DG Gel Confirm, cada um contém 8 microtubos compostos por uma
coluna e uma camara de incubacédo no topo, todos com azida de sédio (NaNs) como
conservante numa concentracdo final de 0,09%!%°. A coluna é constituida por uma
solucdo de gel tamponada, com baixa for¢a i6nica, composta por uma mistura de
anticorpos anti-lgG humana policlonais de coelho e de anticorpos IgM anti-C3d
monoclonais de ratinho'?. Para cada ensaio de reacdo de Coombs direta foi necessario
1 microtubo e para cada ensaio de PAI foram necessarios 2.

=

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6

Amostra 7 Amostra 8 Amostra 9 Amostra 10

Figura 4.17: Determinacdo do grupo sanguineo no sistema WADiana® Compact. Se os antigénios
eritrocitarios da amostra reagirem com os anticorpos (anti-A, anti-B e anti-D) nos microtubos, ocorre
aglutinacdo. O microtubo Ctl serve de controlo, ndo possuindo anticorpos. Num resultado positivo, os
eritrécitos aglutinados séo capturados na coluna de gel, enquanto num resultado negativo os eritrécitos
formam um sedimento. Na figura encontram-se os cartées DG Gel Confirm apés o fim da reagdo, com os
seguintes resultados: grupo 0* (amostra 1), grupo AB- (amostra 2), grupo AB* (amostra 3), grupo O
(amostras 4 e 5), grupo B- (amostra 6), grupo B* (amostra 7), grupo A* (amostras 8 e 9) e grupo A" (amostra
10). Figura do autor.

Na reacdo de Coombs direta, em primeiro lugar, a amostra (eritrécitos) é diluida com
o diluente DG Gel Sol*?°, De seguida, é introduzida nos microtubos, seguindo-se um
periodo de incubacédo e de centrifugacdo®®. Caso existam, na amostra, eritrocitos
sensibilizados por anticorpos humanos IgG ou fracbes do complemento, estes reagem
com os anticorpos presentes na coluna de gel, ocorrendo aglutinacdo?°. Na PAIl séo
utilizados os eritrécitos reagentes Serascan Diana 2 (Diagnostic Grifols S.A.,
Espanha)'?!. Estes 2 reagentes consistem numa suspensao pronta a utilizar de 0,8% de
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eritrécitos do grupo O produzidos por um dador individual para cada frasco!?’. Os
reagentes encontram-se numa solucdo tamponada com conservantes (neomicina a
0,010% (p/v) e cloranfenicol a 0,017% (p/v)) e sdo armazenados entre 2°C e 8°C 121,
Estes eritrocitos possuem 0s determinantes antigénicos mais significativos para a
maioria dos sistemas de grupos sanguineos!?’. Depois da homogeneizacdo dos
reagentes, cada um é adicionado a um microtubo!?°, Depois, junta-se a amostra
(plasma), seguindo-se um periodo de incubacéo e de centrifugacdo®. Se na amostra
existirem anticorpos contra 0s antigénios eritrocitarios presentes nos reagentes, ocorre
aglutinagdo!®. Tanto na reagcdo de Coombs direta como na PAI, os eritrécitos
aglutinados séo capturados na coluna de gel (resultado positivo), contrariamente aos
eritrocitos ndo aglutinados que se concentram no fundo do microtubo, formando um

sedimento (resultado negativo)'?°, como demonstrado na Figura 4.18.
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Figura 4.18: Reacéo de Coombs direta e PAI no sistema WADiana® Compact. Na reagdo de Coombs
direta, os eritrocitos sensibilizados por anticorpos humanos IgG ou fragdes do complemento na amostra
reagem com os anticorpos na coluna de gel, ocorrendo aglutinagdo. Na PAI, a aglutinacdo ocorre se a
amostra apresentar anticorpos contra 0s antigénios eritrocitarios dos reagentes. Num resultado positivo, os
eritrécitos aglutinados séo capturados na coluna de gel, enquanto num resultado negativo os eritrocitos
formam um sedimento. A: Resultado negativo (pogos 1-4 e 6-8) e positivo (poco 5). B: Resultado negativo
(pogos 1-4, 7 e 8) e positivo (pogos 5 e 6). C: Resultado negativo (pogos 1 e 2), positivo (pocos 3 e 4) e 0s
pocos 5-8 estdo por utilizar. Figura do autor.

Estes ensaios foram realizados em amostras em EDTA Ks. Antes de serem
introduzidas no equipamento, as amostras foram centrifugadas durante 10 minutos a
1500 rpm. Também os cartbes foram centrifugados durante 9 minutos a 990 rpm % 10

rpm na centrifuga DG Spin (Diagnostic Grifols S.A., Espanha).

4.2.6. Ensaios de hemostase

A hemostase € um processo fisioldgico que consiste na interrup¢do do sangramento
num local de lesdo vascular, através da formagédo de um coagulo sanguineo composto
essencialmente por plaguetas e fibrina'?2. Este mecanismo tem 2 componentes
principais: a hemostase primaria e a hemostase secundaria.

A hemostase primaria corresponde a formacdo do rolhdo plaquetério!??.

Normalmente, as células endoteliais libertam moléculas que impedem a agregacao
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plaguetaria e a adesdo das plaquetas aos vasos sanguineos, mantendo um fluxo
sanguineo normal. Contudo, em caso de lesdo vascular, as plaquetas sdo expostas a
matriz subendotelial, havendo a sua adeséao e ativacdo'?2. Isto ocorre através da ligacdo
das plaquetas ao fator von Willebrand, secretado pelas células endoteliais'??. As
plaguetas ativadas secretam moléculas que ativam outras plagquetas, comecando a
formar-se um agregado plaguetario no local lesionado'??. A adeséo plaqueta-plaqueta é
mantida através da glicoproteina llb/Illa, um recetor de fibrinogénio?2,

A hemostase secundéria diz respeito a deposicdo de fibrina insolivel no rolhdo
plaquetéario, de modo a fortalecer e estabilizar o coagulo sanguineo'?. Na auséncia de
lesdo vascular, a cascata de coagulacdo ndo é ativada devido aos mecanismos de
anticoagulacdo®??, Contudo, quando existe lesdo, sédo ativadas as 3 vias da cascata de
coagulacédo: a via intrinseca, a via extrinseca e a via comum, como indicado na Figura
4.19. A via intrinseca é a maior e comeca pela ativacdo do fator Xll pelas cargas
negativas presentes na membrana celular das plaquetas devido aos fosfolipidos. De
seguida, o fator Xll ativado (Xlla) ativa o fator Xl e o fator XI ativado (Xla) ativa o fator
IX*2%, Na presenca do cofator Ca?*, o fator IX ativado (IXa) forma um complexo com o
fator VIII, ativando o fator X'23, Nesta fase é iniciada a via comum, na qual o fator X
ativado (Xa) e o fator V ativado (Va), na presenca de Ca?*, formam um complexo
denominado protrombinase, que converte a protrombina (fator Il) a trombina (fator lla).
Posteriormente, a trombina converte o fibrinogénio sollvel em fibrina insoltvel'?. A
trombina ativa ainda o fator Xlll, na presenca de Ca?*. O fator Xl ativado (Xllla) leva a
formacéao de crosslinks entre a fibrina e a sua deposi¢édo no rolh&o plaquetario, de modo
a estabilizar o coagulo sanguineo. A via extrinseca inicia-se com a secre¢do do fator
tecidual (fator IIl) pelas células endoteliais lesionadas!?. O fator Il ativa o fator VII, que
ativa o fator X, iniciando a via comum ja descrita anteriormente!?3,

Outro conceito importante é o de fibrindlise, um processo de dissolu¢ao dos coagulos
sanguineos de modo a restaurar o normal fluxo sanguineo!??. Para isso, 0
plasminogénio € convertido em plasmina, uma enzima que degrada a camada de fibrina
presente no coagulo sanguineo'??. Desta degradacdo resulta a libertacdo de
fibrinogénio e d-dimeros.

Laboratorialmente, a via extrinseca da coagulacdo é avaliada através do tempo de
protrombina (PT), enquanto a via intrinseca é avaliada pelo tempo de tromboplastina
parcial ativada (aPTT). A avaliagdo da via comum tem por base a determinagédo do
tempo de trombina, que consiste no tempo de coagulacédo apés a adicdo de trombina.

No entanto, este ensaio nédo foi realizado no Labocentro, durante o periodo de estagio.
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A determinacéo de PT e aPTT realizou-se no sistema BCS®XP (Siemens Healthcare,

Alemanha).
" Viaintrinseca |
Tempo de tromboplastina | XII ?%b XIla ]
parcial ativada (aPTT) l ] Tempo de
X1 »XIa protrombina (PT)
| VIl —VIla (seg, % € INR)
IX—1Xa X
Villa — ‘ .J
Xa XIII XIII
., a
«—Va
Protrombina (II) ¥ » Trombina (Ila) Plasmina
S . v , Fibrinogénio
Fibrinogénio (I) —— Fibrina [Ial) e D-dimeros
"‘l E“ '

Figura 4.19: Representacdo das vias intrinseca, extrinseca e comum da cascata de coagulagéo.
Adaptado de Continuing Education Course #2: Current Understanding of Hemostasis e Physiology,
Coagulation Pathways 122123,

4.2.6.1. Sistema BCS®XP

O sistema BCS®XP é um sistema de coagulacdo automatico que realiza ensaios
coagulométricos, cromogénicos e imunoquimicos'?*. No Labocentro, durante o periodo
de estagio, foi realizada a determinacdo de PT, aPTT, fibrinogénio e d-dimeros. O
doseamento de d-dimeros foi feito de acordo com a data de saida. O fibrinogénio foi
analisado a segunda-feira, quarta-feira e sexta-feira. Os restantes parametros foram
avaliados todos os dias.

Em primeiro lugar, foi executada a inicializacdo do sistema, etapa na qual foram
efetuadas todas as lavagens de forma automatica'®*. Assim que o analisador se
encontrou operacional, os reagentes foram adicionados ao reagent cooler para serem
arrefecidos até aos 15°C 14,

Os reagentes utilizados no BCS®XP foram: o Pathromtin® SL (Siemens Healthcare,
Alemanha) para a determinacdo de aPTT, o Thromborel® S (Siemens Healthcare,
Alemanha) para a determinacéo de PT e o CaCl, (Siemens Healthcare, Alemanha) que
foi adicionado a mistura de reacdo para neutralizar o citrato de sodio e desencadear o
processo de coagulacdo. Para a determinacdo de d-dimeros utilizou-se o ensaio
Innovance® D-Dimer (Siemens Healthcare, Alemanha). Todos os reagentes foram

armazenados entre 2°C e 8°C. O Thromborel® S foi reconstituido em 10 mL de agua
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para preparacdes injetaveis (Labesfal, Portugal) e incubado durante 30 minutos a
temperatura ambiente antes de ser utilizado pela primeira vez!?. O reagente do ensaio
Innovance® D-Dimer foi reconstituido em 4 mL de agua destilada e incubado 15 minutos
a temperatura ambiente antes da primeira utilizacdo!?®. Depois de abertos, os
constituintes do ensaio Innovance® D-Dimer foram armazenados entre -18°C e -25°C.

Apos a adicdo dos reagentes ao equipamento foram realizados os controlos. A
segunda-feira, quarta-feira e sexta-feira foi feito o controlo patolégico Dade® Ci-Trol®
Coagulation Control Level 2 (Siemens Healthcare, Alemanha), enquanto a terca-feira e
quinta-feira se realizou o controlo ndo patolégico Control Plasma N (Siemens
Healthcare, Alemanha). Nos dias de determinacdo de d-dimeros utilizaram-se os
controlos Innovance® D-dimer (Siemens Healthcare, Alemanha), de nivel 1 e de nivel 2.
Todos os controlos foram reconstituidos em 1 mL de agua destilada e incubados durante
15 minutos a temperatura ambiente, antes da primeira utilizagdo!?’-12°,

Sempre que se utilizou um novo lote do reagente Thromborel® S foi necessario
realizar a calibracdo do tempo de protrombina. Nesse caso, utilizou-se o PT-Multi
Calibrator (Siemens Healthcare, Alemanha) composto por 5 plasmas de calibragcdo. Os
calibradores foram reconstituidos com agua destilada e incubados entre 15°C e 30°C
durante 30 minutos antes da primeira utilizacdo™°.

Posteriormente, procedeu-se ao processamento das amostras previamente
centrifugadas (10 minutos a 4000 rpm). Durante todo o tempo de reacdo foi mantida
uma temperatura constante de 37°C na cuvete de reagdo. O uso de citrato de so6dio nos
ensaios de coagulacdo deve-se ao facto deste anticoagulante ser um quelante do calcio,
evitando que o processo de coagulagdo seja desencadeado antes do inicio do teste.

Como ja referido, este equipamento realiza 3 tipos de medi¢des: coagulométricas,
cromogénicas e imunoquimicas'?. Os ensaios de coagulometria determinam o tempo
de coagulacao, isto €, o tempo desde a mistura do preparado até a formacédo de um
coagulo de fibrina!?*. Neste tipo de ensaio, os coagulos sdo detetados
turbidimetricamente. Isto, porque a formacéo de fibrina reduz a quantidade de luz
transmitida devido ao aumento da turvacdo!?4. As determinagées de PT e de aPTT foram
realizadas segundo este método??>132,

Nas reacdes cromogénicas, 0s parametros sdo medidos enzimaticamente
recorrendo, para isso, a substratos cromogénicos'?*. Neste caso, se o0 parametro em
estudo estiver presente na amostra, a sua atividade leva a formacao de um pigmento.
A absorvancia é medida por fotometria e recorre-se a curva de calibracdo para

determinar a concentracdo de enzima em estudo'?*. Este ensaio pode ser utilizado ainda
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para determinar inibidores enzimaticos!?*. Neste caso, se o inibidor estiver presente na
amostra, parte da atividade enzimética é inibida!l?*. A restante atividade é medida
através de um cromogénio especifico??4,

Nos ensaios imunoquimicos, a amostra reage com anticorpos especificos ligados a
particulas de latex!?*, Caso o parametro em estudo se encontre na amostra, formam-se
agregados devido a ligacdo antigénio-anticorpo'?*. Estes agregados levam a uma
alteracdo da turvacdo que é medida turbidimetricamente'?*. A velocidade dessa
alteracdo é determinada e, por comparacdo com a curva de calibracdo, é obtida a
concentrac@o do parametro em estudo. A avaliacdo de d-dimeros foi realizada segundo
este método??®,

Na determinacdo de PT, adicionou-se o Thromborel® S & amostra, um reagente
preparado a partir do fator tecidual de placenta humana'?. Na presenca de CaCly, é
ativada a via extrinseca da coagulacao. O resultado da determinacdo de PT é dado em
segundos, em percentagem e segundo a razdo normalizada internacional (INR)*?°,

Para a determinagdo de aPTT, o Pathromtin SL, constituido por quantidades 6timas
de fosfolipidos e um ativador de superficie, foi adicionado a amostra para ativar o fator
XII*3, Apés um periodo de incubacédo, foi adicionado o CaCl, para desencadear o
processo de coagulacgéo.

Para a quantificacdo de d-dimeros foi utilizado o ensaio Innovance ® D-Dimer. Neste
caso, sdo utilizadas particulas de poliestireno covalente revestidas com anticorpo
monoclonal (8D3) de ratinho, que na presenca de d-dimeros levam a formacdo de
agregados que aumentam a turvacdo!®. Assim, através de um método
imunoturbidimétrico foi possivel determinar a concentragédo de d-dimeros nas amostras.

A concentragdo de fibrinogénio foi derivada a partir da alteracédo da densidade oGtica
obtida na determinacdo do tempo de protrombina!?>. O resultado foi obtido por
comparagdo com a curva de calibracéo.

No final do dia, apds todas as amostras terem sido analisadas, foi realizada a
manutencao diaria. Nesta, os tubos, seringas e pipetas foram desinfetados e lavados, o
manuseador do rotor deitou os rotores de cuvetes usados para o recipiente de residuos

e o leitor fez a leitura de todas as filas de suporte e de todos os suportes??,
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5. Fase po6s-analitica

A fase pos-analitica € a ultima fase do processo laboratorial e, segundo a ISO
15189:2012, “engloba os processos que se seguem aos exames laboratoriais e que
incluem a revisdo dos resultados, retencdo e armazenamento do material clinico,
eliminac@o de amostras (e residuos), formatacao, libertacédo, transmisséo e arquivo dos
resultados dos exames”. Nesta etapa, 0s especialistas em analises clinicas do
Labocentro realizam a interpretacao e validagéo biopatologica dos resultados, tendo em
conta as variaveis pré-analiticas, as informacgdes clinicas disponiveis e os resultados
obtidos anteriormente. Posteriormente, é obtido um relatério de exames laboratoriais
com resultados claros e ndo ambiguos que, apés a validacdo pelo especialista, €
entregue ao utente em tempo Gtil. Quando solicitado e em determinadas situagdes, a

informacg&o é comunicada oralmente ao utente ou ao meédico prescritor.
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6. Casos Laboratoriais

Abaixo sdo apresentados e interpretados alguns casos laboratoriais nas areas da
hematologia e da imunologia, avaliados no Labocentro. E necessario ter em atengéo
gue apenas sdo apresentadas algumas andlises realizadas pelos utentes, ndo sendo
referido o seu historial clinico. Desta forma, os casos apresentados ndo permitem o

diagnéstico, servindo apenas para interpretacéo dos parametros em estudo.

6.1. Hematologia

Caso Laboratorial 1: Na Figura 6.1 encontram-se os parametros do hemograma e
a VSE de uma senhora de 42 anos. Analisando os resultados, a utente apresenta
anemia microcitica hipocromica, uma ligeira anisocitose eritrocitaria e uma leucopenia
ligeira. Perante este tipo de anemia, sera relevante avaliar os niveis de ferro e ferritina
séricos, bem como a saturagdo da transferrina e a capacidade total de ligacdo ao ferro,
de modo a entender se existe deficiéncia de ferro, a causa mais comum de anemia a
nivel global®2, Para além disso, serd pertinente realizar o calculo de indices
hematoldgicos (ex.: indice de Mentzer) para o diagnéstico diferencial de anemia
ferropénica e de beta-talassémial®®. Os restantes parametros do hemograma
encontram-se dentro dos valores de referéncia. Tal como € comumente observado em

situacdes de anemia, a VSE também esta aumentada®.

Resultado Unidades Valores de Referéncia Resultados Anteriores
HEMATOLOGIA

Hematologia Geral

Hemograma

(ImpeEnziz+iser)
Eritrécitos £,16 x1012/L 3,00 - 5,30
Hemoglobing 8,3 £/dL 12,0 - 16,0
Hematécrite 27,5 % 35,0 - 46,0
V.GM. 66,0 fL 78,0 - 97,0
H.G.M., 20,0 pg/eélula 25,0 - 32,5
CH.GM. 20,3 z/dL 31,5 - 36,5
RDW 14,8 % < 14,5
Levcocitos 3.8 =10%(L 4,0 - 10,0
Meulrdfilos 1,48 38,5 =108/L [%] 1,4 - 7,0
Ecsindfilos 0,08 2,1 =108fL [%] < 0,5
Boscfilos 0,10 2,6 =10%/L [%] < 0,3
Linfécitos 1,99 52,4 =10%fL [%] @,7 - &,5
Mondcitos 0,18 4,7 =108/L  [2] Gyl - 1,1
Plaquetas 351 =108 /L 150 - 500
Morfologio Microcitose ligeirz observada em sszfregaco de

sangue periférico.
Velocidade de Sedimentagdo 20 mm/h = 20

{Wastergran modilcada | Westergren)

Figura 6.1: Resultados obtidos ap0s realizacdo do hemograma e da VSE de uma senhora de 42 anos.
Figura do autor.
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Caso Laboratorial 2: Na Figura 6.2 encontra-se o hemograma de um senhor de 83
anos. O utente apresenta anemia normocitica normocrémica, com eritropenia,
leucopenia e trombocitopenia acentuadas. Esta diminuicAo das 3 linhagens
hematoldgicas designa-se por pancitopenia'®. A confirmacédo foi realizada por
observacao do esfregaco de sangue periférico. O valor da contagem de plaquetas pode
estar falsamente diminuido devido a satelitismo plaquetario, plaquetas gigantes ou
aglutinacdo plaquetaria devido a aglutininas frias ou induzida pelo anticoagulante®®.
Nesse sentido, por vezes é solicitada uma repeticdo da contagem de plaquetas
utilizando citrato de sédio como anticoagulante'®136, A auséncia de coagulos na
amostra foi confirmada. Este hemograma é caracteristico de uma condi¢éo de aplasia
medular, na qual existe diminuicdo da producédo dos elementos figurados do sangue
pela medula 6ssea?*. A aplasia da medula é uma doenca hematopoiética com elevadas
taxas de morbilidade e mortalidade associadas, o0 que se deve principalmente a
frequéncia com que ocorrem hemorragias e infe¢des nestes individuos'®’. Quando se
desconfia desta patologia, deve-se avaliar o historial clinico do utente, realizar o
hemograma com contagem de reticulécitos, esfregaco de sangue periférico e ainda o
mielograma e biépsia da medula éssea’®. Devem também ser realizados testes
adicionais para identificacdo de causas responsaveis pela pancitopenia!®’. O tratamento
desta condi¢éo passa principalmente pelo transplante de medula 6ssea ou pela terapia
imunossupressora®®’. Em casos de trombocitopenia bastante acentuada recomenda-se

uma transfusdo de plaquetas devido ao risco de hemorragias espontaneas?s,

Resultado Unidades Valores de Referéncia Resultados Anteriores
121112020
HEMATOLOGIA
Hematologia Geral
12-11-2020
Hemograma
{Impadancia+asar)
Eritrécitos 2,23 x1012/L 4,30 - 5,70 250
Hemoglobing 6,7 g/dL 13,0 - 17,5 30
Hematocrite 19,4 i 38,0 - 48,0 235
V.GM. 87,0 fL 78,0 - 97,0 20,3
H.G.M. 30,1 pg/célula 26,0 - 32,5 g
CH.GM. 34,5 z/dL 31,5 - 36,5 338
ROW 12,3 ] 14,3 144
levcécitos 1,5 x10%/L 4,0 - 10,0 15
Meutrofilos 0,28 15,7 =10%fL [2] 1,5 - 7,0 025 158
Ecsindfilos a,02 1,3 =10%/L [%] <« 0,5 002 13
Bosdfilos 0,01 a,7 =108/L [%] < 0,3 002 13
Linfécitos 1,08 72,0 =10°/L [2] 0,7 - 4,5 1,18 738
Mendcitos 0,11 7,3 =108/l [%] 0,1 - 1,1 009 55
Plaquetas a7 x109%/L 150 - 500 177

Morfologio Pancitopénia confirmada pela observacio do
esfregaco de sangue periférico.

Figura 6.2: Resultados obtidos no hemograma de um senhor de 83 anos. Figura do autor.
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Caso Laboratorial 3: Na Figura 6.3 encontram-se os resultados do hemograma de
um senhor de 61 anos. O utente apresenta uma trombocitopenia muito acentuada. Foi
confirmada a auséncia de coagulos na amostra. Comparativamente ao caso
Laboratorial 2, este senhor tera um maior risco de hemorragias espontaneas devido ao
reduzido nimero de plaquetas. Para além disso, o utente apresenta anemia macrocitica
normocromica. Nesse sentido, sera relevante avaliar os niveis de vitamina B12 e de
acido fdlico, ja que uma deficiéncia destas moléculas origina uma maturacao
megaloblastica’. Nessa situacéo, o tratamento da anemia passa pela administracéo de
vitamina B12 e &cido fdlico’. Contudo, é necessario ter em atencdo que pode existir
macrocitose em anemias ndo-megaloblasticas, nas quais a sintese de DNA nao se
encontra comprometida’. A avaliacdo qualitativa dos elementos figurados do sangue
também foi realizada através da observacdo do esfregaco de sangue periférico,

confirmando os resultados.

Resultado Unidades Valores de Referéncia Resultados Anteriores
HEMATOLOGIA

Hematologia Geral

Hemograma

(Impadnciz+izse)
Eritrécitos 2,97 =102 fL 4,30 - 5,70
Hemoglobino 11,7 g/dL 13,0 - 17,5
Hemaotdorito 32,0 z 28,0 - 42,0
V.GM. 108,0 fL 78,0 - 97,0
H.G.M. 32,3 pzicélula 25,0 - 32,5
CH.G.M. 36,5 z/dL 31,5 - 36,5
ROW 10,9 3 < 14,5
Lleuvcocitos 4,6 =10%/L 4,0 - 10,0
Meutrdfios 2,36 51,3 =108/L  [%] 1,8 - 7,0
Fosindfilos 0,03 Q0,7 =10%/L  [%] < 0,5
Bosofilos 0,11 2,4 =10%/L  [%] < 0,3
Linfécitos 1,30 28,3 =108/L  [%] 0,7 - 4,5
Meondcitos 0,75 16,3 =108/L  [%] 0,1 - 1,1
Plaguetas 32 =10%/L 150 - 500

Merfclogic Macrocitose ligeira e trombocitopénia acentuada
confirmadas pela cbservacio do esfregaco de =angue
periférico.

Figura 6.3: Resultados obtidos no hemograma de um senhor de 61 anos. Figura do autor.

Caso Laboratorial 4: O hemograma de uma senhora de 75 anos encontra-se na
Figura 6.4. Observa-se uma leucocitose, com presenca de neutrofilia. A utente
apresenta ainda anemia normocitica nhormocrémica, para além de se verificar também
a existéncia de anisocitose eritrocitaria, confirmada pela observagédo do esfregaco de
sangue periférico. Analisando os resultados anteriores, a utente ndo apresentava
nenhuma destas alteracfes, estando todos os parametros hematolégicos dentro dos

valores de referéncia. A semelhanca do caso laboratorial 1, aqui também podera ser
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relevante avaliar os niveis de ferro e ferritina séricos, bem como a saturacdo da
transferrina e a capacidade total de ligacdo ao ferro, de modo a entender se existe
deficiéncia de ferro'®. Isto, pois, embora a anemia ferropénica, quando instalada, se
classifique como microcitica hipocrémica, num estado inicial, enquanto existirem

depésitos de ferro, é classificada como normocitica normocrémicat®?13°,

Resultado Unidades Valores de Referéncia Resultados Anteriores
15/02/2022  13/10/2021

HEMATOLOGIA
Hematologia Geral
18-02-2022  13-10-2021

Hemograma

{Impadancia+asar)
Eritr6citos 3,52 xl012fL 3,00 - 5,30 438
Hemeoglebing 10,1 g/dL 12,0 - 16,0 131
Hematdcrite 31,z 3 35,0 - 46,0 08
V.G.M. 88,5 fL 78,0 - 97,0 905
H.G.M. 28,6 pgfeélula 26,0 - 32,5 25
CH.GM. 32,3 z/dL 21,5 - 35,5 328
RDW 17,7 ] < 14,5 120
levcécitos 11,5 x10%/L 4,0 - 10,0 35
Meutréfilos §,26 71,8 =10%/L [%] 1,4 - 7,0 444 522
Eosindfilos 0,01 0,1 =10%/L  [%] < 0,5 016 19
Bosdfios 0,00 0,8 =10%/L  [2] < 0,3 006 07
Linfocitos 2,13 15,5 =10°/L [2] 0,7 - 4,5 289 352
Monocitos 1,05 2,1 =10%/L  [%] a,1 - 1,1 035 100
Plagquetas 423 x10%/L 150 - 500 13
Morfologio Aniszocitose ligedira confirmada pela cbzervacdo do

esfregaco de =angue periférico.

Figura 6.4: Resultados obtidos no hemograma de uma senhora de 75 anos. Figura do autor.

6.2. Imunologia

Caso Laboratorial 5: Foi solicitada a determinacao qualitativa do antigénio p24 do
VIH e/ou de anticorpos anti-VIH-1/2 para um senhor de 53 anos, tendo sido obtido um
resultado reativo (valor do cut-off = 763,23). Nesse sentido, de acordo com a rotina do
laboratério, foi pedida uma repeticdo de colheita para nova realizacao do ensaio. Tal
como esperado, o resultado manteve-se reativo (valor do cut-off = 803,20), confirmando
a infecéo pelo VIH. Como este ensaio ndo permite distinguir entre uma infecdo pelo VIH-
1 ou VIH-2, foi realizado o ensaio confirmatorio Bio-Rad Geenius™ HIV 1/2 Confirmatory
Assay para esse fim?!, Na Figura 6.5 encontram-se os resultados obtidos. Verificou-se
a presenca da banda controlo e das 4 bandas que contém antigénios do VIH-1. Deste
modo, foram detetados anticorpos contra as glicoproteinas gp160 e gp 41 codificadas
pelo gene env, a proteina p24 codificada pelo gene gag e a proteina p31 codificada pelo

gene pol, confirmando a infegcdo pelo VIH-121140,
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Resultado Unidades Valores de Referéncia Resultados Anteriores

IMUNOLOGIA
Infecciologia
Ac. Anti-HIV 1e 2 Reactivo
(Cumicuminiscanca)
Indice de cut-off 803,20 Reactivo > 1,00
Teste confirmatéric VIH-1
Imunacromatrografico:

Geenius HIV 1/2

1D da amostra: JAVO4243 N/S do leltor: DPGK012104

1D da cassete: 11F004505819 Versdo Geenlus: 1.2 201001

Lote do kit - Data de val.: 1F0045 - 5/27/2023 Ultima calibragdo: 1/27/2022 12:00:11
Data do pedido: 1272022 12:10:01 ~Controlos = =

Data da analise: V2772022 12:16:55

Namero de lote: NC110D0045220428

Execucio do teste por: 1ecnico Uttimo controlo: 10/28/2021 08:28:21
Versao de teste: 1.2-0US Namero de lote: PC11D0045220427
Regra(s): HIV-2 Critenia - HIV-1 Critena

Ultimo controlo: 10/28/2021 08:28 49

Interpretagao

Tipo de interpretagdo: Automatica

Analise das bandas:
& Nome Resultad

1 ap36 Ausente

2 op140 Ausente

3 PN Presente

4 gp160 Presente

5 p24 Presenis

6 ap4at Presente

7 CTRL Presente

Conclusao: VIH-1 POSITIVO

Estado: Valdado por: lecnico

Figura 6.5: Resultados obtidos para a confirmacéo da infecéo pelo VIH de um senhor de 53 anos.
Figura do autor.

Caso Laboratorial 6: Um senhor de 61 anos realizou o doseamento dos marcadores
tumorais CEA, AFP e CA 19-9. Os resultados obtidos encontram-se na Figura 6.6. Caso
0 senhor seja fumador, ambos os resultados para os marcadores CEA e AFP se
encontram dentro dos valores de referéncia. No entanto, obteve-se um valor elevado do
marcador CA 19-9, pelo que, ndo existindo resultados anteriores, se repetiu 0 ensaio
para confirmacédo do resultado. Este marcador esta geralmente aumentado no soro de
doentes com carcinoma pancreatico, no entanto, ndo é especifico desta patologia,
podendo estar elevado em doencas benignas como a pancreatite ou outras condicdes
inflamatérias!*!. Ainda assim, na presenca de sintomas, niveis significativamente
elevados de CA 19-9 sugerem que o tumor se encontre num estadio mais avancado®*!.

Por esta razdo, € necessério ter em atencao o historial clinico do utente. Para além de
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auxiliar o diagnostico de carcinoma pancreético, este marcador permite ainda avaliar o

prognostico dos doentes e determinar a resposta do tumor a terapéutica4142,

Resultado Unidades Valores de Referéncia Resultados Anteriores
MARCADORES PROTEICOS
Marcadores Proteicos Geral
CEA - Antigénic Carcino Embricondrio G4 ng/mL
{Qumiduminizcancia)
Hioc fumzdores: < 5,0
Fumadores : < 8,9
Alfa Fetoproteina - AFP 4,0 ng/mL < 8,1
{Quimiolurniniscancla)
CA 19.9 136,5 U/mL < 37,0

Rezultado confirmado por repeticdc na mesma

amostira.
{umiiuminiscanca)

Figura 6.6: Resultados obtidos para o doseamento de marcadores tumorais de um senhor de 61 anos.
Figura do autor.

Caso Laboratorial 7: Foi realizada a avaliacdo da funcéo da tiroide de uma senhora
de 71 anos. Para tal, procedeu-se ao doseamento de Ts total, T4 livre, TSH, anti-Tg e
anti-TPO. Os resultados obtidos encontram-se na Figura 6.7. Os parametros T3 total e
T4 livre encontram-se dentro do intervalo de referéncia, no entanto, o valor da TSH esta
ligeiramente aumentado. Para além disso, verifica-se a presenca de anticorpos contra
a tiroglobulina e contra a peroxidase da tiroide. Estes resultados sdo comuns de uma
situacao de tiroidite autoimune cronica, a tiroidite mais frequente e a causa mais comum
de bécio e hipotiroidismo nos paises com uma dieta suficiente em iodo*3. Esta condicéo
autoimune também pode ser designada por tiroidite linfocitica crénica ou tiroidite de
Hashimoto, embora esta ultima implique a presenca de bécio, o que nem sempre se
verifical*®. Inicialmente, os doentes podem ser assintomaticos, contudo, ao longo da
doenca desenvolvem sintomas progressivos de hipotiroidismo. Doentes que
apresentem niveis aumentados de TSH e niveis diminuidos de T, livre sdo indicados
para fazer terapéutica. Na presencga de niveis aumentados de TSH e de valores de T4
livre dentro do intervalo de referéncia, como se verifica neste caso laboratorial, a

indicacdo para terapéutica tem sido alvo de controvérsia, dependendo do clinico'*3,

Caso Laboratorial 8: Na Figura 6.8 encontram-se os resultados do doseamento dos
marcadores tumorais CEA, CA 125 e CA 19-9 de uma senhora de 75 anos. Observa-
se que todos os marcadores se encontram elevados. O CEA surge aumentado em
varios tipos de tumor, ndo sendo especifico de 6rgdo'*4. O CA 125 esta associado ao
carcinoma do ovario e o CA 19-9 ao carcinoma pancreatico** . Ainda que os
marcadores tumorais possam estar elevados na auséncia de uma neoplasia, estes

resultados séo bastante indicativos de malignidade#*. Possivelmente, a utente terd um
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tumor ja metastizado. Tendo por base o historial clinico da senhora e as restantes

analises solicitadas, poderdo ser necessarios testes adicionais para auxilio ao

diagnéstico. Contudo, o diagnéstico definitivo apenas serd obtido pela anatomia

patoldgica, sendo importante a identificacdo do tumor primario para orientacdo da

terapéutica.
Resultado Unidades Valores de Referéncia Resultados Anteriores
06/01/2022  15/0%02021
ENDOCRINOLOGIA
Tirdide
05-01-2022  15-08-2021
13- Triiodofirenina Total 86 ng/dL 35 - 193
(Cumiciumirizcanca)
06-01-2022  15-09-2021
T4 Livre- Tiroxina Livre 0,01 ng/dL 0,70 - 1,48
(Qumidumiriscancia)
06-01-2022  15-09-2021
TSH - Hormona Tiroestimulante 5,37 ulIT fmL 0,35 - &,904
(Cumigmiriscancia)
08-01-2022  15-08-2021
Ac. Anti-Tiroglobulina - alg 1144,746 UI/mL < &,11
{Cumicumini=cancla)
05-01-2022  15-08-2021

Ac. Anfi-Tiroperoxidase - alPO 1610,85 UI/mL < 5,61
(QuImigmInNEcaneta)

Figura 6.7: Resultados da avaliacdo da funcéo da tiroide de uma senhora de 71 anos. Figura do autor.

MARCADORES PROTEICOS
Marcadores Proteicos Geral
CEA - Antigénio Carcino Embriondrio 1204,7 ng/mL
(Cumiciminiscancia)
Nioc fumzdores: < 5,0
Fumadorss : < 5,8
A 125 396,38 U/mL < 35,0
(Qumiguminzcancia)
CA %% 240,3 U/mL < 37,0

{Cumioluminiscancia)

Figura 6.8: Resultados do doseamento de marcadores tumorais de uma senhora de 75 anos. Figura do

autor.
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7. LimitacOes e resolucao de problemas

De modo a atingir os objetivos, foram inicialmente estabelecidas metas a cumprir
durante o periodo de estagio que poderiam, ou ndo, ser alteradas apés avaliacdo do
laboratério. Entre essas metas, propunha-se a realizac¢éo de:

a) 5 preparacgoes de buffy-coat;

b) 3 testes de fragilidade osmotica;

c) 3 eletroforeses das hemoglobinas em pH alcalino;
d) 4 ensaios de falciformacéo;

e) 200 reacdes de nefelometria;

f) 50 reagdes de imunofluorescéncia;

g) 100 testes de velocidade de sedimentacéo eritrocitaria automatica/ manual,
h) 200 hemogramas;

i) 50 coloragbes de May-Grunwald Giemsa;

j) 4 testes da solubilidade da hemoglobina S;

K) 5 reacdes de aglutinacdo e hemaglutinagéo;

[) 200 reag¢Bes imunoenziméticas,

m) 200 reagdes quimioluminescentes;

n) 200 reagdes de turbidimetria;

0) 5 reagOes de precipitagdo.

Contudo, algumas das metodologias acima referidas (preparaces de buffy-coat,
fragilidade osmotica, eletroforese das hemoglobinas em pH alcalino, ensaios de
falciformagéo, reagdes de nefelometria e de imunofluorescéncia) n&o séo realizadas nas
areas de Imunologia e Hematologia do Labocentro, pelo que estas metas nunca seriam
alcancadas durante o estagio. Para além disso, considerando a quantidade de amostras
gue chegam diariamente ao laboratério, cuja analise é realizada maioritariamente de
forma automatica, percebeu-se que as metas definidas para a determinacdo da
velocidade de sedimentacdo eritrocitaria, dos hemogramas, das coloracdes de May-
Grunwald Giemsa, dos testes da solubilidade da hemoglobina S e das reacdes de
aglutinacdo e hemaglutinacao, imunoenzimaticas, quimioluminescentes, turbidimétricas
e de precipitacdo seriam rapidamente alcancadas. Posto isto, decidiu-se, apos
avaliacdo com o local de estagio, que nao faria sentido manter as metas inicialmente
estabelecidas.

O numero de ensaios realizados, durante o periodo de estagio, na determinacédo dos
parametros hematolégicos e imunologicos em estudo encontra-se na Tabela

Suplementar 12.
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Durante o periodo de estdgio, por vezes, surgiram problemas ao nivel do
funcionamento dos equipamentos. Na maioria dos casos estas questdes foram
resolvidas através da realizacdo de manutencdes, substituicdo de reagentes ou
consumiveis ou pela substituicdo de pecas (seringas, pipetadores, agulhas, etc). No
entanto, em alguns casos, foi necessario contactar os profissionais responsaveis pelas
manutencbes dos equipamentos para resolucdo dos problemas. Embora estas
situacBes nao tenham sido recorrentes, acabaram por atrasar o trabalho, levando a que
alguns dos ensaios ndo fossem realizados no préprio dia. Ainda assim, tudo se resolveu
e os resultados sairam dentro do prazo.

Outra situacdo que acabou por limitar, algumas vezes, o trabalho foi a demora na
entrega das encomendas dos reagentes ou dos controlos, que levou a que 0s ensaios
ndo pudessem ser realizados nos dias pretendidos. Contudo, tal como na situacao
anterior, raramente houve interferéncia com a data de saida dos resultados.

Embora tenham sido pouco frequentes, existiram ainda alguns casos de colheita
errada das amostras biol6gicas. Nestas situacdes, foi necessario contactar novamente
0s utentes para nova colheita, atrasando a analise dos parametros solicitados.
Felizmente, isto ocorreu poucas vezes, contudo, € uma situagdo que causa incomodo
aos utentes e que deve ser evitada, sendo importante manter o maximo rigor durante a
fase pré-analitica para que isso ndo aconteca.

Como nota final, o estagio correu bem e as tarefas foram realizadas sem grandes
limitagbes ou problemas a resolver. A maioria das questdes que surgiram estavam
relacionadas com o funcionamento dos equipamentos e dificilmente seriam evitadas, no
entanto, as restantes situagcbes podem e devem ser evitadas, de modo a diminuir o
incdmodo para os utentes e garantir que as analises sao realizadas corretamente e em
tempo util. Desta forma, é importante que todo o processo laboratorial, desde a fase pré-
analitica até a fase pos analitica, seja realizado com bastante atencdo, evitando a

ocorréncia de erros.
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8. Conclusao

A area das andlises clinicas corresponde a um dos mais importantes meios
complementares de diagndéstico e terapéutica. Dada a sua grande relevancia no auxilio
ao diagnostico, prognoéstico, monitorizacdo terapéutica e prevencdo de diversas
patologias, esta foi a &rea escolhida para a realizacdo do estagio de natureza
profissional da unidade curricular Projeto/Tese/Estagio do 2° ano do Mestrado em
Tecnologias Clinico-Laboratoriais da ESTeSL. Este estagio foi realizado no Labocentro,
entre setembro de 2021 e fevereiro de 2022, nas areas de Imunologia e de Hematologia,
com o objetivo de compreender as diferentes etapas do processo laboratorial e o
funcionamento dos equipamentos utilizados nessas sec¢fes, bem como entender a
importancia clinica dos parametros imunoldgicos e hematolégicos em estudo.

Durante o periodo de estagio, as tarefas realizadas passaram pela manutencéo e
inicializacdo dos equipamentos, verificacdo de reagentes e consumiveis, calibracdo e
controlo de qualidade, triagem e processamento das amostras, e 0 seu arquivo. Na area
de imunologia foram realizadas essencialmente metodologias de guimioluminescéncia
e imunocromatografia, & exce¢éo da dete¢do da infegédo por H. pylori, que se baseou na
medicdo da radiacdo B emitida pelo *CO, presente no BreathCard. J& na secgdo de
hematologia foram varios os métodos utilizados, nomeadamente: tecnologia de
disperséo otica, impedancia elétrica, espetrofotometria de absor¢éo, HPLC de afinidade
borénica e HPLC de troca catibnica em fase inversa, teste de solubilidade da
hemoglobina S e testes coagulométricos e imunoquimicos nos ensaios de hemostase.

A realizacdo deste estagio foi uma experiéncia enriquecedora, que possibilitou a
consolidacao dos conhecimentos teéricos adquiridos ao longo do 1° ano do Mestrado e
a aquisicdo de competéncias tedricas e praticas ao nivel do funcionamento e execucdo
das metodologias mencionadas, cumprindo assim o0s objetivos estabelecidos. A
integracdo na equipa de profissionais do Labocentro permitiu compreender o
funcionamento e rigor de um laboratério de andlises clinicas e adquirir competéncias ao
nivel da interpretacéo de resultados, possibilitando a compreenséo e avaliacdo de casos
laboratoriais. Contudo, as atividades realizadas no laboratorio restringiram-se as areas
de Imunologia e Hematologia, sendo, dessa forma, relevante continuar a aprofundar os
conhecimentos nessas areas e expandir a aprendizagem para as restantes areas
laboratoriais, permitindo relacionar os diversos parametros em estudo entre si. Isto
representard uma mais-valia para o futuro, ndo s nesta area, como na area cientifica

em geral.
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9. Linha de investigacao

Tendo por base as atividades realizadas ao longo do periodo de estagio, foi projetada
uma possivel linha de investigagao intitulada “Prevaléncia de anemia nos utentes do
Grupo Clara Saude infetados pelo virus da imunodeficiéncia humana (VIH).” que

se encontra detalhada abaixo.

9.1. Introducao

A infecdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (VIH) agrava-se progressivamente
ao longo do tempo e pode ser causada pelo VIH do tipo 1 (VIH-1) ou do tipo 2 (VIH-2),
sendo o primeiro mais prevalente e patogénicol#®. Estima-se que em 2020, cerca de
37,7 milhdes de pessoas estivessem infetadas pelo VIH, correspondendo 1,5 milhdes a
novas infecGes*.

O VIH é transmitido através do contacto sexual desprotegido, por via sanguinea ou
pela via materno-fetal’®. Este virus infeta as células imunes que possuem o recetor
membranar CD4 e o co-recetor CCR5 ou CXCR4, comprometendo o sistema imunitario
do hospedeiro#>147, Entre as células infetadas destacam-se principalmente os linfécitos
T helper, mas também os mondcitos, os macréfagos e as células dendriticas!4®.

A infecdo pelo VIH passa por 3 etapas sequenciais: infecdo primaria ou aguda, fase
assintomatica ou de laténcia clinica e fase sintomatica. A infegcdo priméria ou aguda
diz respeito ao periodo de tempo entre a infeg&o inicial e o desenvolvimento da resposta
imune'¥’. Esta fase caracteriza-se por uma replicacdo viral intensa e uma diminuicdo
acentuada do numero de linfécitos T helper associada a disseminacdo do VIH para os
tecidos linfaticos'4>147. A presenca de sintomas inespecificos, nomeadamente, febre,
diarreia, vomitos, cefaleias, faringite e linfadenopatia, entre outros, dificulta o diagnéstico
nesta fase!®®. A fase assintomatica ocorre cerca de 3 a 5 semanas apés a infecdo
inicial, altura em que ocorre a seroconversdo'#*. Pode manter-se durante varios anos e
caracteriza-se pela auséncia de sintomas e pela diminuicdo da replicagdo viral**>147,
Esta deve-se a formacéo de anticorpos anti-VIH ligantes e neutralizantes que evitam a
infecd@o celular e a atividade dos linfocitos T citotoxicos e das células natural killer que
eliminam as células infetadas por um mecanismo designado por citotoxicidade celular
dependente de anticorpos!#*®14’, Assim, a virémia diminui até atingir o viral setpoint, um
fator preditivo de progressdo da doenca a longo prazo, ou até alcancar valores
indetetaveis!®®. Isto deveria ser vantajoso para o hospedeiro, permitindo repor o nimero
de linfocitos T CD4* e restaurar o estado de imunocompeténcia, contudo, a estimulacéo

e ativacdo dos linfocitos T helper leva ao aumento do numero de células imunes
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suscetiveis de serem infetadas pelo VIH*. Ainda que as células infetadas possam
sofrer lise celular, muitas vezes atingem um estado de laténcia que contribui para o
desenvolvimento de uma inflamacéo crénica. Esta laténcia representa o principal
obstaculo a erradicacdo do VIH e deve-se a presenca de DNA proviral nos
compartimentos linfaticos, designados reservatérios virais, onde a expressao de
antigénios virais é reduzida e a frequéncia de mutacdes no genoma viral é elevada®®.
Caso a replicacao viral e a ativacao crénica das células imunes destruam a arquitetura
dos tecidos linfaticos, a disseminacao viral para as células T CD4* circundantes
aumenta'®. Desta forma, o nimero de linfécitos T helper diminui lenta e
progressivamente, levando a um estado de imunodeficiéncial*®. Nesta altura,
estabelece-se a fase sintomatica da doenca, na qual aumenta a replicagéo viral**.
Com o agravamento progressivo do estado de imunodeficiéncia, a capacidade de
desencadear uma resposta imune eficaz diminui, favorecendo o desenvolvimento de
infecdes oportunistas e/ou neoplasias'®'*’. Quando isto se verifica, fala-se em
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), a fase mais avancada da infecao pelo
VIH. A progresséo para um estado de SIDA ocorre mais rapidamente numa infegao pelo
VIH-1, comparativamente a uma infecdo pelo VIH-214%, Segundo a Joint United Nations
Programme on HIV/AIDS (UNAIDS), desde que os primeiros casos de SIDA foram
descritos, em junho de 1981, cerca de 79,3 milhdes de pessoas foram infetadas pelo
VIH e cerca de 36,3 milhdes morreram por causas associadas a doenca'#.

O diagnostico desta infecdo pode ser realizado através de métodos diretos ou
indiretos. Os primeiros incluem a detecdo do antigénio p24, o isolamento e cultura do
VIH e a detecdo do genoma viral**’. Os métodos indiretos permitem detetar anticorpos
contra os antigénios virais, sendo Uteis apenas apds a seroconversdo!*’. Atualmente,
realizam-se ensaios que combinam, simultaneamente, a dete¢éo do antigénio p24 e dos
anticorpos anti-VIH-1 e anti-VIH-2, permitindo o diagnéstico precoce da infe¢éo primaria
pelo VIH. Desta forma, os doentes podem ser rapidamente encaminhados para
tratamento e monitorizagéo da doenca.

Até ao momento, ainda ndo existe uma cura para a infecao pelo VIH. Contudo, a
administragdo precoce da terapéutica antirretroviral permite prolongar e melhorar a
gualidade de vida dos doentes. Nesta, sao utilizados farmacos que atuam em diferentes
fases do ciclo de replicacao viral, interrompendo-o. Entre eles encontram-se inibidores
da transcriptase reversa, inibidores da protease, inibidores dos co-recetores e inibidores
da integrase®®. Isto permite inibir a replicacdo viral por longos periodos de tempo,

reduzindo a morbilidade e mortalidade associadas a esta infecéo!®°.
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Desde que o VIH foi identificado como o agente causador da SIDA, em 19832, tém
sido varios os sintomas e as manifestacdes clinicas a surgir ao longo da progressao da
doenca. Laboratorialmente, a anemia é a alteracdo hematolégica mais comum nos
doentes infetados por este virus'®2. Esta condi¢do representa um problema de salde
publica global e define-se pela existéncia de um défice nos niveis de hemoglobina.
Segundo a OMS, a anemia deve ser diagnosticada quando se verifica uma
concentracdo de hemoglobina inferior a 12,0 g/dL, no caso das mulheres, e 13,0 g/dL
nos homens?®®3, A reducéo da capacidade de trabalho, a diminuicdo do bem-estar e o
aumento da necessidade de hospitalizacdo sao algumas das consequéncias da anemia
nestes doentes!™*. Para além de ser uma condicéo prevalente nos individuos infetados
pelo VIH, a severidade da anemia aumenta com a progressao da doenga®®>1%, Estudos
demonstram que esta condicdo € mais frequente em mulheres e em individuos afro-
americanos®’. Sabe-se ainda que apresentar um nimero reduzido de células CD4* (<
200 células/pL) e/ou niveis elevados de RNA do VIH-1 no plasma representa um fator
de risco ao desenvolvimento de anemia®®’.

A anemia esta relacionada com a diminuicdo da qualidade de vida e da sobrevida
das pessoas infetadas com VIH, sendo considerada um marcador de progndstico de
progresséo da doengal®21%+157.158 Nesse sentido, e ainda que a causa de anemia nestes
doentes seja multifatorial'®?, é importante avalia-la, para que seja possivel proceder ao
seu tratamento. A diminuicdo do numero de eritrécitos, 0 aumento da sua destruicdo e
a sua producéo ineficaz pela medula 6éssea sdo os principais fatores que contribuem
para a ocorréncia de anemia. A diminuicdo do numero de globulos vermelhos pode
dever-se, entre outros, a infiltragdo da medula éssea por uma neoplasia ou infecéo, a
administracdo de farmacos mielossupressores e a diminuicdo da producdo ou da
resposta a eitropoietina®®’. Para além disso, a prépria infecdo pelo VIH pode afetar a
eritropoiese através da infecdo das células estaminais da medula éssea, da libertagcédo
de citocinas ou da infecdo das células precursoras dos glébulos vermelhos'®®. Neste
sentido, ja foi demonstrado que as células da linhagem eritroide na medula 6ssea
expressam o recetor CD4, o que favorece a infecdo pelo VIH!®. A destruicdo dos
eritrocitos, designada por hemdlise, pode ter origem na presenca de autoanticorpos
contra essas células, na administracao de farmacos ou ocorrer em doentes com anemia
falciforme, esferocitose hereditaria ou deficiéncia na  glucose-6-fosfato
desidrogenase®®’161, A anemia por producéo ineficaz de glébulos vermelhos deve-se
principalmente a deficiéncias nutricionais de ferro, acido félico ou vitamina B121%7:161,

Para além destes fatores, também a perda de sangue associada a neoplasias ou a
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lesBes gastrointestinais resultantes de infe¢cdes oportunistas pode contribuir para a
anemia®®’.

O tratamento da anemia nos doentes diagnosticados com VIH tem sido associado a
uma melhoria significativa da qualidade de vida, diminuindo a taxa de mortalidade®®’.
Normalmente, no tratamento da anemia recorre-se a epoetina alfa, a eritropoietina
recombinante humana. Contudo, em caso de anemia aguda que coloque em risco a vida
do doente realiza-se a transfusdo de sangue'®?. Caso a anemia seja induzida pelo uso
de farmacos, esta pode ser corrigida pela interrupcdo da terapia mielossupressora®®.
Considerando os avancos da terapia antirretroviral, a sobrevida e a qualidade de vida
dos doentes com infecdo pelo VIH tém vindo a melhorar. No entanto, ainda que a
prevaléncia de anemia severa tenha diminuido com a introdugdo da terapia
antirretroviral, a ocorréncia de anemia leve a moderada continua a ser comum nestes
doentes®’. Isto deve-se ao facto dos farmacos antirretrovirais poderem causar efeitos
adversos que contribuem para o desenvolvimento da anemia'®?. Ainda assim, a
administracao destes farmacos permite melhorar a imunidade dos doentes, diminuindo
a ocorréncia de infe¢des oportunistas que representam uma potencial causa de anemia.

A prevaléncia de anemia nos doentes infetados pelo VIH tem sido analisada em
diversos estudos'®>1541%6.162 Contudo, esta avaliagdo nédo se encontra bem descrita para
a populagéo portuguesa, e em particular, nunca foi realizada na populacdo de utentes
do grupo Clara Saude. Desta forma, para além de ser pertinente, este projeto tem ainda
uma perspetiva inovadora. Considerando a definicdo de inovagdo do Advisory
Committee on Measuring Innovation in the 21st Century Economy®3, os aspetos
inovadores podem ser definidos recorrendo a descritores de acdo e aplicagdo. Neste
estudo, a determinagéo da prevaléncia de anemia nos utentes do grupo Clara Saude
diagnosticados com a infe¢éo pelo VIH ira possibilitar, como aspeto inovador, a acao de
desenvolver um protocolo de recomendacdo da avaliagdo da anemia para
monitorizacdo destes doentes e, a longo prazo, a aplicacdo de um processo baseado
na introducdo desse protocolo na rotina do laboratério. Este processo permitird
diagnosticar precocemente a anemia nos utentes infetados pelo VIH, contribuindo para
a identificacdo da causa e possibilitando o tratamento. Desta forma, pretende-se evitar
a progressao da doenca, melhorando o progndstico e a qualidade de vida dos doentes.

Considerando ainda os 5 tipos de inovagdo de Joseph Schumpeter®4, este projeto
possibilitara, a longo prazo, a introducdo de um novo método na pratica clinica, ja que
o protocolo desenvolvido passara a estar disponivel no laboratério para monitorizacao

da anemia nos pacientes diagnosticados com infecéo pelo VIH.
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A inovacao em saude deve atender a forma como o doente € visto, como é ouvido e
como as suas necessidades sao atendidas, tendo ainda em consideracao as restantes
partes interessadas'®. Com base nisto, este projeto pretende trazer o maior beneficio a
todas as partes. A longo prazo, beneficiara diretamente os doentes infetados pelo VIH,
uma vez que o diagndstico precoce da anemia permitira realizar o seu tratamento
atempadamente, melhorando o progndstico e a qualidade de vida. Também os
profissionais do Labocentro irdo beneficiar com a realizacdo deste estudo, porque
permitira conhecer a prevaléncia de anemia nos seus utentes, contribuindo para uma
melhor caracterizacdo da populacdo atendida no laboratério e para a realizacdo de
novos estudos que tenham em vista um maior conhecimento acerca da relagdo entre a
infecé@o pelo VIH e a ocorréncia de anemia. Ao mesmo tempo, os profissionais de saude
irdo, a longo prazo, beneficiar com a introducdo deste protocolo na rotina, uma vez que,
sabendo que a anemia esta associada a um aumento da necessidade de hospitalizacdo
dos doentes, a sua monitoriza¢do diminuira os custos associados a essa hospitalizacédo
e ao tratamento de possiveis complicagbes adversas. Para além disso, o0s
investigadores da area ao terem acesso aos resultados deste projeto poderao realizar
novos estudos e contribuir ainda mais para a compreensao da prevaléncia de anemia
nos doentes com VIH e de possiveis causas e tratamentos, tendo em vista uma melhor
caracterizacao destas condigfes patoldgicas.

Considerando a qualidade em saude, a longo prazo, este projeto contribuird, do ponto
de vista da efetividade, para a melhoria da qualidade clinica. Isto, porque a
monitorizacdo da anemia nos doentes infetados pelo VIH possibilitara identificar a causa
subjacente e a realizagdo do tratamento, melhorando o prognéstico e a qualidade de
vida. No futuro, pretende-se ainda caminhar para estudos que provem a eficacia e a
eficiéncia da monitorizagdo da anemia nestes doentes, ao evitar manifestacdes clinicas
mais graves associadas a progressao da doenca e a consequente necessidade de
hospitalizacao, permitindo ndo so6 diminuir as complicacdes associadas a prestacdo dos
cuidados de saude como também maximizar os recursos utilizados.

A motivacdo para este projeto surgiu durante a pesquisa bibliografica relativa a
infecdo pelo VIH. Ao verificar que a anemia € uma alteracdo hematoldgica comum
nestes individuos, foi realizada uma pesquisa mais aprofundada sobre o tema. A
escassa informacao existente para a populacéo portuguesa no que toca a esta tematica,
despertou ainda mais o interesse e motivou a realizacdo deste projeto. Desta forma, foi

desenvolvida esta proposta de investigacao que permite aprofundar o conhecimento ja
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existente acerca da prevaléncia de anemia nos doentes infetados pelo VIH,
relacionando duas areas de grande interesse: a hematologia e a imunologia.

S&o varios os estudos que demonstram que a anemia € uma alteracdo hematolégica
comum nos doentes diagnosticados com a infecdo pelo VIH. Para além disso, sabe-se
que na auséncia de tratamento da anemia, existe uma rapida progressao e um pior
prognéstico da doenca. Desta forma, é importante monitorizar os parametros
hematoldgicos destes individuos para que a anemia seja rapidamente diagnosticada.
Nesse sentido, pretende-se com este projeto responder a questdo: Qual a prevaléncia
de anemia nos utentes do Grupo Clara Saude infetados pelo VIH? Tendo por base o
diagnoéstico desta condicdo, € possivel adequar a terapéutica dos doentes de forma
atempada, permitindo reduzir a progressdo da doenca e, consequentemente, a
morbilidade e mortalidade associadas, melhorando a sua qualidade de vida.

9.2. Objetivos

Considerando as diversas causas que contribuem para o desenvolvimento de anemia
nos doentes infetados pelo VIH, foram realizados estudos que demonstram que a
anemia é prevalente nos doentes com esta infecdo!®21%¢, Para além disso, existe um
aumento da severidade de anemia com a progressao da infecdo pelo VIH%5% sendo
a mais comum a anemia normocitica normocrémical®®1%8. No entanto, nenhum destes
estudos foi realizado para a populagéo portuguesa. Assim, decidiu-se realizar um estudo
relativo a prevaléncia de anemia nos utentes do Grupo Clara Saude infetados pelo VIH.
O estudo apresentado hipotetiza que:

- Os utentes do Grupo Clara Saude diagnosticados com a infecéo pelo VIH tém uma
elevada prevaléncia de anemia.

- A severidade da anemia dos participantes em estudo é maior nos estadios mais
avancados da infecao pelo VIH.

- O tipo de anemia mais comum nos utentes do Grupo Clara Saude infetados pelo
VIH é a anemia normocitica normocrémica.

Este projeto tem como objetivo geral determinar a prevaléncia de anemia nos utentes
do Grupo Clara Saude infetados pelo VIH e, como objetivos especificos caracterizar a
anemia do ponto de vista morfologico e avaliar a sua severidade consoante o estadio
da infecéo pelo VIH.

De modo a atingir os objetivos, o projeto subdivide-se nas seguintes tarefas:

Tarefa 1: Recrutamento dos participantes em estudo. Nesta etapa, os participantes

serdo recrutados de acordo com os critérios de inclusao e de exclusdo estabelecidos.
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Tarefa 2: Processamento das amostras. A tarefa 2 subdivide-se na determinacao e
classificacdo morfolégica da anemia (tarefa 2.1) e na quantificacéo dos linfécitos T CD4*
dos participantes em estudo para avaliacdo da severidade da doenca (tarefa 2.2).

Tarefa 3: Tratamento estatistico dos dados obtidos na tarefa 2 para determinacéo da
prevaléncia de anemia nos utentes do Grupo Clara Saude infetados pelo VIH. Nesta
tarefa serd possivel determinar o tipo de anemia mais comum nos participantes em
estudo e relacionar a sua severidade com o estadio da infecdo pelo VIH. Com base
nestes resultados, seré possivel realizar estudos futuros dirigidos aos utentes com essa
condicdo, tendo em vista uma melhor caracterizagdo da anemia e da sua relacdo com
a infecéo pelo VIH.

Em conjunto, estas tarefas ajudam a compreenséo da prevaléncia de anemia nos
participantes em estudo, contribuindo, a longo prazo, para a introdu¢éo de um protocolo
de recomendacdo da monitorizacdo da anemia na rotina do laboratério. Este tem em
vista a melhoria do bem-estar e do progndstico dos doentes ao possibilitar um
tratamento atempado e ao evitar complicagdes mais graves associadas a progressao
da doencga.

9.3. Metodologias

Este estudo epidemiolégico descritivo sera realizado no laboratério Labocentro entre
setembro de 2022 e junho de 2023. O recrutamento dos participantes, na tarefa 1, tera
por base um questionario efetuado aos utentes do grupo Clara Saude. Os doentes
seropositivos para o VIH serao incluidos no estudo, enquanto os utentes que aguardem
o resultado do ensaio de determinacgéo qualitativa do antigénio p24 e/ou anticorpos anti-
VIH-1/2 ficar@o com a sua participacdo pendente até a obtengdo do resultado. No
segundo caso, as amostras serdo processadas no equipamento Alinity ci-series através
do imunoensaio CMIA. Quando necessario, serd realizado o ensaio confirmatoério
imunocromatografico Bio-Rad Geenius™ HIV 1/2 Confirmatory Assay (Figura 4.5).
Posteriormente, na tarefa 2, as amostras dos participantes serdo processadas no
equipamento Cell-Dyn Sapphire para a determinacdo e classificacdo morfolégica da
anemia, bem como para a quantificacdo dos linfécitos T CD4*. Para isso, recorrer-se-a
a metodologias de impedancia elétrica, tecnologia de disperséo Otica/fluorescéncia e
espetrofotometria de absorcdo. Os resultados obtidos possibilitardo, na tarefa 3, a
determinacdo da prevaléncia de anemia nos utentes do Grupo Clara Saude infetados
pelo VIH, a identificagdo do tipo de anemia mais comum e a avaliagdo da severidade da

anemia ao longo da progressao da infecéo pelo VIH.
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9.3.1. Desenho do estudo

Este projeto subdivide-se nas seguintes tarefas:

Tarefa 1: A tarefa 1 consiste no recrutamento dos participantes. Este serd conduzido
em doentes seropositivos para o VIH cujas amostras sdo analisadas no Labocentro.
Todos os utentes que se dirigirem diretamente ao Labocentro ou aos postos de colheitas
do Grupo Clara Saude para realizacdo de analises clinicas e que pretendam participar
no estudo irdo preencher um questionario relativamente as suas caracteristicas
sociodemograficas (género, idade, religido, localidade e educacao) e clinicas (gravidez,
historial de doenca, historial de tratamentos e, no caso de diagnéstico de infecdo pelo
VIH, em que fase da doenga se encontra - infecdo primaria/fase assintomatica/fase
sintomatica - qual o tipo de VIH e indicacdo se realiza terapia antirretroviral). Serédo
excluidos do estudo todos os utentes que nao apresentem diagnostico de infecao pelo
VIH, gravidas e os individuos que, sendo seropositivos para o VIH, tenham um historial
de elevada perda de sangue ou transfusdo sanguinea no ultimo ano. Seréo incluidos no
estudo os individuos que, a data de realizacdo do questionario, estejam infetados pelo
VIH e ndo preencham os critérios de exclusdo, bem como os utentes cujo diagndstico
de infecdo pelo VIH seja obtido apds processamento da amostra no Labocentro,
mediante solicitagdo da realizagdo do ensaio qualitativo de determinag&o do antigénio
p24 do VIH e/ou de anticorpos anti-VIH-1/2. Neste caso, serdo colhidas amostras de
sangue periférico destes individuos, para tubo seco. Apos a centrifugacdo das amostras
(10 minutos, 4000 rpm), sera efetuada a triagem das mesmas através da leitura do
cbdigo de barras. Posteriormente, as amostras serdo processadas no equipamento
Alinity ci-series para a determinagdo qualitativa do antigénio p24 do VIH e/ou de
anticorpos anti-VIH-1/2 (Figuras 4.2-B e 4.4; Tabela Suplementar 5). Os utentes que
apresentem um resultado nao reativo seréo excluidos do estudo. Se o resultado obtido
for reativo, de acordo com a pratica comum do laboratério, sera pedida uma repeticdo
de colheita de sangue para confirmacgéo do resultado. Perante um resultado reativo na
segunda amostra, sera efetuado o ensaio confirmatério Bio-Rad Geenius™ HIV 1/2
Confirmatory Assay. Este ensaio permitira confirmar a infecdo e distinguir entre a
presenca de anti-VIH-1 e/ou anti-VIH-2 na amostra, recorrendo a imunocromatografia
(Figura 4.5). Os utentes cujo resultado confirme a infe¢do pelo VIH serdo incluidos no
estudo, juntamente com os individuos que, a data de realizacao do questionario, estejam
infetados pelo VIH e ndo preencham os critérios de excluséao.

Tarefa 2: Na tarefa 2, as amostras dos doentes infetados pelo VIH atendidos no

Labocentro serdo processadas no equipamento Cell-Dyn Sapphire para determinacao
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e classificacdo morfolégica da anemia, bem como para a quantificacdo dos linfocitos T
CD4* para avaliacdo da severidade da doenca. Nesse sentido, esta tarefa subdivide-se
em:

Tarefa 2.1: Determinacao e classificacdo morfologica da anemia dos participantes
em estudo. Em primeiro lugar, serdo obtidas amostras de sangue periférico de todos os
participantes, utilizando EDTA Ks; como anticoagulante. As colheitas serdo realizadas
por profissionais qualificados do laboratério. Depois de homogeneizadas, as amostras
serdo processadas no analisador Cell-Dyn Sapphire para realizacdo do hemograma.
Recorrendo a metodologia de impedancia elétrica, tecnologia de dispersao
oOtica/fluorescéncia e espetrofotometria de absor¢céo sera possivel obter os parametros
hematolégicos em estudo. A avaliagdo dos niveis de hemoglobina (Hb) e dos indices
hematimétricos permitird efetuar, respetivamente, o diagnéstico da anemia e a sua
classificagdo morfolégica.

O diagnodstico da anemia serd realizado segundo as recomendacdes da OMS:
auséncia de anemia (Hb = 110 g/L para criancas dos 6 aos 59 meses de idade e
mulheres gravidas, Hb = 115 g/L para criancas dos 5 aos 11 anos de idade, Hb = 120
g/L para criancas dos 12 aos 14 anos e para mulheres ndo gravidas a partir dos 15 anos
e Hb = 130 g/L para homens a partir dos 15 anos), anemia leve (100 g/L< Hb < 109 g/L
para criangas dos 6 aos 59 meses de idade e para mulheres gravidas, 110 g/L < Hb <
114 g/L para criangas dos 5 aos 11 anos de idade, 110 g/L < Hb <119 g/L para criangas
dos 12 aos 14 anos e para mulheres nao gravidas a partir dos 15 anos, e 110 g/L < Hb
< 129 g/L para homens a partir dos 15 anos), anemia moderada (70 g/L < Hb < 99 g/L
para criangas dos 6 aos 59 meses de idade e para mulheres gravidas, 80 g/L < Hb <
109 g/L para criangas dos 5 aos 14 anos de idade e para mulheres ndo gravidas e
homens a partir dos 15 anos) e anemia severa (Hb < 70 g/L para criangas dos 6 aos 59
meses de idade e mulheres gravidas, e Hb < 80 g/L para criancas dos 5 aos 14 anos de
idade e para mulheres ndo gravidas e homens a partir dos 15 anos)**3.

A nivel morfolégico, a anemia sera classificada da seguinte forma: anemia microcitica
(MCV < 80 fL) hipocrémica (MCHC < 310 g/L), anemia normocitica (80 fL < MCV < 100
fL) normocrémica (310 g/L < MCHC < 360 g/L) e anemia macrocitica (MCV > 100 fL)
normocrémical®®.

Tarefa 2.2.: Quantificacdo dos linfocitos T CD4* dos participantes em estudo. As
amostras de sangue total anticoaguladas com EDTA Ks; dos participantes seréo
processadas no equipamento Cell-Dyn Sapphire recorrendo ao ensaio Cell-Dyn Immuno

T-Cell (CD3/4/8)841%7, A metodologia utilizada envolve anticorpos monoclonais,
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fluorescéncia e dispersao de luz, sendo que a incubac¢do da amostra com os anticorpos
monoclonais anti-CD4 permitira diferenciar as células T CD4* da populacao de linfécitos
da amostra e quantifica-las®*1’.

Os resultados obtidos permitirdo avaliar a severidade da infecdo pelo VIH,
classificando-a a nivel imunolégico, de acordo com as recomendacdes da OMS em: ndo
significante (total CD4* > 35 % para crian¢cas com menos de 11 meses, total CD4* > 30
% para criancas entre 0s 12 e os 35 meses, total CD4* > 25 % para criancas entre 0s
36 e 0s 59 meses e total CD4* > 500 células/mm? para pessoas com mais de 5 anos),
leve (30 % < total CD4* < 35 % para criangas com menos de 11 meses, 25 % < total
CD4* < 30 % para criancas entre os 12 e os 35 meses, 20 % < total CD4* < 25 % para
criancas entre 0s 36 e 0os 59 meses e 350 células/mm? < total CD4*< 499 células/mm?
para pessoas com mais de 5 anos), avancada (25 % < total CD4" < 29 % para criancas
com menos de 11 meses, 20 % < total CD4* < 24 % para criangas entre os 12 e os 35
meses, 15 % < total CD4* < 19 % para criancas entre os 36 e 0s 59 meses e 200
células/mm? < total CD4* < 349 células/mm?® para pessoas com mais de 5 anos) ou
severa (total CD4* < 25 % para criangcas com menos de 11 meses, total CD4* < 20 %
para criancas entre os 12 e os 35 meses, total CD4* < 15 % para criangas entre os 36 e
0s 59 meses e total CD4"* < 200 células/mm? ou total CD4* < 15 % para pessoas com
mais de 5 anos)!¢®,

Tarefa 3: Na tarefa 3 sera realizado o tratamento estatistico dos dados obtidos na
tarefa 2 para avaliacdo da prevaléncia de anemia nos utentes do Grupo Clara Saude
infetados pelo VIH. Os resultados obtidos permitirdo também identificar o tipo de anemia
mais comum nos participantes em estudo e avaliar a relagdo entre a severidade da
anemia e a progressdo da doenca. Os resultados serdo avaliados utilizando o software
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, IBM, Estados Unidos).

9.4. Resultados esperados

Considerando estudos anteriores que demonstram a prevaléncia de anemia nos
doentes diagnosticados com infecéo pelo VIH®21% um aumento da sua severidade com
a progressdo da doencal®!®® e tendo por base que a anemia normocitica
normocrémica tem sido descrita como o tipo de anemia mais comum nestes
individuos'®®1%8, espera-se, com este estudo, verificar se estes dados se confirmam na
populacdo atendida no Grupo Clara Saude. Assim, os resultados esperados deste
projeto sdo:

1. Uma elevada prevaléncia de anemia nos doentes infetados pelo VIH21%6,
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2. A ocorréncia de anemia mais severa nos doentes em fase mais avancada da
infecdo pelo VIH, a nivel imunolégico®®>1%¢,

3. A prevaléncia mais elevada de anemia normocitica hormocromica nos doentes
infetados pelo VIH, comparativamente a anemia microcitica hipocromica e a anemia
macrocitica normocrémica®®-8,

Em geral, a prevaléncia e a severidade da anemia aumentam com a progressao da
infecdo pelo VIH. Contudo, isto varia consoante a idade, género, estadio da doenca e
os valores utilizados para definir a anemia, entre outros. Os resultados obtidos neste
estudo permitirdo, com base no questionario realizado aos participantes, ndo so6 avaliar
a prevaléncia e severidade de anemia no total de doentes infetados pelo VIH, como
também avaliar esses parametros consoante o género, a idade, a localidade, a religido,
a educacdao, o estadio da doenca, o tipo de VIH e a realizac&o de terapia antirretroviral
dos utentes do Grupo Clara Saude.

9.5. LimitacOes

Este projeto é importante para avaliar a prevaléncia de anemia nos utentes do Grupo
Clara Saude infetados pelo VIH. Contudo, visto que este estudo apenas diz respeito aos
utentes das unidades do Grupo Clara Saude que cumprem os critérios de incluséo, o
namero de amostras de voluntarios obtido durante o intervalo de tempo estabelecido

representa uma limitag@o deste projeto.

9.6. Consideracdes éticas

Todos os participantes serdo totalmente informados acerca do objetivo deste projeto
e, previamente a sua realizagdo, serd obtido o consentimento informado de todos os
individuos, ou dos pais/tutores legais no caso dos menores ou individuos com
deficiéncia intelectual. As amostras obtidas serdo utilizadas para fins estritamente
investigacionais, garantindo a salvaguarda do direito ao anonimato e a confidencialidade

dos participantes.

9.7. InstituicOes e colaboracdes

Labocentro — Laboratério de Analises Clinicas.

Postos de colheitas do Grupo Clara Saude.
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9.8. Consideracées finais

Tendo em consideracdo que a anemia € uma condicdo comumente observada nos
doentes infetados pelo VIH e que, na auséncia de tratamento, estd associada a
progressao da doenca e a um pior prognaéstico, é relevante avaliar a prevaléncia de
anemia nos utentes do Grupo Clara Saude diagnosticados com infecdo pelo VIH. O
desenvolvimento, a longo prazo, de um protocolo de recomendac¢édo da monitorizacao
da anemia nestes doentes e a sua introducdo na rotina do laboratoério, permitira
diagnosticar precocemente a anemia e adequar a terapéutica dos doentes de forma
atempada, evitando a progressdo da doenca e, consequentemente, promovendo a

melhoria do progndstico e da qualidade de vida dos doentes.

9.9. Cronograma

2022 2023

Descricao da atividade -
Set | Out | Nov | Dez | Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun

Recrutamento dos participantes

Determinacao e classificacdo
morfologica da anemia

Quantificacao dos linfocitos T
CD4*

Tratamento estatistico

Realizacao do relatorio
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11. Anexos

Tabela Suplementar 1: Pardmetros avaliados na seccdo de imunologia do Labocentro, no
equipamento Alinity ci-series. Tabela do autor.

Realizac8o dos ensaios  Par&metros avaliados

Diariamente Ferritina, acido fdlico, Ts livre, Ts total, T4 livre, T4 total, PSA
total, TSH, 25-hidroxivitamina D, vitamina B12, estradiol, FSH,
progesterona, LH, anti-HBs, anti-HCV, HBsAg, antigénio p24 do
VIH e anti-VIH-1/2, anti-TP, anti-SARS-CoV-2 IgM, anti-spike
SARS-CoV-2 IgG, anti-nucleocapside SARS-CoV-2 IgG e (-

hCG total
Segunda-feira, quarta- CA 125, CA 15-3, CA 19-9, CEA, PSA livre, anti-Tg, anti-TPO,
feira e sexta-feira anti-HBc, anti-HBc IgM, anti-HBe, anti-CMV IgG, anti-CMV IgM,
anti-Rubéola IgG, anti-Rubéola IgM, anti-Toxo 1gG, anti-Toxo
IgM e HBeAg

Terca-feira e quinta-feira  Anti-HAV 1gG, anti-HAV IgM, cortisol, prolactina, testosterona,
PTH intacta, insulina e tiroglobulina

Consoante a data de Anti-CCP, HBsAg confirmatorio, troponina-I, L-homocisteina

saida total, mioglobina, SHBG, NT-proBNP, anti-HTLV-I/Il, BNP, anti-
VCA IgG e anti-VCA IgM
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Tabela Suplementar 2: Moléculas detetadas no sistema Alinity ci series através de imunoensaios CMIA quantitativos e principais caracteristicas de
cada ensaio. Tabela do autor.

Molécula a Tipo de ensaio Amostra Unidades Sensibilidade Diluicéo® Condicbes de armazenamento das
detetar 2 amostras
Anti-HBs 2 passos, direto Soro/plasma  miU/mL 2 miu/mL® 1000 14 dias (2-8°C) ou congelar (< -20°C)
miU/mL
Anti-Rubéola IgG 2 passos, direto Soro/plasma  IU/mL 0,5 IU/mL*® 500 IU/mL 14 dias (2-8°C) ou congelar (< -10°C)
Anti-Toxo IgG 2 passos, direto Soro/plasma  IU/mL 0,2 IU/mL*® 200 1U/mL 3 dias (15-30°C), 14 dias (2-8°C) ou
congelar (< -10°C)
Anti-CMV IgG ¢ 2 passos, direto Soro/plasma  AU/mL 1,1 AU/mL® 250 AU/mL 14 dias (2-8°C) ou congelar (< -10°C)
Anti-spike SARS- 2 passos, direto Soro/plasma  AU/mL 7,6 AU/mL® 25000 2 dias (15-30°C) ou 7 dias (2-8°C ou < -
- (o]
CoV-2 1gG AU/ML 20°C)
TSH 2 passos, direto Soro/plasma  plU/mL < 0,01 plU/mL® 100 plU/mL 7 dias (2-8°C) ou 6 meses (< -10°C)
T3 Total 2 passos, inverso  Soro/plasma  ng/mL < 0,25 ng/mLf 8 ng/mL 6 dias (2-8°C) ou congelar (< -10°C)
Ts Livre 2 passos, inverso  Soro/plasma  pg/mL < 1,0 pg/mLf - 6 dias (2-8°C) ou congelar (< -10°C)
T, Total 2 passos, inverso  Soro/plasma  ug/dL < 1,0 pg/dLf 24 ug/dL 6 dias (2-8°C) ou congelar (< -10°C)
T4 Livre 2 passos, inverso  Soro/plasma  ng/dL < 0,4 ng/dLf - 6 dias (2-8°C) ou congelar (< -10°C)
Tg 2 passos, direto Soro/plasma  ng/mL 0,14 ng/mL ¢ 500 ng/mL 48 horas (15-30°C), 7 dias (2-8°C) ou,
no caso do soro, 30 dias (< -10°C)
Anti-TPO 2 passos, direto Soro/plasma  IU/mL 0,50 IU/mLe 1000 IU/mL 72 horas (2-8°C) ou 30 dias (< -10°C)
Anti-Tg 2 passos, direto Soro/plasma  IU/mL 0,31 IU/mLe 1000 IU/mL 72 horas (2-8°C) ou 30 dias (< -10°C)
PTH intacta 2 passos, direto Soro/plasma  pg/mL <5 pg/mL® 3000 pg/mL 2 dias (2-8°C) ou 6 meses (congeladas)
25-hidroxivitami- 2 passos, direto Soro/plasma  ng/mL 3,5ng/mL ¢ 154,2 72 horas (15-30°C) ou 12 dias (2-8°C)
na D
ng/mL
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Tabela Suplementar 2: Moléculas detetadas no sistema Alinity ci series através de imunoensaios CMIA quantitativos e principais caracteristicas de
cada ensaio (continuagdo). Tabela do autor.

Molécula a Tipo de ensaio Amostra Unidades Sensibilidade Diluicéo® Condicbes de armazenamento das
detetar 2 amostras
FSH 2 passos, direto Soro/plasma  miU/mL < 0,05 miU/mL" 150 mIU/mL 7 dias (2-8°C) ou 12 meses (< -10°C)
LH 2 passos, direto Soro/plasma  mlU/mL < 0,07 mlU/mL" 250 mIU/mL 7 dias (2-8°C) ou 12 meses (< -10°C)
Testosterona 1 passo, inverso  Soro/plasma  ng/mL 0,14 ng/mL® 15 ng/mL 7 dias (2-8°C) ou 6 meses (< -10°C)
Progesterona 1 passo, inverso  Soro/plasma  ng/mL < 0,1 ng/mLf 40 ng/mL 10 dias (2-8°C) ou 6 meses (< -10°C)
B-hCG Total? 2 passos, direto Soro/plasma  mlU/mL < 1,2 mlU/mL' 15000 7 dias (2-8°C) ou 12 meses (< -10°C)
miu/mL
Prolactina 2 passos, direto Soro/plasma  ng/mL < 0,6 ng/mL' 200 ng/mL 7 dias (2-8°C) ou 12 meses (< -10°C)
Estradiol 2 passos, inverso  Soro/plasma  pg/mL < 25 pg/mL® 1000 pg/mL 7 dias (2-8°C) ou congelar (< -20°C)
SHBG 2 passos, direto Soro/plasma  nmol/L < 0,1 nmol/L' 250 nmol/L 8 dias (2-8°C) ou 3 meses (congeladas)
Cortisol 1 passo, inverso Sqro/plasma/ pg/dL <1 ug/dL® 59,8 ug/dL, 14 dias (2-8°C) ou congelar (< -10°C)
Insulina 1 passo, direto grtljrr]g/plasma pu/mL <1,0 pu/mLf 300 pU/mL 7 dias a < -10°C
CEA 2 passos, direto Soro/plasma  ng/mL < 0,5 ng/mLf 1500 ng/mL 7 dias (2-8°C) ou congelar (< -20°C)
CA 15-3 2 passos, direto Soro/plasma  U/mL < 0,5 U/mL' 800 U/mL 7 dias (2-8°C) ou congelar (< -20°C)
CA 19-9 2 passos, direto Soro/plasma  U/mL < 2,00 U/mLf 1200 U/mL 7 dias (2-8°C) ou congelar
CA 125 2 passos, direto Soro/plasma  U/mL <1,0 U/mL' 1000 U/mL 7 dias (2-8°C) ou congelar (< -20°C)
PSA Total 2 passos, direto Soro ng/mL < 0,05 ng/mL* 100 ng/mL 24 horas (2-8°C) ou congelar (< -20°C)
PSA Livre 2 passos, direto Soro ng/mL < 0,008 ng/mL" - 24 horas (2-8°C) ou congelar (< -20°C)
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Tabela Suplementar 2: Moléculas detetadas no sistema Alinity ci series através de imunoensaios CMIA quantitativos e principais caracteristicas de
cada ensaio (continuagdo). Tabela do autor.

Molécula a Tipo de ensaio Amostra Unidades Sensibilidade Diluicéo® Condicbes de armazenamento das

detetar 2 amostras

Anti-CCP ¢ 2 passos, direto Soro/plasma  U/mL 0,4U/mL*° 200 U/mL 22 horas (15-30°C), 7 dias (2-8°C) ou
congelar (< -20°C)

Mioglobina 2 passos, direto Soro/plasma  ng/mL < 1,0 ng/mLf 1200 ng/mL 72 horas (2-8°C) ou 30 dias (< -10°C)

BNP 2 passos, direto Plasma pg/mL <10 pg/mL' 5000 pg/mL 4 horas (15-30°C), 24 horas (2-8°C) ou
3 meses (< -20°C)

Troponina-I 2 passos, direto Soro/plasma  ng/mL < 0,01 ng/mLf 50 ng/mL 72 horas (2-8°C) ou 30 dias (<-10°C)"

cardiaca

NT-proBNP 2 passos, direto Soro/plasma  pg/mL 8,3 pg/mL*® 35000 3 dias (20-25°C) ou 6 dias (2-8°C)

pg/mL

L-Homocisteina 1 passo, inverso  Soro/plasma  umol/L 0,79 pmol/L® 50 umol/L, 14 dias (2-8°C) ou 1 ano (< -20°C).

total

Ferritina 2 passos, direto Soro/plasma  ng/mL <1 ng/mLf 2000 ng/mL 7 dias (2-8°C) ou 12 meses (< -10°C)

Acido félico 2 passos, inverso  Soro/plasma  ng/mL < 3,5 ng/mL°® 20 ng/mL 7 dias (2-8°C) ou 30 dias (=< -10°C)

Vitamina B12 2 passos, inverso  Soro/plasma  pg/mL 125 pg/mL*® 2000 pg/mL 3 dias (15-30°C), 7 dias (2-8°C) ou

congelar (< -20°C)

@Unidades padrdo de cada ensaio.
b Valores acima dos quais se deve diluir a amostra. Dependendo do ensaio, a diluicdo podera ser realizada automaticamente pelo sistema Alinity i ou
devera ser realizada de forma manual.
¢ Limite de quantificacdo (LoQ).

d Ensaio semi-quantitativo.

e Sensibilidade funcional.

f Sensibilidade analitica.

9 Este ensaio também é qualitativo. Resultados < 5,00 mIU/mL s&o reportados como negativos.
"No caso de amostras de plasma EDTA, as amostras podem ser armazenadas até 6 horas a 2-8°C ou até 30 dias a <-10°C. Para amostras de plasma
heparinizado, as condi¢Bes de armazenamento séo as indicadas na tabela para as amostras de soro.
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Tabela Suplementar 3: Moléculas detetadas em amostras de soro e plasma no sistema Alinity ci series através de imunoensaios CMIA qualitativos
e principais caracteristicas de cada ensaio. Tabela do autor.

Molécula a Tipo de ensaio Interpretacéo de resultados CondicGes de armazenamento das

detetar N&o Reativo Zona cinzenta Reativo amostras

Anti-HAV 1gG 2 passos, direto S/ICO<100 - S/CO =1,00 14 dias (2-8°C) ou congelar (< -10°C)

Anti-HAV IgM 2 passos, direto S/ICO<0,80 0,80=S/CO<1,20 S/CO > 1,20 7 dias (2-8°C) ou congelar (= -10°C)

HBsAg 1 passo, direto S/ICO<100 - S/CO = 1,002 3 dias (15-30°C), 14 dias (2-8°C) ou
congelar (< -20°C)

HBsAg 2 passos, direto b - ¢ 14 dias (2-8°C) ou congelar (< -20°C)

Confirmatdrio

Anti-HBc IgM 2 passos, direto S/ICO<100 - Se S/CO 21,00 7 dias (2-8°C) ou congelar (< -20°C)

Anti-HBc 2 passos, direto S/ICO<100 - S/CO=1,002 3 dias (15-30°C), 14 dias (2-8°C) ou
congelar (< -20°C)

HBeAg 2 passos, direto S/ICO<1,000 - S/CO =1,000 2 7 dias (2-8°C) ou congelar (< -20°C)

Anti-HBe 2 passos, inverso ¢ - e 3 dias (15-30°C), 7 dias (2-8°C) ou
congelar (< -20°C)

Anti-HCV 2 passos, direto S/ICO<100 - S/CO = 1,002 7 dias (2-8°C) ou congelar (< -20°C)

p24 elou anti-VIH 2 passos, direto S/ICO<100 - S/CO = 1,002 14 dias (2-8°C) ou congelar (< -20°C)

1/2

Anti-Rubéola 1gG 2 passos, direto Conc<49 50<Conc<9,9 Conc =2 10,0 14 dias (2-8°C) ou congelar (< -10°C)

IU/mL IU/mL IU/mL

Anti-Rubéola IgM 2 passos, direto S/ICO<0,75 0,75<S/CO<1,00 S/CO 21,00 14 dias (2-8°C) ou congelar (< -10°C)

Anti-Toxo IgM 2 passos, direto S/ICO<0,83 0,83=<S/CO<1,00 S/CO=1,00 3 dias (15-30°C), 14 dias (2-8°C) ou
congelar (< -20°C)

Anti-CMV IgG 2 passos, direto Conc<6,0 - Conc 26,0 14 dias (2-8°C) ou congelar (< -10°C)

AU/mL AU/mL'
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Tabela Suplementar 3: Moléculas detetadas em amostras de soro e plasma no sistema Alinity ci series através de imunoensaios CMIA qualitativos
e principais caracteristicas de cada ensaio (continuagdo). Tabela do autor.

Molécula a Tipo de ensaio Interpretacéo de resultados CondicGes de armazenamento das

detetar N&o Reativo Zona cinzenta Reativo amostras

Anti-CMV IgM 2 passos, direto S/ICO<0,85 - S/CO = 1,00 14 dias (2-8°C) ou congelar (< -10°C)

Anti-TP 2 passos, direto S/ICO<100 - S/CO =1,00 24 horas (15-30°C) ou 7 dias (2-8°C)

Anti-VCA 1gG 2 passos, direto S/ICO<0,75 0,75<S/CO<1,00 S/CO 21,00 3 dias (15-30°C), 14 dias (2-8°C) ou
congelar (< -20°C)

Anti VCA IgM 2 passos, direto S/ICO<050 0,50=<S/CO<1,00 S/CO=1,00 3 dias (15-30°C), 14 dias (2-8°C) ou
congelar (< -20°C)

Anti-HTLV-1/I 2 passos, direto S/ICO<1,00 - S/CO =1,00 3 dias (15-30°C), 14 dias (2-8°C) ou
congelar (< -20°C)

Anti-SARS-CoV- 2 passos, direto S/ICO<100 - S/CO =1,00 2 dias (15-30°C), 7 dias (2-8°C) ou

2 IgM congelar (< -20°C)

Anti-spike SARS- 2 passos, direto Conc<50,0 - Conc 2 50,0 2 dias (15-30°C) ou 7 dias (2-8°C ou < -

CoV-2 IgG AU/mL AU/mL 20°C)

Anti- 2 passos, direto S/ICO<140 - S/CO = 1,40 2 dias (15-30°C), 7 dias (2-8°C) ou

nucleocapside
SARS-CoV-2 IgG

congelar

aSe o resultado for “reativo” a amostra deve ser retestada em duplicado: se ambos os resultados forem “n&o reativos”, considera-se a amostra “nao

reativa”, se pelo menos um dos duplicados for “reativo”, considera-se a amostra repetidamente reativa.

b Um resultado S/CO (pré-tratamento 2) < 1,00 indica que a amostra é repetidamente reativa, ndo confirmada para HBsAg.

¢ Um resultado S/CO (pré-tratamento 2) > 1,00, juntamente com uma percentagem de neutralizagdo > 50%, indica que a amostra é reativa para HBsAg.
d Amostras com resultado S/CO > 1,00 ou com uma percentagem de inibigcdo < 50% s&o consideradas ndo reativas para o anti-HBe.

e Amostras com resultado S/CO < 1,00 ou com uma percentagem de inibicdo = 50% séo consideradas reativas para o anti-HBe.

f Caso o resultado esteja entre 6,0 e 15,0 AU/mL, deve ser confirmado recorrendo ao ensaio anti-CMV IgM ou deve ser colhida nova amostra para
repeticdo do ensaio anti-CMV IgG.
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Tabela Suplementar 4. Moléculas detetadas no sistema Immulite® 2000 através de imunoensaios quimioluminescentes quantitativos e principais
caracteristicas de cada ensaio. Tabela do autor.

Moléculaa Tipo de ensaio Amostra Unidades®* Sensibilidade Intervalo Condi¢cOes de armazenamento das

detetar reportavel amostras

Anti-TSHR 2 passos, sandwich ~ Soro e plasma  |U/L 0,10 IU/LP 0,10 - 40 IU/L 24 horas (20-25°C), 7 dias (2-8°C) ou
8 meses (-20°C)

B-hCG livre 2 passos, sandwich  Soro ng/mL 1 ng/mL*® 2 - 200 ng/mL 7 dias (2-8°C) ou congelar (-20°C)

hCG 1 passo, sandwich Soro mlU/mL 0,4 miu/mL¢® Até 5000 mlU/mL 7 dias (2-8°C) ou 2 meses (-20°C)

ACTH 2 passos, sandwich  Plasma pg/mL 5 pg/mL°® - 30 dias (-20°C)

DHEA-SO. 1 passo, competitivo Soro po/dL 3 pg/dLe - 2 dias (2-8°C) ou 2 meses (-20°C)

IGF-I 1 passo, sandwich Soro e plasma ng/mL 24,9 ng/mLP 15-1000 ng/mL 24 horas (2-8°C) ou 12 meses (-25°C)

AFP 2 passos, sandwich  Soro IU/mL 0,2 IU/mL*® - 3 dias (2-8°C) ou congelar (-20°C)

PAPP-A 1 passo, sandwich Soro e plasma mlU/mL 0,025 miU/mL® - 24 horas (2-8°C) ou 2 meses (-20°C)

Estriol livre 1 passo, competitivo Soro ng/mL 0,09 ng/mL¢ 0,07 - 12 ng/mL 7 dias (2-8°C) ou 6 meses (-20°C)

aUnidades padrao de cada ensaio.
b Limite de quantificagdo (LoQ).

¢ Sensibilidade analitica.

d Sensibilidade funcional.
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Tabela Suplementar 5: Anticorpos detetados em amostras de soro e plasma no sistema Alinity ci-series através de imunoensaios CMIA de 2 passos
por relacdo direta. Tabela do autor.

Parametro a detetar

Moléculas que revestem as microparticulas

Molécula conjugada a acridina

Anti-HAV 1gG
Anti-HAV IgM
Anti-HBs

Anti-HBc IgM
Anti-HBc

Anti-HCV

p24 e/ou anti-VIH 1/2

Anti-Rubéola 1gG
Anti Rubéola IgM?
Anti-Toxo IgG
Anti-Toxo IgM

Anti-CMV IgG
Anti-CMV IgM
Anti-TP

Anti-VCA IgM
Anti-VCA 1gG
Anti-HTLV-I/II

Anti-SARS-CoV-2 IgM
Anti-spike SARS-CoV
219G
Anti-nucleocéapside
SARS-CoV-2 IgG
Anti-TPO

Anti-Tg

Anti-CCP

HAV (humano)

HAV (humano)

HBsAg recombinante (E. coli) (subtipos ad e ay)
Anti-IgM humana (monoclonal, ratinho)
HBcAg recombinante (E. coli)

HCV recombinante (E.coli, levedura)
VIH-1/2 recombinantes e anticorpo anti-p24
(monoclonal, ratinho)

Virus da Rubéola parcialmente purificado
Virus da Rubéola (strain HPV 77)

Antigénio recombinante de T. gondii
Anti-lgM humana (monoclonal, ratinho)

Lisado de CMV (strain AD169)

Lisado de CMV (strain AD169) e CMV recombinante
TpN15, TpN17 e TpN47 recombinantes (E. coli)
Antigénio EBV VCA

Antigénio EBV VCA

Péptidos sintéticos de HTLV-I/Il e antigénios
recombinantes de HTLV-II

Antigénio recombinante de SARS-CoV-2 purificado
Antigénio recombinante de SARS-CoV-2 purificado

Antigénio recombinante de SARS-CoV-2 purificado
TPO recombinante

Tiroglobulina humana
CCP

Anticorpo anti-lgG humana (monoclonal, ratinho)
Anticorpo anti-lgM humana (monoclonal, ratinho)
HBsAg recombinante (E. coli) (subtipos ad e ay)
HBcAg recombinante (E. coli)

Anticorpo anti-anticorpo humano (ratinho)

Anticorpos anti-lgG e anti-IgM (ratinho)

Antigénios VIH-1/2 recombinantes e anticorpo anti-p24
(monoclonal, ratinho)

Anticorpo anti-lgG humana (monoclonal, ratinho)
Anticorpo anti-IlgM humana (ratinho)

Anticorpo anti-lgG humana (ratinho)

Complexo anticorpo (monoclonal, ratinho) anti-p30 de T.
gondii e lisado de T. gondii nativo

Anticorpo anti-lgG humana (ratinho)

Anticorpo anti-lgM humana (ratinho)

Anticorpo anti-lgG e anti-IlgM (ratinho)

Anticorpo anti-IlgM humana (ratinho)

Anticorpo anti-lgG humana (monoclonal, ratinho)
Péptidos sintéticos de HTLV-I/Il e antigénios recombinantes
de HTLV-I

Anticorpo anti-IlgM humana (monoclonal, ratinho)
Anticorpo anti-lgG humana (monoclonal, ratinho)

Anticorpo anti-IgG humana (monoclonal, ratinho)
Anticorpo anti-lgG humana (monoclonal, ratinho)

Anticorpo anti-IgG humana (monoclonal, ratinho)
Anticorpo anti-lgG humana (ratinho)

aEste ensaio possui pré-tratamento da amostra.
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Tabela Suplementar 6: Pardmetros detetados em amostras de soro e plasma no sistema Alinity ci-series através de imunoensaios CMIA de 1 passo
por relacdo direta. Tabela do autor.

Parametro a detetar Anticorpo primario Anticorpo secundario conjugado a acridina
Insulina Anti-insulina humana (monoclonal, ratinho) Anti-insulina humana (monoclonal, ratinho)
HBsAg IgG e IgM anti-HBs (monoclonal, ratinho) IgG anti-HBs (cabra)
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Tabela Suplementar 7: Parametros imunoldgicos (excluindo anticorpos) detetados no sistema Alinity ci-series através de imunoensaios CMIA de 2
passos por relacao direta. Tabela do autor.

Parametro a detetar

Amostra

Anticorpo priméario

Anticorpo secundério conjugado a
acridina

HBsAg confirmatério?

Soro e plasma

Anti-HBs IgM e 1gG (monoclonal, ratinho)

Anti-HBs 1gG (cabra)

HBeAg Soro e plasma Anti-HBeAg (monoclonal, ratinho) Anti-HBeAg (monoclonal, ratinho)
TSH Soro e plasma Anti-B TSH (monoclonal, ratinho) Anti-a TSH (monoclonal, ratinho)
PTH intacta Soro e plasma Anti-PTH intacta (policlonal, cabra) Anti-PTH intacta (policlonal, cabra)
LH Soro e plasma Anti-B LH (monoclonal, ratinho) Anti-a LH (monoclonal, ratinho)
FSH Soro e plasma Anti-B FSH (monoclonal, ratinho) Anti-a FSH (monoclonal, ratinho)
B-hCG Total Soro e plasma  Anti-B-hCG (monoclonal, ratinho) Anti-B-hCG (monoclonal, ratinho)
Prolactina Soro e plasma  Anti-prolactina (monoclonal, ratinho) Anti-prolactina (monoclonal, ratinho)
SHBG Soro e plasma Anti-SHBG (monoclonal, ratinho Anti-SHBG (monoclonal, ratinho)
CEA Soro e plasma Anti-CEA (monoclonal, ratinho) Anti-CEA (monoclonal, ratinho)
CA 15-3 Soro e plasma Anticorpo 115D8 (monoclonal, ratinho) Anticorpo DF3 (monoclonal, ratinho)
CA 19-9 Soro e plasma  Anticorpo 1116-NS-19-9 (monoclonal, Anticorpo 1116-NS-19-9 (monoclonal,
ratinho) ratinho)
CA 125 Soro e plasma Anticorpo OC 125 (monoclonal, ratinho) Anticorpo M11 (monoclonal, ratinho)
PSA total Soro Anti-PSA (monoclonal, ratinho) Anti-PSA (monoclonal, ratinho)
PSA livre Soro Anti-PSA livre (monoclonal, ratinho) Anti-PSA (monoclonal, ratinho)
Mioglobina Soro e plasma  Anti-mioglobina (monoclonal, ratinho) Anti-mioglobina (monoclonal, ratinho)
BNP Plasma Anti-BNP (monoclonal, ratinho) Anti-BNP (monoclonal, ratinho)
NT-proBNP Soro e plasma  Anti-NT-proBNP (monoclonal, ovelha) Anti-NT-proBNP (monoclonal, ratinho)
Troponina-I Soro e plasma Anti-troponina-I (monoclonal, ratinho) Anti-troponina-1 (monoclonal, ratinho)
Ferritina Soro e plasma  Anti-ferritina (monoclonal, ratinho) Anti-ferritina (policlonal, coelho)
Tiroglobulina Soro e plasma  Anti-Tg (monoclonal, ratinho) Anti-Tg (monoclonal, ratinho)

aEste ensaio possui pré-tratamento da amostra.

-99-



Tabela Suplementar 8: Parametros imunolégicos detetados em amostras de soro e plasma no sistema Alinity ci-series através de imunoensaio CMIA

de 2 passos por relacéo inversa. Tabela do autor.

Parametro a detetar Molécula de ligacdo ao parametro a detetar Molécula conjugada a acridina
Anti-HBe -2 Anticorpo anti-HBe (monoclonal, ratinho)
Ts total Anticorpo anti-T; (ovelha) T3
Ts livre Anticorpo anti-Tz (ovelha) T3
T, total Anticorpo anti-T4 (ovelha) T3
T4 livre Anticorpo anti-T, (ovelha) T3
Acido félico® Complexo anticorpo anti-proteina de ligacdo a folatos Acido pteroico
(monoclonal, ratinho) e proteina de ligacao a folatos
Vitamina B12° Fator intrinseco (suino) B12
Estradiol Anti-estradiol (monoclonal, coelho) Estradiol

? Neste caso, a amostra € combinada com microparticulas paramagnéticas revestidas com anticorpos anti-HBe (monoclonal, ratinho) e um reagente
neutralizante composto por HBeAg. Este liga aos anticorpos anti-HBe presentes na amostra. O HBeAg néo ligado fica disponivel para ligagdo aos
anticorpos nas microparticulas. Depois da lavagem, € adicionado o anticorpo conjugado e a reacédo ocorre como descrito anteriormente.

b Este ensaio possui pré-tratamento da amostra.

Tabela Suplementar 9: Parametros imunoldgicos detetados no sistema Immulite® 2000 através de imunoensaios quimioluminescentes quantitativos

do tipo sandwich. Tabela do autor.

Parametro a detetar Anticorpo primério

Anticorpo secundario conjugado a fosfatase alcalina

Anti-TSHR Anticorpo ligado ao recetor hTSHR quimera Recetor hTSHR quimera

B-hCG livre Anti-B-hCG livre (monoclonal, ratinho) Anti-B-hCG livre (policlonal, cabra)
ACTH Anti-ACTH (monoclonal, ratinho) Anti-ACTH (policlonal, coelho)
IGF-I Anti-IGF-I (monoclonal, ratinho) Anti-IGF-I (policlonal, coelho)

AFP Anti-AFP (monoclonal) Anti-AFP (policlonal)

PAPP-A Anti-PAPP-A (monoclonal, ratinho) Anti-PAPP-A (monoclonal, ratinho)
hCG Anti-hCG (monoclonal, ratinho) Anti-hCG (policlonal)
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Tabela Suplementar 10: Pardmetros imunolégicos detetados em amostras de soro e plasma no sistema Alinity ci-series através de imunoensaios
CMIA de 1 passo por relacao inversa. Tabela do autor.

Pardmetro a detetar Anticorpo primario Molécula conjugada a acridina
25-hidroxivitamina D Anti-vitamina D Vitamina D
Testosterona Anti-testosterona (monoclonal, ratinho) Testosterona
Progesterona Complexo anticorpo anti-fluoresceina (monoclonal, :
. ; . a Anti-progesterona (monoclonal, ovelha)
ratinho) - fluoresceina conjugada a progesterona
Cortisol° Anti-cortisol (monoclonal, ratinho) Cortisol
L-homocisteina total® Anti-S-adenosil-L-homocisteina (monoclonal, ratinho) S-adenosil-L-cisteina

a Neste caso, as microparticulas sdo revestidas por um complexo formado pelo anticorpo anti-fluoresceina ligado a fluoresceina conjugada a
progesterona. A progesterona na amostra compete com a progesterona do complexo pela ligagéo ao anticorpo anti-progesterona conjugado a acridina.
b Este ensaio também pode ser realizado em amostras de urina.

¢ Este ensaio possui pré-tratamento da amostra.

Tabela Suplementar 11: Parametros imunolégicos detetados em amostras de soro no sistema Immulite® 2000 através de imunoensaios
quimioluminescentes quantitativos competitivos. Tabela do autor.

Parametro a detetar Anticorpo de captura Molécula conjugada a fosfatase alcalina
DHEA-SO. Anti-DHEA-SO4 (policlonal, coelho) DHEA-SO.
Estriol livre Anti-Estriol (policlonal, coelho) Estriol
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Tabela Suplementar 12: Estimativa de ensaios realizados, durante o periodo de estagio, na
determinacéo dos parametros hematoldgicos e imunoldgicos em estudo. Tabela do autor.

Parametro avaliado NUumero de ensaios realizados
Imunologia

Anti-HAV 1gG 194
Anti-HAV IgM 151
Anti-HBs 1132
HBsAg 3388
HBsAg Confirmatorio -
Anti-HBc IgM 183
Anti-HBc 424
HBeAg 163
Anti-HBe 148
Anti-HCV 2655
p24 do VIH e anti-VIH-1/2 4427
Anti-VIH-1 e anti-VIH-2 por imunocromatografia -
Anti-TP 4415
Anti-Rubéola IgG 1211
Anti-Rubéola IgM 1185
Anti-Toxo IgM 1827
Anti-Toxo IgG 1824
Anti-CMV 1gG 614
Anti-CMV IgM 618
Anti-VCA IgG 28
Anti-VCA IgM 27
Anti-HTLV-1/I 6
Anti-SARS-CoV-2 IgM 261
Anti-nucleocapside SARS-CoV-2 IgG 271
Anti-spike SARS-CoV-2 IgG 439
Detecao da infecéo por Helicobacter pylori 280
TSH 23111
Ts total 2620
Tz livre 1884
T, total 762
T4 livre 14680
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Tabela Suplementar 13: Estimativa de ensaios realizados, durante o periodo de estagio, na
determinagéo dos parametros hematolégicos e imunolégicos em estudo (continuacéo). Tabela

do autor.

Parametro avaliado

Numero de ensaios realizados

Imunologia
Tiroglobulina
Anti-TSHR
Anti-TPO

Anti-Tg

PTH intacta
25-hidroxivitamina D
B-hCG total

hCG por imunocromatografia
B-hCG livre

LH

FSH

Prolactina

SHBG
Testosterona
Progesterona
Estradiol

DHEA-SO.4

ACTH

Cortisol

IGF-I

Insulina

AFP

PAPP-A

Estriol livre

Rastreio pré-natal do 1° trimestre
Rastreio pré-natal do 2° trimestre
Alergologia

CEA

CA 15-3

CA 19-9

258
75
1710
1728
679
5366
1296
165
5
1287
1611
946
36
507
766
1352
156
192
489
54
235
348
6
148
25
2002
1375
453
1147
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Tabela Suplementar 14: Estimativa de ensaios realizados, durante o periodo de estagio, na
determinagéo dos parametros hematolégicos e imunolégicos em estudo (continuacéo). Tabela
do autor.

Parametro avaliado

Numero de ensaios realizados

Imunologia

CA 125 766
PSA total 8096
PSA livre 1718
Anti-CCP 224
Mioglobina 89
NT-proBNP 180
Troponina-I cardiaca 45
BNP 10
L-homocisteina total 123
Ferritina 8300
Acido félico 7129
Vitamina B12 6646
Hematologia

Hemograma 46092
Reticuldcitos 641
Coloragdes de May-Grunwald-Giemsa -
Velocidade de sedimentacéo eritrocitaria 10703
Hemoglobina glicosilada 19318
Pesquisa de hemoglobinopatias 1075
Teste da solubilidade da hemoglobina S -
Grupo sanguineo 1537
Coombs direto 10
Pesquisa de anticorpos irregulares 1501
Tempo de protrombina 6242
aPTT 3721
Fibrinogénio 187
D-dimeros 142

aDurante o periodo de estagio, as analises de alergologia mais solicitadas tiveram cerca de 200 pedidos.



