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QUESTAO 01

a) Os métodos de quantificagdo imunoquimica sdo baseados em ter um antigeno ou anticorpo puro cuja
quantidade pode ser medida por uma molécula indicadora ou marcador. Quando o antigeno ou anticorpo é
marcado com um radioisotopo ele pode ser quantificado por instrumentos que detectam eventos de
decomposicao radioativa. Neste caso o ensaio ¢ chamado ensaio radioimunolédgico ou radioimunoensaio.
Quando o antigeno ou anticorpo ¢ ligado covalentemente a uma enzima, ele pode ser quantificado por
determinacdo e espectrofotométrica da taxa de conversdo na qual a enzima converte um substrato

cristalino em um produto colorido, o ensaio ¢ chamado de ensaio imunoabsorvente ligado a enzima ou
enzimaimunoensaio. A versdo mais comumente utilizada destes ensaios ¢ o ensaio sanduiche que utiliza dois
Anticorpos reativos diferentes com epitopos diferentes no antigeno cuja concentragdo deve ser determinada.
Uma quantidade fixa de um anticorpo € ligada a uma série de suportes so6lidos replicados, como tiras plasticas
de microtitulag@o. Solugdes da amostra contendo o antigeno a uma concentracdo desconhecida ou uma série de
solugdes padrdo com concentragdes de antigeno conhecidas sdo acrescentadas as tiras e deixadas para que a
ligagdo ocorra. Antigeno ndo ligado é removido por lavagem, e o segundo anticorpo, que € ligado a enzima ou
radio-marcado, ¢ adicionado para se ligar. O antigeno serve como uma ponte e quanto mais antigeno na solugao
ou de teste, mais segundos anticorpos ligados a enzima ou radiomarcados irao se ligar.

b) Dois métodos sao comumente utilizados para identificar e purificar proteinas: imunoprecipitacdo e a
cromatografia de imunoafinidade. A imunoprecipitagdo € uma técnica na qual um anticorpo especifico para um
antigeno protéico em uma mistura de proteinas € usado para identificar este antigeno especifico. O anticorpo ¢
normalmente adicionado a uma mistura de proteinas e proteina estafilocdcica A (ou proteina G) ligadas
covalentemente a contas de agarose € acrescentada a mistura. As por¢des Fab do anticorpo se ligam a proteina-
alvo, e a por¢do Fc do anticorpo e capturada pela proteina A ou proteina G nas contas. Proteinas indesejadas
que ndo se ligam ao anticorpo sdo entdo removidas lavando as contas. A proteina especifica que é reconhecida e
estd agora ligada ao anticorpo pode ser eluida das contas e dissociada do anticorpo com o uso de um
desnaturante, e as proteinas sdo separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio.




A cromatografia de imunoafinidade ¢ um método de purificagdo que utiliza anticorpos especificos para o
antigeno desejado. Os anticorpos sdo normalmente ligados covalemente a um suporte s6lido, como contas de
agarose, e dispostos em uma coluna. Uma mistura complexa de antigenos ¢ passada pelas contas permitindo que
o0 antigeno reconhecido pelo anticorpo se ligue. Moléculas ndo ligadas sdo lavadas e o antigeno ligado ¢ eluido
por alteragdo do pH ou por exposigdo a alta salinidade ou outras condigdes caotropicas que rompem as
interacdes antigeno-anticorpo.

QUESTAO 02

Os métodos microscopicos para deteccdo de parasitos intestinais nas fezes podem ser quantitativos ou
qualitativos. Os métodos qualitativos sdo os mais utilizados, demonstrando a presenc¢a das formas parasitarias
sem quantifica-las. O método de Hoffman, Pons e Janer, também conhecido como método de Lutz permite o
encontro de ovos ¢ larvas de helmintos e de cistos de protozoarias e tem como principio a sedimentacio
espontanea. As fezes sdo misturadas com agua e trituradas com bastdo. A suspensao ¢ filtrada por gaze e
deixada em repouso por 24 horas para que ocorra a sedimenta¢do. O método de Blagg (também conhecido por
método de MIFC), método de Ritchie sdo utilizados para a pesquisa de ovos ¢ larvas de helmintos, cistos e
alguns oocistos de protozoarios. Esses métodos t€m como principio a sedimentacdo por centrifugacdo e
utilizam antes do processo de centrifugagao éter sulfirico para desengordurar o material. O método de Willis
tem como principio a flutuacdo espontdnea em que as fezes sao misturadas com solugdo saturada de agticar ou
sal que fard com que os ovos leves possam flutuar. E indicado para pesquisa de ovos leves, principalmente de
ancilostomideos. O método de Faust ¢ utilizado para a pesquisa de cistos e alguns oocistos de protozoarios,
permitindo também o encontro de ovos leves. Esse método tem como principio a centrifugo-flutuacdo. As fezes
serdo misturadas em agua, filtradas e centrifugadas e o sedimento obtido ¢ misturado apos processos de
lavagem com agua ¢ ressuspendido com solucdo de sulfato de zinco a 33% ¢ densidade de 1,18g/mL. Apos
centrifugacfo, os cistos e oocistos de protozoarios e os ovos leves estardo presentes na pelicula superficial. O
método de Baermann-Moraes e método de Rugai sdo indicados para pesquisa de larvas de Strongyloides
stercoralis e tem como principio a concentracdo de larvas de helmintos por migragdo ativa, devido ao
hidrotropismo e termotropismo positivos utilizando agua aquecida a 45°C. O método de Kato concentra ovos de
helmintos através da filtracdo em tela metalica ou de nailon, de uma determinada malha, que retem os detritos
maiores e permite a passagem dos detritos menores e ovos, ocorrendo, consequentemente a concentragao destes
ultimos. A visualizag¢do dos ovos ¢ facilitada pelo emprego de uma solugdo de verde malaquita, mas ndo
permite a visualizacdo de cistos de protozodrios.

QUESTAO 03

A puncgdo sanguinea pode ser realizada pelo sistema a vacuo ou com seringa e agulha. Na coleta com sistema &
vacuo deve-se esperar que o0 sangue seja aspirado por completo, respeitando-se a relagdo sangue:anticoagulante,
pois os tubos ja vém com anticoagulante. Apds a completa aspiracdo do sangue, o tubo do hemograma deve ser
homogeneizado 5 vezes por inversdo. Para a coleta com seringa e agulha, o sangue deve fluir para o interior da
seringa sem que se tenha que fazer qualquer esfor¢o para puxar o émbolo, pois o turbilhonamento ocasionado
pelo esfor¢o ocasiona alteragdes celulares. Para passar o sangue da seringa para os tubos deve-se retirar a
agulha e respeitar a quantidade sangue:anticoagulante. Os tubos devem ser fechados e homogeneizados 5 vezes
por inversdo. Para a coleta dos exames hematologicos, a preferéncia € pela coleta de sangue venoso e a partir da
pungdo das veias do antebrago (cefalica, ulnar mediana ou basilica). Ambos antebragos devem ser analisados e
a pungdo realizada na veia mais visivel. Em criancas, quando o acesso venoso ¢ dificil, a coleta na jugular
externa pode ser uma boa op¢@o. Em idosos ou em pacientes com pele flacida, apds a escolha da veia, a pele
deve ser bem distendida com ajuda do polegar. Antes da pungao deve-se fazer antissepsia com élcool a 70%.
Em criangas ha casos também da puncao capilar que deve ser feita nas partes externas, medial e lateral, do
calcanhar, sendo que este deve ser aquecido. A puncdo deve ser feita com lanceta apos antissepsia € o sangue
deve verter espontaneamente sem que nenhuma pressao seja feita. Para a coleta de sangue, o tempo de
garroteamento nao deve ultrapassar 1 minuto e logo ap6s a entrada do sangue no bisel da agulha ele deve ser
liberado. O garroteamento além deste tempo ocasiona hemoconcentragdo com aumento do hematdcrito e da
atividade fibrinolitica. Caso, na procura de uma veia, o paciente fique garroteado por muito tempo, quando a
veia for localizada o garrote deve ser liberado e apds a normalizagdo da circulagdo, em torno de 2 minutos,
garroteia-se novamente e procede-se a puncio.

O anticoagulante de escolha para o hemograma ¢ o acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e o sal de escolha ¢
o dipotassico por ser mais solivel no sangue e por causar menos alteragdes celulares. A preferéncia é que seja
usado na forma liquida por prevenir de maneira mais eficiente a formagao de microcoagulos. Deve ser utilizado
na relacdo sangue:anticoagulante de 1,5+0,25mg de EDTA/mL de sangue. Caso o EDTA seja utilizado na
forma solida, o sal ndo pode ser secado em temperatura superior a 45°C. Quanto as alteracdes celulares, na série




vermelha a crenagdo e a alteracdo morfoldgica inicial € posteriormente a formagao de esferocitos e por final a
hemolise. O EDTA em excesso pode causar microcitose e diminui¢ao do volume globular e hemoglobina. Nos
granulocitos, a cromatina torna-se picnotica, aumenta a lobulagdo nuclear e vactiolos podem ser vistos no
citoplasma. Nos mononucleares podem ocorrer lobulagdo nuclear e vacuolos citoplasmaticos. O excesso de
EDTA pode diminuir a contagem global de leucécitos. As plaquetas podem aumentar de tamanho e desintegrar-
se. Quando o sangue ¢ refrigerado as alteracdes ocorrem mais lentamente. De modo geral, as amostras
conservadas a 4°C podem ser processadas em até 24 horas.

QUESTAO 04

O eritrograma é composto pela contagem de eritrécitos, dosagem de hemoglobina, determinacdo do
hematocrito ou volume globular e pelas constantes corpusculares (ou indices hematimétricos). A contagem de
hemacias ¢ importante principalmente para o célculo e a interpretag@o das constantes corpusculares. A dosagem
de hemoglobina ¢ o parametro laboratorial que permite saber se o paciente esta ou ndo anémico e informa
intensidade da anemia. Uma anemia discreta € caracterizada laboratorialmente como tendo um valor de
hemoglobina variando do valor mais baixo de referéncia até 10mg/dL. Anemia moderada tem valor de
hemoglobina entre 10 e 7 mg/dL e anemia intensa valor abaixo de 7mg/dL. As constantes corpusculares sdo o
VCM, HCM, CHCM e RDW. O VCM, expresso em fentolitros, informa qual a média da populagao eritrocitaria
em volume celular, ou seja o tamanho médio da populacao eritrocitaria; um VCM dentro dos valores normais
caracteriza uma populacdo de hemacia normocitica; abaixo dos valores de referéncia, uma populagéo
microcitica; e acima, uma populagdo macrocitica. Ja a variagao do tamanho da populacio eritrocitaria ¢
informada pela constante RDW ou pela visualizagdo da anisocitose na lamina. Uma populacdo microcitica pode
nao ter variacdo de tamanho, ou seja, ser uma populacdo homogénea (VCM baixo com RDW normal). Isto é
verificado nas talassemias menores ¢ anemia por doenga cronica. Nas macrocitoses, a populacdo também pode
ser homogénea ou heterogénea, as sindromes mielodisplasicas caracterizam uma macrocitose homogénea e as
deficiéncias de vitamina B12 ou folato de macrocitose heterogéneas. Nas situagdes normociticas as anemias
como esferocitose e deficiéncia de G-6-PD fora da crise de hemdlise sdo homogéneas e a anemia falciforme
tem uma populagdo heterogénea. O HCM, expresso em picogramas, indica a quantidade média de hemoglobina
nos eritrocitos e é um indice de hipocromia. E um indice que deve ser valorizado nas anemias microciticas e
hipocrémicas. O CHCM, que também ¢ um indice de hipocromia, ¢ um valor relativo e nas anemias
microciticas e hipocromicas pode estar em valores normais porque o tamanho dos eritrocitos diminui e a
quantidade de hemoglobina também. O CHCM indica se a hipocromia sera ou ndo visualizada na lamina. O
termo hipercromia néo existe porque a quantidade maxima, em valores relativos, de hemoglobina em cada
eritrocito ¢ de 36%. O CHCM acima deste valoro deve ser relacionado com a presencga de esferocitos que, por
perderem fosfolipidios, diminuem a area da membrana eritrocitaria concentrando, em valores relativos, a
quantidade de hemoglobina. Com a interpretacdo da concentra¢do de hemoglobina e as constantes
corpusculares € possivel que se chegue na classificagdo morfoldgica das anemias a qual separa as anemias em
anemias microciticas e hipocrdmicas, anemias normociticas € normocrémicas € anemias macrociticas.

QUESTAO 05

a) O exame de rotina da urina ¢ dividido em exame fisico, analise quimica e exame microscopico da urina. No
exame fisico os parametros analisados sdo: cor, aspecto, gravidade ou densidade, odor (pode ou ndo ser
reportado). Na analise quimica da urina os pardmetros sdo analisados em tiras reagentes que incluem pH,
Proteina, glicose, cetonas, sangue, bilirrubina, urobilinogénio, nitrito, leucocitos e gravidade especifica
(considerada no exame fisico, mas presente na fita reagente). No exame microscopico o sedimento da urina é
analisado e pode conter uma variedade de elementos: eritrocitos, leucocitos, células epiteliais, bactérias, fungos,
parasitas, espermatozoides, muco, cilindros e cristais.
b) O principal componente do cilindro € a proteina de Tamm-Horsfall, uma glicoproteina excretada pelas
células epiteliais tubulares renais dos tubulos contornados distais e ductos coletores superiores. Assim,
inicialmente ocorre uma agregacao da proteina de Tamm-Horsfall em cada fibrila proteica ligada as células
epiteliais tubulares renais. As fibrilas proteicas entrecruzam-se para formar uma rede fibrilar frouxa (nesse
momento constituintes urinarios podem se tornar emaranhados na rede). Outras fibrilas proteicas se entrelagam
para formar uma estrutura sélida e ha uma possivel ligagdo dos constituintes urinarios a matriz solida. As
fibrilas proteicas se destacam das células epiteliais e o cilindro ¢ excretado. O cilindro hialino ¢ o mais
frequente e quando em niimero aumentado pode representar glomerulonefrite, pielonefrite, doenca renal
cronica, insuficiéncia cardiaca congestiva, estresse e exercicio extenuante. Os cilindros hematicos estdo
relacionados com danos causados ao glomérulo (glomerulonefrite) e ap6s pratica de esporte extenuante. A
presenca de cilindros leucocitarios na urina significa infec¢do ou inflamagao no néfron. Com frequéncia




associado a pielonefrite, nefrite intersticial ¢ podem acompanhar os cilindros hematicos na glomerulonefrite.
Cilindros bacterianos sdo observados na pielonefrite. Cilindros de células epiteliais representam a presenga de
avancada destrui¢ao tubular. Cilindros lipoidicos s@o analisados em conjunto com corpos ovais de gordura e
goticulas de gordura livre e estdo associados a sindrome nefrética, mas também sdo observados em necrose
tubular toxica, diabetes mellitus e em lesdes por esmagamento. Os cilindros granulosos podem ter significado
patologico ou ndo. Pode ser encontrado apos exercicio extenuante ou pode representar desintegracdo de cilindro
celular e de células tubulares ou agregados de proteinas filtradas pelo glomérulo devido estase urinaria.
Associados com glomerunefrite e pielonefrite. Cilindros céreos sdo representativos de estase urindria extrema
que indica insuficiéncia renal cronica. S8o em geral vistos em conjunto com outros tipos de cilindros
relacionados com a condi¢do que tenha causado a faléncia renal. Cilindros largos também representam
extremos de estase urinaria e insuficiéncia renal.
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