1 2

UNIVERSIDADE B

COIMBRA

Diana Pereira de Figueiredo

RELATORIO DE ESTAGIO
MESTRADO EM ANALISES CLINICAS

VOLUME 1

Relatorio de Estario Curricular no ambito do Mestrado em Analises Clinicas
orientado pela Professora Doutora Teresa Carmo Pimenta Dinis Silva e pelo
Doutor Antonio Ferreira Neves e apresentado a Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra



UNIVERSIDADE b

COIMBRA

Diana Pereira de Figueiredo

RELATORIO DE ESTAGIO
MESTRADO EM ANALISES CLINICAS

Relatorio de Estagio Curricular no ambito do Mestrado em Analises Clinicas
orientado pela Professora Doutora Teresa Carmo Pimenta Dinis Silva e pelo
Doutor Antonio Ferreira Neves apresentado a Faculdade de Farmacia da

Universidade de Coimbra

Estagio realizado no laboratério de Anilises Clinicas - AVELAB

Janeiro de 2021 a Junho de 2021

Setembro de 2022



AGRADECIMENTOS

7

E com o maior prazer que inicio este relatério agradecendo a todas as pessoas que
acompanharam todo o meu percurso.

O maior agradecimento é aos meus pais € ao meu irmao por tudo o que fizeram e
fazem por mim, durante estes anos. O amor, o carinho, a compreensao, forga e incentivo
que me dao.

Agradecer também ao resto da minha familia, avés e tios pelo apoio e um
agradecimento especial ao meu falecido avo que sempre acreditou em mim.

Aos meus amigos, em especial a Mara e Daniela que fizeram igualmente parte deste
percurso, pela amizade e apoio que sempre demonstraram.

Um agradecimento também ao laboratorio AVELAB por me ter proporcionado a
realizagao do estdgio e a todos os colaboradores por terem contribuido no sucesso do
estagio como também no meu desenvolvimento pessoal.

Por ultimo, um agradecimento especial a Professora Doutora Teresa Carmo Pimenta
Dinis Silva minha orientadora externa, pelo acompanhamento, disponibilidade constante e

apoio na orientagao e realizacao deste relatorio.



INDICE

INDICE DE FIGURAS .........ccieeeeneneneneseesssssssesesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssaes 6
INDICE DE TABELAS ........cceeeeeeeneesesesesesesssesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 6
ABREVIATURAS ......cooiiiiittttenisntttieissnntesssssssstsssssssstesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 7
RESUMO.......iiinnnntiincnnnnninnnsntnsessssnnssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 10
I, INTRODUGAO ......retntetesnnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesss 12
2. ENQUADRAMENTO CIENTIFICO .....uceterrerenenrnsnsnsnsnssnsssssnsssssssssssssssssssens 13
3. CARACTERIZAGCAO DO LABORATORIO .....uuuerererereerereeseneseesessesesessosens 13
4. FASE PRE-ANALITICA.......ciuirinininsinsissssssssssssissississesssssssssssssassessesssssssss 15
4.1.  COLHEITA DAS AMOSTRAS ...ttt sssssssssssassssssssssassassns I5
4.1.1.  Amostras colhidas no laboratdrio AVELAB ...t 16

42. TRANSPORTE, TRIAGEM E SEPARACAQO DAS AMOSTRAS. .......ooooeererererrrrrennenens 19
5. FASE ANALITICA ....cninininncnscssssessississassssssssssessessessssssssssssssssassesssssssss 20
6. CONTROLO DE QUALIDADE ..........ccoovnuutercrsrnnnrnncsssnneeecsssssseecssssssessssssssaneses 22
6.1. Controlo de qualidade INLEINO ..ottt eaesessenes 23
6.2. Controlo de qualidade eXLEINO .......ccceureeecueerereereeriecee et eesess e eaesessenes 23
7. SETOR DE HEMATOLOGIA .......iiiernntennisnnneensssnnnesssssssssssssssssssssssssssssssssss 24
7.1.  AUTO-ANALIZADORES E RESPETIVAS METODOLOGIAS.........cocosererrernerremreennes 24
7.1.1.  Sysmex XT-2000i e Sysmex-XE 2100......ccccceurmnmrurnineerrinineeereneeesseseseessestsesesnenes 24
7120 VeS-Matic 30 PlUS....oiuieeieeeeieecieeet ettt sttt ettt 26
7.1.3.  ADAMS Alc HA-8180V € HA-8I80T .......ooeueeriececrcrreneencrnenneneeeeseseseneaensens 27
714, STA ComPact Max SYSLEMS .......coeueururereeerererenceeerereeueereeesesseseesessestesessestesessastaescssenes 27

7.2. PARAMETROS LABORATORIAIS ..........oooooooccccecceccceseesessssssssssssssssssssssssssssssssssss 27
721, HEMOZIAMA.....iiueiieeieietecieie ettt ettt bttt sttt es 27
7.2.2.  Esfregaco do sangue PeriferiCo ...t esteessenes 34
7.2.3. Velocidade de sediMeNntagao.......ccoeeereeerreireeereereeereeereeesereeesessesesesesssesesesessesesens 37

724, Hemoglobina glicada ...ttt eesesseseesessenes 39



2 B TR o [=Y 0o 1] - K= YT 39

7.2.6. Outras determinacoes analitiCas....ccccecceerrneecciirnenecccersseccccsaseeccecssseecens 44
7.2.6.1.  Coombs direto € INAIreo.......ccceueurereucururenecieireeceeereeesee et essestesessenes 44
7.2.6.2.  GrupO SANGUINEO.......ceiuieieciciiaiiseeeaease s sssss s s s s ssssss s sasssns 44
7.2.6.3.  Crioglobulinas.........cciiiciniiiiciciieiceees s sens 45
7.2.6.4.  CrioaglutiniNas........ccocureuicieeneuinicieieiiseesesesessse s ssesssssss s ssesssssssssasssens 46

8. SETOR DA BIOQUIMICA .......uuuiieitneienccsnneeccsssnnneesssssseessssssssssssssssssssssssssaeses 47
8.1. AUTO-ANALIZADORES E RESPETIVAS METODOLOGIAS..........coorercrerrerrencanee 47
8.2.  PARAMETROS BIOQUIMICOS.......coccorosimmmresssmmrresssmessessissssssssssessssnsssesssssessssssesesses 48
8.2.1. Metabolismo dos Hidratos de Carbono............iiininnininiincsicicienienens 48
8.2.2. MetabolisSmo dos lIPIdOS.......ccceureveeurirerceiririccrreeeceeeeree et ss et eseanes 50
8.2.3.  Equilibrio electrolitico € ACidO-base .........ccceceeururenecurerinecerineecrreeeseeeeeeeeeeeeenes 55
8.2.4. FUNGAO FENAL..ceeeeeereeterctcrcte ettt se s se b s ssessse s ebe s sse s esessesesensenan 56
8.2.5.  FUNGAO hEPALICA....cuuiiiueiricceeie ettt ettt et 59
8.2.6. MetaboliSmOo ProteiCo.........iciiiiiciciccceen s sssens 62
8.2.7.  FUNGAO PANCIEALICA ....ueuuerereecucreincaceseecaereeeeaesseseesess et ssas e s e esese s eaeaessaseacacssenes 66
8.2.8.  FUNGAO CardiaCa.. .ttt sesssese s esessesessssesessesessssessssessasesensenn 66
8.2.9.  MetaboliSMO dO FEIT ...ttt easees 67

9. SETOR DA MICROBIOLOGIA ........uuuttiirnntenccssnnteeccssssseeecssssssesssssssssssssssssansses 69
10. SETOR DA IMUNOQUIMICA .......uererererererensssssssssssssssssssssasssesssssssssasenes 70
1. FASE POS ANALITICA .....urcrtetetcnnnnsssssssssssssssssesssssssssssssssssssssenss 71
12, CONCLUSAO ......uiririncsssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 72
13, REFERENCIAS ......ouuinnnininnisscssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 73
14, ANEXOS .....iiiiintiiccnntieicsssntesssssssstecsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 78
14.1. ANEXO I: Equipamentos utilizados nos setores de hematologia e bioquimica. ....... 78
14.2. ANEXO II: Valores de refer€ncia...........coccuicricinicnnicnicicicniessessscsssesssesns 80

14.3. ANEXO Illl: Morfologias atipicas observadas nos esfregacos de sangue periférico..82



INDICE DE FIGURAS

Figura |: Etapas da fase pré-analitica .............coooiiiiiii i, 14

Figura 2: Ordem de colheita do sangue VENOSO...........cciiuiiiiiiiiiiiiiii e 16
Figura 3: Histogramas de distribuigao.............c.cooiiiiiiiiiiiiiiiiii 24
Figura 4: Perfil eletroforético das proteinas do plasma................coooiiiiiiiiii.. 62

INDICE DE TABELAS

Tabela I: Diferentes tipos de amostras bioldgicas analisadas no laboratorio AVELAB ......15
Tabela Il: Tubo a usar para as analises mais comuns no laboratorio AVELAB............ |7

Tabela lll: Auto-analisadores do laboratdrio AVELAB .....ovuniiiiiiiiiiii it 20

MEetodologia POr SELOI ....c.uuii i e 21
Tabela V: Parametros do plaquetograma ...........cco.eiiiiiiiiiiiiiiiiii i, 32
Tabela VI: Alteragoes morfologicas nas linhagens sanguineas ...............ccccoviiiiiieinn. 34
Tabela VII: Inclusdes mais frequentes NOS ritroCitos .........o.evieiieiiiiiiiiiiiiienennaen. 36
Tabela VIII: Fatores que afetam a VS ... 37
Tabela IX: Variagoes patologicas da VS ... ..o 37
Tabela X: Causas dos desequilibrios nos niveis de glicose no sangue ..................... 48
Tabela XI: Classificagao de hiperlipoproteinémias ...........c..coocoiiiiiiiiiiiiiiiinn.n. 53
Tabela XIll: Diferentes causas da azotemia ............ccoeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 56
Tabela XIlI: Alteragoes que conduzem ao aumento da bilirrubina ........................... 61
Tabela XIV: Interpretacao laboratorial do proteinograma ..............cooviiiiiiiinn... 63
Tabela XV: Caracteristicas das imunoglobulinas ..., 65



ABREVIATURAS

AEQ
ALT
ALP
aPTT
AST
BASO
CHGM
CQE
CQl
CK
CLSI
CPS
DCV
DD
DGS
DM
EDTA
FFUC
GGT
GOT
GPT
HbAIlc
HbF
HDL

HGM

Avaliagao Externa de Qualidade

Alanina Aminotransferase

Fosfatase Alcalina

Tempo Parcial de Tromboplastina Ativada
Aspartato Aminotransferase

Basofilo

Concentragao de Hemoglobina Globular Média
Controlo de qualidade externo

Controlo de qualidade interno

Creatina Cinase

Clinical and Laboratory Standards Institute
Chromogenic Plate Substrate

Doencas Cardiovasculares

Dimero-D

Direcao-Geral de Saude

Diabetes mellitus

Acido Etilenodiaminotetracético

Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
Gama Glutamil Transferase
Glutamato-Oxaloacetato Transaminase
Glutamato-Piruvato Transaminase
Hemoglobina Glicada

Hemoglobina Fetal

Lipoproteina de elevada densidade, do inglés, High Density lipoprotein

Hemoglobina Globular Média



Ht
HLA
HPLC
g
INR
LDH
LDL
LMC
LLC

NRBC
EN ISSO

OMS
PCR
PDW
PEROX
PLT
PTGO
RBC
RIQAS
RNA
RDW
RET
Rpm
SSC
SFL

TSDT

Hematocrito

Human leukocyte antigen
Cromatografia Liquida de Alta Pressao
Imunoglobulina

International normalized ratio

Lactato Desidrogenase

Low Density lipoprotein

Leucemia Mieldide Cronica

Leucemia Linfocitica Cronica

Nucleated red blood cells
European Norm:; International Organization for Standardization

Organizagao Mundial de Saude
Proteina C Reativa

Platelet distribution width
Peroxidase

Plaquetas

Prova de Tolerancia a glucose oral
Red Blood Cell

Randox International Quality Assessment Scheme
Ribonucleic acid

Red Cell Distribution Width
Reticulécitos

Rotagoes por minuto

Side scatter

Sinal de fluorescéncia lateral

Técnico superior de diagnostico e terapéutica



TP

VDRL

VLDL

VGM

VPM

VS

Tempo de protrombina

Venereal Disease Research Laboratory
Very Low Density Lipoprotein

Volume Globular Médio

Volume Plaquetar Médio

Velocidade de Sedimentagao



RESUMO

O relatério de estagio constitui uma parte integrante do Mestrado em Analises
Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC) e espelha parte do
conhecimento adquirido durante o estagio curricular no laboratorio de analises clinicas
AVELAB.

O estagio no laboratério de andlises clinicas AVELAB iniciou-se a 4 de Janeiro de
2021 e terminou a 30 de Junho de 202l. Durante os 6 meses, fui integrada nas diversas
valéncias clinicas abordadas no presente laboratério, com a duragao de | més em cada uma,
sob a orientacao do Dr. Anténio Ferreira Neves.

Em termos estruturais, o relatério inclui uma breve caracterizacio do laboratério
médico de andlises clinicas AVELAB com a descricio da aprendizagem teorica e pratica
obtida durante todo o periodo de estigio com uma descricio mais pormenorizada do

trabalho desenvolvido nos setores de Bioquimica e Hematologia.

ABSTRACT

This internship report is an integral part of the Master's Degree in Clinical Analysis of
the Faculty of Pharmacy of the University of Coimbra (FFUC) and reflects part of the
knowledge acquired during the curricular internship in the clinical analysis laboratory
AVELAB.

The internship at the AVELAB clinical analysis laboratory started on January 4, 2021
and ended on June 30, 2021. During the 6 months, | was integrated in the several clinical
valences in this laboratory, lasting | month in each one, under the guidance of Dr. Anténio
Ferreira Neves.

In structural terms, the report includes a brief characterization of the AVELAB
medical laboratory of clinical analysis with a description of the theoretical and practical
learning obtained throughout the internship period presenting a more detailed description of

the work developed in the Biochemistry and Hematology sectors.
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I. INTRODUCAO

“Declare o passado, diagnostique o presente, preveja o futuro.”
Hippocrates

O presente relatorio representa o elemento de avaliagao final do Mestrado em
Andlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC), que
descreve as atividades e formagao adquirida durante o estagio curricular no Laboratério
Médico de Analises Clinicas AVELAB em Aveiro, sob a orientacio do Doutor Antdénio
Ferreira Neves, especialista pela Ordem dos Farmacéuticos, o qual, juntamente com toda
uma equipa inigualavel, contribuiram para a minha formagao e desenvolvimento profissional e

pessoal.

Este estagio foi realizado durante um periodo de seis meses, de Janeiro de 2021 a
Julho de 2021, contemplando a passagem pelos setores de Microbiologia, Auto-imunidade,
Bioquimica e Hematologia sendo estas duas ultimas valéncias as que escolhi para um maior
aprofundamento. O estagio curricular do Mestrado em Analises Clinicas proporcionou-me
uma formagao especializada, acoplada a formagao académica adquirida, nas varias valéncias
da area do diagnodstico laboratorial com a integragao no meio profissional. Isto, permitiu-me
efetivamente, uma autonomia na componente laboratorial com a realizagao, validagao e
compreensao das técnicas laboratoriais além de conferir competéncias e responsabilidades

como profissional.

O laboratorio de andlises clinicas tem um papel fundamental na prevencao,
diagnostico e prognostico da doenga assim como na intervengao farmacoldgica. Torna-se
assim essencial que o laboratorio assegure que os resultados por ele emitidos sejam fidveis e
concordantes com a real situagao clinica do doente, garantindo a qualidade dos servicos
prestados. Essa qualidade depende de todas as partes integrantes do laboratoério, desde

técnicos superiores, administrativos a médicos especialistas em Patologia Clinica.

Os objetivos do presente relatorio sao fazer uma caracterizagao do local de estagio,
uma descrigao da fase pré-analitica e dos parametros avaliados nas diferentes valéncias, com
uma maior relevancia nas areas de Hematologia e Bioquimica, bem como a identificagao do
tipo de produto bioldgico necessario a sua execugao, o seu significado clinico, a metodologia
utilizada nos varios auto-analizadores e, ainda, o controlo de qualidade interno e a avaliagao

externa da qualidade.
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2. ENQUADRAMENTO CIENTIFICO

“ Future discoveries will not likely be made by morphologists ignorant of molecular biologic findings,
or by biologists unaware or scornful of morphologic data, but by those willing and capable of

integrating them through a team approach...- Rosai

Patologia (da palavra grega pathologia significa o estudo do sofrimento) é uma
especialidade da ciéncia médica focada na causa, desenvolvimento, mudangas estruturais /
funcionais e a historia natural associada as doengas. Doenga refere-se a um desvio definivel
de um fenotipo normal, evidente por meio de sintomas do paciente que permitem em

determinado nivel adicionar sensibilidade e especificidade ao diagnéstico. '

Chegar ao diagnostico correto depende de inUmeros fatores, sendo a determinagao
de biomarcadores um dos requisitos mais especificos para o mesmo. Um biomarcador €
definido como uma caracteristica que é medida e avaliada quer como um indicador de
processos fisiologicos ou patogénicos quer como resposta a uma determinada terapéutica.”
Os exames laboratoriais procuram determinar biomarcadores nas mais diversas amostras
(sangue, urina, muco, saliva, secregoes respiratorias, secregoes vaginais ou uretrais, suor,

fezes, liquido de articulagoes e tecidos.

Os laboratorios clinicos sao instalagoes de saide que oferecem uma ampla gama de
procedimentos laboratoriais que auxiliam os médicos a realizar o diagnostico, tratamento e a

monitorizagao dos pacientes, sendo estes os principais objetivos dos exames laboratoriais.

A triade patologia, laboratério e diagnostico funciona como um todo, pois para o
sucesso quer a nivel clinico quer a nivel laboratorial é necessirio a cooperagao e
compreensao das trés areas. Nao se consegue chegar ao diagnéstico, sem compreender a
patologia e nao se compreende a patologia se nao se compreenderem os exames
laboratoriais fornecidos pelo laboratorio. Uma andlise laboratorial € muito mais do que uma
colheita de sangue e a determinagao dos diferentes valores dos analitos. Compreende o bem

estar de um ser humano, e o rumo para se conseguir obter a melhor qualidade de vida.
3. CARACTERIZAGAO DO LABORATORIO

O laboratorio Central AVELAB, fundado em 1956, situado no distrito de Aveiro,
presta servico de segunda a sabado, integrando cerca de 100 postos de colheita dispersos

por oito distritos das regides Norte e Centro de Portugal. Como gestao e certificado de
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qualidade, o laboratorio AVELAB encontra-se certificado pela Norma NP EN ISSO
9001:2008.

O laboratério médico de analises clinicas AVELAB é dirigido pelo diretor clinico Dr.
Américo Freitas, compreendendo uma equipa diversificada, desde médicos especialistas em
andlises clinicas, farmacéuticos, técnicos superiores de diagnostico e terapéutica (TSDT),
técnicos superiores de laboratorio e pessoal administrativo preparados e formados para

prestar servigo de qualidade.

O laboratoério AVELAB engloba um vasto nimero de postos de colheita distribuidos
por varios concelhos da regiao norte e centro com o objetivo de prestar servigo a um
numero elevado de utentes, nomeadamente aos que necessitam de um cuidado diferencial,
seja pela dificuldade de acesso a servigos de saude seja por limitagoes de mobilidade pessoal.
E de salientar que também presta servico ao domicilio, e é parte integrante de clinicas

privadas, lares de idosos e medicina de trabalho.

O laboratério central conta com um fluxo de, aproximadamente, 200 utentes por
dia, e presta servigos a comunidade no campo das andlises clinicas, nas areas da Hematologia,
Bioquimica e Imunologia, Microbiologia e Biologia Molecular. O seu horario de
funcionamento nos dias Uteis € das 7:30 as 19:00 horas e aos sabados das 8:00 as 13:00
horas. Fisicamente é constituido por 4 pisos organizado em diferentes areas de trabalho,
Hematologia, Coagulagao, Microbiologia, Urianalise, Bioquimica e Imunologia, Auto-
imunidade e Biologia Molecular. Compreende ainda uma sala de espera, cinco salas de
colheitas (trés para colheita de amostras biologicas sem risco biologico associado e duas
para colheitas de amostras do trato respiratorio superior, pertencentes a classe de risco 3),
sala de recegao e triagem das amostras, areas administrativas e sala de lavagens. As analises

efetuadas em cada setor analitico sao validadas no proprio setor.

O AVELAB esta informatizado com um sistema de gestao laboratorial — Appolo- que
permite gerir e armazenar a longo prazo, todas as informagoes que chegam ao laboratorio,
desde informagao e historico analitico dos utentes, pedidos de andlises, elaboragao de listas
de trabalho com as diversas técnicas a efetuar, gestao dos resultados fornecidos pelos auto-
analizadores dos diferentes setores e ainda emitir o boletim de analises. Este sistema de
gestao laboratorial permite assim garantir a rastreabilidade das amostras, desde o pedido de
anadlises efetuado pelo médico até a validagao final de todos os parametros analiticos e saida

do relatorio individual do utente. Toda a informagao do laboratério AVELAB é seguida por
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uma politica de privacidade através de medidas administrativas e tecnoldgicas segundo o

regulamento geral de protecao de dados e de acordo com a Lei 58/2019.

4. FASE PRE-ANALITICA

Convencionalmente, a pratica laboratorial é dividida em trés fases: pré-analitica,
analitica e pos-analitica. A fase pré-analitica, descrita na Figura |, inicia-se a partir do
momento em que o utente se dirige a rececao, com a requisicao médica das analises clinicas
a realizar, as quais sao integradas no sistema de gestio laboratorial. Excecionalmente,
quando o utente quer fazer andlises a titulo particular é nossa fungao tentar aconselha-lo
quanto as determinagoes a realizar consoante a situagdo em questao. Apds o registo dos
dados do utente e das respetivas requisicoes segue-se a preparagao do paciente, obtengao

da amostra, transporte até ao laboratorio e triagem da mesma.

Pedido do Preparagao do Colheita dos

Transporte e
exame utente produtos

triagem

Figura 5: Etapas da fase pré-analitica

A fase pré-analitica é considerada a fase com maior suscetibilidade a erros
laboratoriais. Os erros pré-analiticos mais comuns vao desde a auséncia de dados de
identificagcdo do paciente, tubos inadequados para as anadlises prescritas, colheitas

inadequadas até a auséncia de amostras.’

De seguida sao descritas algumas das principais etapas e procedimentos da fase pré-

analitica.

4.1. COLHEITA DAS AMOSTRAS

As colheitas sao realizadas predominantemente no periodo da manha devido ao
requisito mais comum ser o jejum de 8 a |2 horas. Na sala de colheitas, os técnicos do
laboratério procedem a correta identificagdo do utente e a observagio das anailises
requisitadas. Em amostras colhidas pelo proprio utente, por exemplo a urina, apenas se

procede a identificagao da mesma e certifica-se de que obedeceu aos requisitos de colheita.

15



4.1.1. Amostras colhidas no laboratério AVELAB

Existem diferentes tipos de amostras de produtos biologicos. Na tabela |

especificam-se os diferentes tipos de amostras que sao colhidas no laboratério AVELAB.

Tabela 2: Diferentes tipos de amostras bioldgicas analisadas no laboratério AVELAB

Sangue Sangue venoso

Primeira urina da manha — Urina tipo Il (mais concentrada)

Urina aleatoria (colhida a qualquer hora do dia) — Testes rapidos de rotina

Urina
Urina de 24 horas — Determinagao de analitos que apresentem variagao
diurna e noturna
Vaginal
Uretral

Exsudatos

Nasal / Faringeo / Amigdalino / Orofaringeo

Outros Fezes

produtos | Esperma

Biologicos | Cabelo, pele e unhas

4.1.1.1. Colheita de sangue venoso

2

A amostra mais utilizada a nivel laboratorial é o sangue venoso. E necessario verificar
se os requisitos para as analises pretendidas e a situagao do utente estao compativeis, como
por exemplo o jejum, pois a ingestao alimentar influéncia a maioria dos parametros analiticos
(glicose, colesterol, entre outros); o uso de terapéuticas como suplementos de ferro e
levotiroxina sao considerados relevantes quando é requisitado o estudo do metabolismo do
ferro e da tirdide respetivamente, pois a sua toma leva a valores falsos elevados; a ingestao
de suplementos alimentares ou medicamentos naturais também se deve ter em conta.
Quando sao requisitados testes de coagulagao deve-se perguntar sempre ao utente se faz
alguma terapéutica anticoagulante oral e anotar na sua ficha médica, nao podendo fazer a sua

toma antes da colheita.

Posteriormente prepara-se a colheita do sangue venoso, sendo necessaria a escolha
dos tubos de acordo com as anilises pretendidas como representado na Tabela Il, assim
como a ordem de execugao, pré-estabelecida pelas guidelines do Clinical and Laboratory

Standards Institute (CLSI), para minimizar o risco de contaminagao do sangue de um tubo com
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o anticoagulante do tubo anterior (Figura 2). Este € um dos fatores mais importantes a ter
em conta, dado que uma troca de tubos pode impossibilitar determinagoes analiticas

pretendidas sendo necessério pedir ao utente uma nova colheita.’
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Figura 6: Ordem de colheita do sangue venoso

Procede-se a identificagao dos tubos com um codigo de barras que contém toda a
informagao do utente registada no sistema informatico, para nao ocorrer troca de

identidade das amostras.

Antes da realizagao da colheita o técnico deve proceder a higienizagao/protegao das
maos e da zona onde realiza a pungao para evitar contaminantes provenientes da flora
comensal da pele. Coloca-se o garrote e faz-se a pungao de acordo com as normas
estabelecidas. A aplicagao correta do garrote é fundamental; este possibilita a criagao de
uma barreira que promove a passagem de agua, ioes difusiveis e compostos de baixa massa
molecular do vaso para os tecidos, aumentando assim a concentragao de varios analitos do
sangue no local da pungao. O uso inadequado do garrote deve ser evitado, tal como o seu
tempo prolongado, de modo a evitar-se a hemolise in vitro que gera interferéncias analiticas e
biologicas, sendo a interferéncia pré-analitica mais comum. Paralelamente, pode levar ao
aumento falso dos eritrocitos, potassio, lactato desidrogenase (LDH) e aspartato

aminotransferase (AST).’

E ainda de salientar que, em colheitas pediatricas ou com acesso venoso dificil a
colheita é feita em tubos especificos pediatricos, com um volume menor. Imediatamente
apos a colheita de sangue deve proceder-se a homogeneiza¢ao do tubo, de modo a evitar a

formacgao de coagulos.
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Tabela Il: Tubo a usar para as andlises mais comuns no laboratério AVELAB

Corda
tampa do Anticoagulante Amostra obtida Anilises de Rotina
tubo
Hemograma com/sem formula
leucocitaria;
Hemoglobina glicada Alc;
Roxo EDTA tripotassico Sangue total
Velocidade de sedimentacao;
HLA B27 (Antigénio);
Grupo sanguineo e VDRL;
Sem anticoagulante e Determinagoes Imunoquimicas e
Amarelo Soro
com gel separador Bioquimicas
Azul claro Citrato trissodico |:9 Plasma Estudo da coagulagao sanguinea

Sem ou com anticoagulante ~ Soro ou sangue = Determinagoes Imunoquimicas e
Azul escuro

isento de metais total Bioquimicas

O tubo utilizado para as analises bioquimicas tem geralmente gel separador e silica. A
silica favorece a retragao do coagulo e o gel permite a separagao fisica entre o soro e a
porcao celular. A separagao é fundamental para determinados analitos, nomeadamente a
glicose, visto que ao ocorrer a separagao fisica dos eritrocitos do soro, a glicose nao é

consumida pelos eritrocitos, permanecendo o seu valor in vivo.

O anticoagulante EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra-Acético) preserva a morfologia
dos componentes celulares do sangue, por isso é o anticoagulante de eleicao para estudos
hematologicos, o seu papel principal é a quelatagao dos ides calcio prevenindo a coagulagao.
Como o sangue nao coagulou, a porgao liquida (sem componentes celulares) é o plasma.
Volumes de amostra insuficientes conduzem a niveis de EDTA relativamente elevados,
aumentando assim a quelatagao do magnésio e zinco, interferindo nos valores de enzimas

como a fosfatase alcalina.t

A heparina, outro anticoagulante tradicionalmente usado, induz uma mudanga
conformacional da antitrombina |ll acelerando a inibicao da trombina e do fator Xa, que
impede a ativagao da trombina e a formagao de fibrina a partir do fibrinogénio. Contudo
possui propriedades quelantes minimas e concentragao relativamente baixa de catides, nao

interferindo significativamente no equilibrio hidrico. No laboratério existem tubos de
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heparina de litio e de sodio e sao usados nomeadamente para analises genéticas e

determinagao de ides como cobre e magnésio.

O anticoagulante citrato de sodio tem um mecanismo de atuagao semelhante ao
EDTA que impede a formagao do coagulo, devido ao mecanismo de quelatagao do calcio. A
propor¢ao é de 9 volumes de sangue para | volume de citrato, conservando assim os fatores
de coagulagao e é centrifugado a 2500 rpm durante |5 minutos, para a obtencao de plasma,
que é rico em fatores de coagulagao e pobre em plaquetas. No caso da pesquisa de
anticoagulante lUpico, é necessario efetuar duas centrifugagoes para a obtengao de um

plasma isento de plaquetas.

Para obter soro, o que se pretende é que haja formagao de coagulo, logo utilizam-se
tubos isentos de anticoagulante, apenas contém um gel separador e ativador da coagulagao,
que tem como objetivo permitir uma melhor separagao do soro do sangue total coagulado.
Posteriormente as amostras sao enviadas para a sala de triagem, para distribuicao pelos

diferentes setores.

4.2. TRANSPORTE, TRIAGEM E SEPARACAO DAS AMOSTRAS

Todo as amostras, quer sejam provenientes do laboratorio central quer de postos de
colheita, seguem para o setor da triagem, onde se faz a sua separa¢io e preparagao para os
diferentes setores. Os tubos sem anticoagulante sao triados e centrifugados a
3000rpm/15min, para posterior separacao do soro em aliquotas se necessario, e envio
imediato para o setor da Bioquimica e Auto-imunidade. E de realcar, que existem anlises
mais especificas (como por exemplo, a determinacao de pro-BNP, o teste respiratorio para
pesquisa de Helicobacter pylori, a determinagao de metais) em que a amostra € enviada para
um laboratério exterior (Ambar e Cerba), pois sao analises pouco requisitadas, que nao

justificam o investimento do laboratorio.

Apods a centrifugagao procede-se a observagao da amostra tendo em conta os
critérios de rejeicdo da amostra. Assim, verifica-se se estao lipémicas, hemolisadas ou
ictéricas e regista-se no processo do utente, pois sao parametros que alteram determinados
analitos (bilirrubina, ferro, magnésio, potissio, entre outros).” O volume também é
conferido, pois se for insuficiente para realizar as andlises necessarias, € pedida uma nova

amostra.
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As amostras para anadlise bacteriologica vao diretamente para o setor da
Microbiologia onde sao triadas e processadas. Os tubos de tampa roxa (EDTA) e azul claro
(citrato de sédio) vao para o setor de Hematologia onde sao devidamente triados, sendo
que os tubos com EDTA sao colocados no agitador mecanico (Speci-Mix) e os tubos com
citrato sédico vao para o setor de coagulagao e sao centrifugados a 3000 rpm/10min para
subsequente obtengao do plasma. As amostras de risco biologico (SARS-CoV-2) e amostras

para tipagem genética para pesquisa do HLA-B27 seguem para o setor da Biologia Molecular.
5. FASE ANALITICA

Apos o processo de colheita de amostras, segue-se a fase analitica que compreende a
execugao analitica do pedido da amostra previamente colhida. O processamento analitico
nesta fase € maioritariamente automatico devido a tecnologia avan¢ada usada pelos auto-
analisadores dos diferentes setores, como descrito na Tabela Ill, que permite a anadlise
simultinea de um elevado nimero de amostras com eficacia e em que a qualidade dos
resultados é assegurada diariamente pelo controlo de qualidade interno (CQI) e pela

participagao em programas de avaliagao externa da qualidade (AEQ).
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Tabela lll: Auto-analisadores do laboratéorio AVELAB

AUTO-ANALIZADORES FUNCAO/DESCRICAO
HEMATOLOGIA
Ves-matic cube 30 - MENARINI Velocidade de Sedimentagao Globular
Sysmex XE-2100 Hemograma
Sysmex XT-2000i Hemograma
ADAMS Alc HA-8180 e HA-8180T Detecao das variantes da hemoglobina
Coagulacao
STA Compact Max Systems Testes de Coagulacao

Bioquimica e Imunologia

Determinacao de parametros bioquimicos e
ARCHITECT Ci8200
imunolégicos

Determinacao de parametros bioquimicos e
ARCHITECT il 000
imunolégicos

Auto-imunidade

ImmunoCAP - Phadia 250 Detegao de imunoglobulinas especificas

Capillarys Sebia 2 Detegao de imunoglobulinas

Microbiologia

BD Phoenix™ Automated Microbiology Identificagao e Antibiograma: sensibilidade e
System resisténcia de bactérias e leveduras
Urianalise
Aution Max AX-4030 Analise sumaria de urina
SediMAX conTRUST Sedimento urinario
SENTIFIT 270 Analyser Sangue oculto nas fezes

Contudo, praticam-se ainda técnicas manuais nos diferentes setores do laboratério

AVELAB e que estao descritas na Tabela IV.
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Tabela 1V: Técnicas manuais utilizadas no laboratério AVELAB com a respetiva
metodologia por setor

Setor Determinacdes analiticas Metodologia

Observagao ao microscépio apos
Hematologia Esfregaco de sangue periférico

coloragao

Tipagem dos sistemas ABO e
Hemoaglutinagao

Rhesus
Coagulacao Teste de Coombs Indireto e y
Hemoaglutinagao
Direto
D-Dimeros Aglutinagao
Urocultura Exame a fresco e cultural em CPS

Exame a fresco e cultural em
Exame bacterioldgico
geloses de sangue e Saboraud

Exame a fresco direto e pos-

Microbiologia Exame Parasitologico de Fezes 3
concentragao
Aglutinagao com particulas de
VDRL
carvao
Teste de Paul Bunnell Aglutinagao em Latex

6. CONTROLO DE QUALIDADE

Os laboratérios estao frequentemente sujeitos a influéncias externas e internas que
afetam a forma como trabalham e que posteriormente influenciam os resultados analiticos
obtidos. O controlo de qualidade permite a obtengao de resultados com exatidao para o
diagnostico e monitorizagao de patologias de modo a garantir que nao sejam apenas
detetados erros clinicamente significativos, mas também que nenhuma falsa rejeicao ocorra,
uma vez que a repeticao do processamento laboratorial associado a essas rejeicoes requer

custos adicionais.
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O laboratério AVELAB garante a qualidade do processo pré-analitico e analitico, com
base em critérios definidos. Para isso, ha a implementagao de um sistema de controlo de

qualidade interno (CQI) e externo (CQE) para cada setor.
6.1. Controlo de qualidade interno

O controlo de qualidade interno (CQI) permite avaliar laboratorialmente e
estatisticamente amostras controlo, cujos valores analiticos sao conhecidos, averiguando a
precisao e exatidio dos ensaios com base nos valores de referéncia conhecidos para
assegurar a reprodutibilidade dos resultados. Caso ocorram nao conformidades, ¢é
necessario a implementagao de agoes corretivas ou preventivas. Ou seja, permite detetar
diferentes variagoes ou tipos de erros (sistematicos e aleatdrios) que podem ocorrer

laboratorialmente.

Nos diferentes setores do laboratério AVELAB a periocidade com que este controlo é
realizado depende do analito em questao, por exemplo, analitos doseados diariamente em
grande volume (exemplo: ionograma, glicose, transaminases, entre outros) o controlo é
realizado diariamente de manha. Os analitos menos requisitados na rotina laboratorial s6 sao
controlados quando existe o seu pedido. Pode ser exigido a passagem do controlo durante

o dia, caso se verifiquem valores anormais de determinados analitos.

Verifica-se que o controlo interno foi garantido analisando as cartas de controlo (grafico
de Levey-Jennings) que, de acordo com as regras de Westgard, nos reportam a relevancia de

cada desvio padrao permitindo um controlo de qualidade mais rigoroso.
6.2. Controlo de qualidade externo

O controlo de qualidade externo (CQE) tem como objetivo medir a exatidao
(calculo da diferenga de valores para o valor verdadeiro) dos resultados obtidos pelo estudo,
o que significa que visa obter um resultado igual ao obtido pelo método de referéncia

podendo dar indicagoes sobre a estabilidade do método ao longo do tempo.

Este controlo é garantido por programas externos de avaliagio mensais, que sao
realizados pela entidade internacional RIQAS (Randox International Quality Assessment
Scheme). Além disso, o laboratorio AVELAB encontra-se certificado de acordo com a
Norma NP EN ISSO 9001:2008, pela Bureau Veritas Certification. Isto inclui a realizagao de
auditorias externas e ensaios, de modo a verificar que o laboratorio esta em conformidade

com os requisitos estabelecidos.

23



7. SETOR DE HEMATOLOGIA

O setor da Hematologia é onde se analisa e avalia o estado de normalidade dos 6rgaos
hematopoiéticos, das células sanguineas e de patologias a si associadas, nomeadamente
anemias, leucemias, linfomas e alteracdes na coagulacio do sangue. E aqui que se realizam
dois dos exames mais requisitados pelo clinico, o hemograma e a velocidade de

sedimentagao.

Dos recursos humanos do setor da Hematologia fazem parte quatro TSDT e um
farmacéutico especialista em Andlises Clinicas. Os quatro TSDT tém como fungao a
coordenagao, gestao do controlo de qualidade interno e externo assim como a validagao

técnica dos resultados e a visualizagao dos esfregagos de sangue periférico.

Neste setor trabalha-se maioritariamente com sangue total nao coagulado para garantir
que todas as células estao em suspensao na amostra. A colheita da amostra é feita de acordo
com a requisicao clinica, isto é, quando ha o pedido de hemograma, velocidade de
sedimentagao e HbA ¢, que sao as analises mais requisitadas a colheita de sangue é feita para
um tubo com acido etilenodiaminiotetra-acético tripotassio (K,EDTA). A amostra deve ser
bem homogeneizada nao apresentar coagulos e deve ser processada até 2-4 horas apos a

colheita, pois as amostras “envelhecidas” apresentam alteragoes nas contagens celulares.

Durante a duragao do estagio no setor da hematologia acompanhei toda a rotina
laboratorial, desde a triagem dos tubos a realizagao de esfregagos sanguineos e observagao
das diferentes linhas celulares assim como testes de coagulagao e determinagao do grupo

sanguineo entre outras técnicas manuais.

7.1. AUTO-ANALIZADORES E RESPETIVAS METODOLOGIAS

7.1.1. Sysmex XT-2000i e Sysmex-XE 2100

O hemograma e a contagem de reticulocitos sao determinados nos auto-analisadores
hematoldgicos - Sysmex-XE 2100 e Sysmex XT-2000i (Anexo ). Estes dois auto-analisadores
combinam diferentes metodologias com elevada sensibilidade como a impedancia elétrica e
métodos Oticos e a sua utilizagdo depende da analise requisitada. O hemograma ¢ efetuado
no Sysmex-XE 2100 e em casos de pedidos de contagem de reticulécitos ou hemogramas

com pouco volume utiliza-se o Sysmex XT-2000i.
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Os resultados sao expressos quantitativamente e na forma de histogramas, alertando
ainda, caso seja detetada alguma anomalia relativamente aos valores de referéncia, quer seja

por defeito ou por excesso.

Eritrocitos Plaquetas

Figura 7: Histogramas de distribuigao

O método da impedancia elétrica com focagem hidrodindmica_ou Principio de Coulter,
sucintamente, baseia-se numa variagao da resisténcia eléctrica quando uma particula no
liquido condutor passa através de uma abertura. Permite fazer a contagem dos glébulos
vermelhos e plaquetas e o cilculo do volume globular e plaquetario médios (VGM e VPM). A
amostra (sangue total) é aspirada e é dividida em duas-aliquotas distintas para as diferentes
medi¢oes. Uma aliquota é misturada com um diluente e libertada para a camara (canal
RBC/PLT) onde sao realizadas as contagens dos eritrocitos e plaquetas. Cada vez que uma
célula passa pela abertura a corrente elétrica entre os elétrodos altera originando um pulso
na voltagem, cujo tamanho é proporcional ao tamanho da célula. O niumero de pulsos esta
diretamente relacionado com o numero de células permitindo assim obter histogramas de
distribuicao de volumes dos eritrécitos e das plaquetas, como visualizamos na Figura 3. Por
norma particulas com volume entre 2 e 20 fL sao contadas como plaquetas e com mais do
que 36 fL sao contadas como eritrécitos. A contagem é feita com aplicagao da focagem
hidrodinamica que minimiza a variagdo dos impulsos elétricos na zona de detegao e a
recirculagao das células, para minimizar os erros de contagem celular.

A outra aliquota é misturada com um reagente e a contagem de leucocitos é
realizada a medida que as células passam através da camara. Células com volume superior a
35 fL sao anotadas como leucocitos.

A citometria de fluxo com o recurso a um corante fluorescente de polimetina
acoplada a focagem hidrodinamica permite fazer a contagem diferencial de leucdcitos, e a
contagem de eritroblastos (nucleated red blood cells-NRBC), com base nas caracteristicas
morfologicas e quimicas destas células sanguineas (tamanho e complexidade celular). A
amostra € diluida com um corante fluorescente que se liga especificamente aos acidos

nucleicos e organelos citoplasmaticos, permitindo a diferenciagio das subpopulagoes
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leucocitarias. O laser semicondutor ao incidir nas células coradas dispersa a luz e permite a
obtencao de trés sinais diferentes: -dispersao lateral da luz (relacionada com a complexidade
e granularidade das células), -dispersao frontal (relacionada com o volume celular) e —
emissao de fluorescéncia (relacionada com a quantidade de DNA e RNA), que sao e
convertidos em impulsos elétricos.®’

A quantificagao da hemoglobina ¢ feita pelo método do lauril sulfato de sodio (SLS),
que é um reagente livre de cianeto. A amostra ¢ diluida com um reagente de lise que
hemolisa os eritrocitos e os leucocitos, provocando a libertagao da hemoglobina dos
eritrécitos. O grupo heme sofre oxidacio (Fe** a Fe**) e forma-se metahemoglobina que liga
ao grupo hidrofilico do SLS, formando um complexo corado SLS-HB, que absorve luz, sendo
essa absorvancia medida por fotometria e proporcional a concentragao de hemoglobina na

amostra.’

O auto-analizador integra um software que processa e apresenta os dados gerados
pelo equipamento. O software do auto-analizador para além de processar os dados obtidos,
compara-os com outros pré-definidos alertando para a possibilidade de microcitose,
macrocitose, anemia, agregacao de eritrécitos por suspeita de existéncia de aglutininas frias,
trombocitose ou trombocitopenia, agregados plaquetarios, linfocitose, linfocitos atipicos,

granulocitos imaturos ou células blasticas.

7.1.2. Ves-Matic 30 Plus

A determinagao da velocidade de sedimentagao ¢é realizada no equipamento
automatizado Ves-Matic 30 Plus da Menarini (Anexo |). A amostra a utilizar é sangue total
colhido em tubo com EDTA e é aspirada para um capilar onde ocorre a sedimentagao dos
eritrocitos. A leitura da sedimentagao é automatica através de um sensor oOtico-eletronico
por fotometria de infravermelhos a um comprimento de onda de 950 nm, em intervalos de
tempo precisos. Os impulsos elétricos que sao captados por um fotodetetor sao
diretamente proporcionais a concentragao de eritrocitos presentes no capilar. A utilizagao
dos raios infravermelhos evita interferéncias causadas pela presenga de lipidos ou bilirrubina

aumentadas nas amostras.

Os valores obtidos sao idénticos aos obtidos pelo método de Westergreen (método de
referéncia) mas com maior sensibilidade e especificidade e com a vantagem de usar muito
menos amostra e requerer menos tempo. A metodologia manual (método de Westergren)

nio é muito usual mas recorre-se a ela para confirmacio de resultados."
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7.1.3. ADAMS Alc HA-8180V e HA-8180T

A determinagao da HbAlc, hemoglobinas F e A, é realizada nos auto-analisadores
ADAMS Alc HA-8180V e HA-8I80T (Anexo 1). O principio utilizado é a Cromatografia
Liquida de Alta Pressao (HPLC) que utiliza sangue total como amostra para determinar os
parametros referidos anteriormente. Consistindo numa fase liquida movel, um injetor de

amostra automatico, uma coluna (fase estacionaria) e um detetor.

Na pratica, os eritrocitos sao hemolisados, libertando a hemoglobina e quando a
amostra € injetada as particulas carregadas positivamente ficam retidas devido a carga
negativa da coluna. As moléculas que ficam retidas na coluna sao eluidas em fungao
crescente da sua afinidade, utilizando tampoes de fosfato inorginico de baixa a alta

polaridade.

As hemoglobinas sao detetadas espetrofotometricamente pela leitura a 420 e 500 nm
e para além da quantificagio da HbAIc, HbF, e HbA2 deteta ainda outras hemoglobinas

anormais.""
7.1.4. STA Compact Max Systems

No laboratorio AVELAB, siao efetuados trés testes para a avaliagao global da
coagulagao: Tempo de Protrombina (TP), Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (aPTT)
e a quantificagcao do fibrinogénio com recurso ao auto-analizador STA Compact Max (Anexo
). O equipamento STA Compact Max Systems efetua os diferentes tipos de analises e funciona
com um sistema de cuvetes que contém uma esfera metdlica que é induzida a oscilar para
medir o tempo necessario para a formagao do codgulo apos a adicio dos reagentes
estimulantes do processo de coagulagao. A detegao da amplitude de oscilagio da esfera
metdlica permite medir a coagulagio da amostra por um método designado de
cronométrico. Este sistema ¢ insensivel a interferéncias, como hemdlise, bilirrubinas e lipidos

aumentados.'?

7.2.PARAMETROS LABORATORIAIS

7.2.1. Hemograma

O hemograma é um dos exames mais requisitado no laboratério AVELAB e
também é uma ferramenta crucial complementar ao diagnostico, permitindo obter uma

analise quantitativa e qualitativa dos diversos elementos celulares do sangue — eritrocitos,
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leucocitos e plaquetas. Inclui diversos parametros, de acordo com as diferentes séries

celulares:

e Eritrograma (Série vermelha) - Quantificagao da hemoglobina, Hematocrito (Ht),
Nuamero de glébulos vermelhos circulantes e indices eritrocitarios (volume globular
médio (VGM), Hemoglobina corpuscular média (HGM), Concentragio de
hemoglobina corpuscular média (CHGM) e Amplitude da distribuicao eritrocitaria
(RDW), Contagem e caso seja especificamente requisitado a Percentagem dos

eritroblastos e reticulocitos.

e Leucograma (Série branca) - Contagem total e diferencial dos leucécitos com a
respetiva formula leucocitaria (Neutrdfilos, Eosindfilos, Basofilos, Linfécitos e

Monocitos);

e Plaquetograma (Série megacariocitica) — Contagem de Plaquetas, Plaquetocrito e
indices plaquetares (Volume Plaquetar Médio (VPM) e a Amplitude de dispersio
plaquetar (PDW));

Os valores de referéncia sao apresentados no Anexo 2.

7.2.1.1. Eritrograma

7.2.1.1.1. Eritrocito

Os eritrocitos sao células biconcavas flexiveis, que perdem o nlcleo e os organelos
na sua maturagao, sendo células anucleadas. A sua principal fungio é o transporte de
oxigénio até aos tecidos devido ao seu interior ser constituido essencialmente por
hemoglobina que é a proteina também responsavel pela sua coloragao. O seu tempo de meia

vida é de aproximadamente 120 dias.

A contagem de eritrécitos corresponde ao numero total de eritrocitos circulantes
presentes num dado volume de sangue total (por litro), sendo expressa em numero de

células por microlitro de sangue (células/pl). "

7.2.1.1.2. Hemoglobina

A hemoglobina é a principal componente dos eritrocitos e € sintetizada
fundamentalmente no eritroblasto, na medula 6ssea, sendo a responsavel pela ligagao do

oxigénio a nivel pulmonar e a sua libertagio a nivel dos tecidos. E quantificada
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espetrofotometricamente no auto-analizador ADAMS Alc HA-8180V como referido

anteriormente e é expressa em gramas por decilitro (g/dl).

As principais hemoglobinas no adulto por ordem decrescente sio Hb A (a,83,), Hb A,

(0,0,) e Hb F (a,Y,).

7

E um parametro crucial no diagndstico e tratamento de anemias como também na
interpretagdo de outras situagoes clinicas, sendo que valores de hemoglobina abaixo dos
valores de referéncia (tendo em conta a idade e o sexo) podem ser devidos a deficiéncia de
ferro, vitamina B12 e folato, defeitos hereditarios da hemoglobina, como anemia falciforme e
talassemias, casos de cirrose hepatica, hemorragias, entre outros. Valores acima do valor de
referéncia podem ser sinais de desidratagao ou producao excessiva de eritrécitos na medula

ossea."

7.2.1.1.3.  indices Eritrocitarios

Volume Globular Médio (VGM)

O volume globular médio (VGM) corresponde ao volume médio de um glébulo
vermelho, expresso em fentolitros (fL). E determinado diretamente pelo auto-analizador
como referido anteriormente ou calculado manualmente tendo em conta o valor do

hematocrito e o nUmero de eritrocitos.

O valor de VGM acima dos valores de referéncia indica eritrocitos grandes e um
valor de YGM diminuido indica eritrécitos diminuidos, sendo fundamental na diferenciagao

das anemias microciticas, normociticas ou macrociticas.'?

Hemoglobina Globular Média (HGM)

A hemoglobina globular média determina a quantidade média de hemoglobina em
cada eritrocito. O auto-analizador traduz o seu valor de acordo com os valores da
concentracao de hemoglobina e do nimero de eritrocitos. O resultado é expresso em
picogramas (pg) e permite caracterizar os eritrocitos quando a sua coloragao. Quando se
observa um valor de HGM baixo, significa que existe pouca quantidade de hemoglobina no
eritrocito — hipocromia (eritrécitos pouco corados) e um valor elevado — hipercromia

(eritrécitos hiperpigmentados).

Concentracdo de hemoglobina Globular média (CHGM)
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A concentragao de hemoglobina globular média corresponde a concentragao média
de hemoglobina por eritrocito e é usualmente expressa em grama por decilitro (g/dl). A
determinagao da CHGM permite também identificar eritrécitos hipocromicos, caso o valor

esteja diminuido."

Ambplitude da distribuicdo eritrocitdria (RDW)

Esta amplitude indica a variagao na distribuicao do volume dos eritrécitos, sendo obtida
a partir de um pico no histograma dos eritrocitos, e € expressa em percentagem. Situagoes
patolégicas podem alterar o tamanho dos eritrécitos e no histograma aparece mais do que
um pico ou um alargamento no pico anormal, como por exemplo em casos de anisocitose

eritrocitaria."
Hematdcrito

O hematocrito (Ht) é definido como a razao entre o volume de glébulos vermelhos
e o volume total de sangue e é expresso como uma razio (L/L) ou em percentagem (%). E
determinado pelo auto-analizador tendo em conta o tamanho de todos os globulos
vermelhos medidos na contagem relativamente ao volume de sangue usado nessa contagem

ou manualmente.

Um valor de Ht inferior ao valor de referéncia esta associado a diminuicao do
numero de eritrécitos que pode ser devido, por exemplo, a uma eritropoiese ineficaz como
acontece nas anemias, hemoélise, hemorragias. Nas gravidas pode aparecer diminuido devido
a hemodiluicio. E um parimetro que permite auxiliar no diagndstico de anemia ou

policitémia."
Reticuldcitos

Os reticulocitos correspondem aos eritrocitos imaturos, que se encontram em
circulaggo ha menos de 48 horas. Sao células anucleadas que ainda contém RNA
remanescente, nomeadamente RNA ribossomal que nao apresenta afinidade para um
corante comum, sendo necessario o uso de corantes supravitais como o azul de metileno
novo. Este corante vai precipitar o RNA citoplasmatico residual sob a forma de granulos e

filamentos.

A sua determinagdo é feita pelo auto-analizador sendo possivel a sua contagem

manual através da contagem de reticulocitos em 1000 eritrocitos, num esfregago sanguineo
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corado com um corante adequado. Este tipo de parametro no laboratério AVELAB requer

um controlo prévio visto que nao é uma analise muito requisitada na rotina laboratorial.

A sua determinagao é representativa da atividade medular permitindo diferenciar
anemia regenerativas (valores elevados de reticulocitos) ou nao (valores reduzidos de
reticuldcitos). O aumento periférico do numero de reticulocitos, designado por
reticulocitose, pode surgir na consequéncia de situagdes como quimioterapia, transplantes

de medula éssea ou tratamento de anemias e indica uma eritropoiese eficaz.'
7.2.1.2. Leucograma

O leucograma abrange a contagem global das diferentes células leucocitarias e a
formula leucocitaria. Os leucocitos sao células nucleadas que medeiam as respostas
imunoldgicas, e incluem dois grupos que os permite classificar em relagao ao seu nicleo:
polimorfonucleares (neutrdfilos, eosinofilos e basofilos) e mononucleares (linfécitos e
monocitos). Do ponto de vista funcional os neutroéfilos e mondcitos sao responsaveis pelos
processos de fagocitose enquanto os linfécitos estao mais envolvidos na libertagao de

moléculas citotoxicas e no reconhecimento de antigénios ou na produgao de anticorpos.

As alteragoes que ocorrem no numero de leucdcitos incluem o seu aumento
(leucocitose) ou a sua diminuigdo (leucopenia) em relagio aos valores de referéncia. Os
valores sao expressos quantitativamente em termos absolutos e relativos e na forma de
histogramas tridimensionais que permite distinguir as cinco subpopulagoes tendo em conta
as caracteristicas do seu tamanho e complexidade. Os resultados sao uteis no auxilio do
diagndstico de doengas inflamatorias, infeciosas, leucemias, linfomas e outras doengas

hematolégicas malignas.'®
7.2.1.2.1.  Neutrofilos

Os neutrdfilos correspondem aos granulécitos mais abundantes no sangue periférico.
Possuem um nucleo lobulado denso, com dois a cinco l6bulos e um citoplasma acidofilo com
granulos finos rosa ou cinza-azulado. Pode haver a presenga de outro tipo de neutroéfilos no
sangue periférico, designados neutrofilos em bastao, que ainda nao completaram a sua

maturacao.

A sua funcio reside essencialmente na defesa primaria do organismo, mais
precisamente em reagoes inflamatérias, devido as suas caracteristicas de fagocitose,

quimiotaxia e motilidade. A sua diminuigao, neutropenia é considerada fisiologica em
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individuos de etnia africana, mas em condigoes patoldgicas pode ser devida a granulopoiese
ineficaz, e a infe¢oes virais, bacterianas ou fungicas, entre outras causas. A neutrofilia é o
termo designado para o seu aumento e pode ter como causas infe¢oes bacterianas,
hemorragias agudas, leucemias, tabagismo, doengas metabdlicas, leucemias, necrose tecidular

e sindromes mieloproliferativos.'®
7.2.1.2.2.  Linfécitos

O:s linfocitos sao o segundo tipo de leucocitos mais abundantes no sangue periférico,
apresentando-se como células pequenas, com citoplasma basdfilo, nicleo sem I6bulos e com
cromatina densa e sem granulos especificos. Existem duas populagdes distintas de linfocitos,
os linfocitos inativos e os ativados. Os linfocitos inativos tém um tamanho mais pequeno e
os ativos apresentam um volume maior e um citoplasma mais basofilico, visto que ja

reagiram contra determinado antigénio.

A sua diminuicao pode ser devido a anemia aplasica, sindromes mielodisplasicas,
linfoma de Hodkin ou terapias com eritropoietina. Pelo contrario, o seu aumento pode ser
devido a infegoes virais, esplenectomia, Leucemia Linfocitica Croénica (LLC), linfomas. Em
condigoes patoldgicas podem apresentar alteragoes morfologicas, isto &, linfocitos atipicos
que diferem no tamanho apresentando-se maiores, com citoplasma mais basofilico que o
linfocito normal e o ndcleo irregular, que aparecem em grande numero na Mononucleose

infeciosa."”
7.2.1.2.3. Monocitos

Os monocitos correspondem as células maiores que existem em circulagio no
sangue periférico. Apresentam um nucleo oval, ou reniforme com citoplasma que cora de
azul e pode conter vacuolos e granulos citoplasmaticos. Quando alcangam os tecidos, os

monocitos convertem-se em células grandes e fagociticas designadas macrofagos.

O seu aumento, designado monocitose, ocorre em casos de infegoes provocadas por
bactérias ou micobactérias, artrite reumatoide, Leucemia Mielomonocitica Croénica, doengas
granulomatosas (Sarcoidose), carcinomas da mama, ovario, prostata, doengas do colagénio,
entre outras. Menos comum, temos a sua diminuicao, monocitopenia, em casos de infegoes

agudas ou administracio de corticosterdides.'®

7.2.1.2.4.  Eosindfilos
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Os eosindfilos possuem um nldcleo com cromatina densa e sem nucléolos,
apresentando o citoplasma com granulagoes eosindfilas. A sua diminuicao, designada por
eosinopenia pode ocorrer no caso de infe¢oes agudas, sindrome de Cushing ou durante o
uso de determinados farmacos. Pelo contrario, o seu aumento é denominado eosinofilia e
observa-se em reagoes alérgicas, infe¢oes parasitarias, intoxicagdo por metais pesados

(chumbo)."”
7.2.1.2.5. Basoéfilos

Fisiologicamente existem no sangue periférico em quantidades reduzidas e estao
implicados em reagoes alérgicas. O nucleo apresenta dois a trés I6bulos e cromatina densa e
o citoplasma geralmente nao é visivel devido a presenga de numerosos granulos
citoplasmaticos escuros que contém no seu interior heparina e histamina. A desgranulagao
pode ocorrer quando ha a ligagdo a Imunoglobulina E (IgE) provocando a libertagao de

histamina. Nos tecidos ocorre a sua conversao para mastocitos.

A alteragao que ocorre com mais frequéncia na corrente sanguinea é a basofilia, ou
seja o aumento de basofilos acima dos valores de referéncia, como acontece em reagoes de
hipersensibilidade, hipotiroidismo, sideropenia, Policitemia Vera, infegoes (sinusite cronica,
varicela, variola). A sua diminuicao, basopenia, também pode ocorrer devido a infegoes e

hipertiroidismo.”
7.2.1.3. Plaquetograma

As plaquetas sao produzidas na medula ossea por fragmentagao do citoplasma dos
megacariécitos. Tém um tamanho muito reduzido e apresentam uma forma discéide e
granulos azurofilos. O seu papel fundamental é na hemédstase. Os parametros avaliados no

plaquetograma estao representados na Tabela V.

Tabela V: Parametros do plaquetograma

Numero total de plaquetas.
PLT (x109/L) Aumento = Trombocitose

Diminuicao = Trombocitopenia

VPM (fL) Volume Plaquetario Médio

Dispersao dos Volumes Plaquetares (Indice de variagio do tamanho das
PDW (%)
plaquetas)
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A alteracao plaquetaria mais comum é a trombocitopenia. Quando se observa
trombocitopenia deve verificar-se o historico do utente para ver se é concordante com
outros parametros, verificar a existéncia ou nao de coagulo na amostra de sangue e
realizagao de um esfregago sanguineo, para excluir situacoes de pseudotrombocitopenia
(agregados plaquetares, plaquetas gigantes ou satelitismo). A pseudotrombocitopenia é a
diminuicao da contagem de plaquetas in vitro, devido a formagao de agregados plaquetares no
tubo de EDTA, devido a ativagao da glicoproteina GPII/Ill das plaquetas pelo auto-anticorpo
IgG que pode ser indicativo de uma colheita incorreta ou devido ao anticoagulante e deve-se
repetir a colheita para um tubo com citrato de sdédio. Outro acontecimento que pode
induzir uma contagem incorreta das plaquetas é o satelitismo onde ocorre a formagao de

“rosetas’” em torno dos neutroéfilos.

A trombocitopenia é sugestiva de uma eritropoiese ineficaz, sindromes
mielodisplasicas, infe¢oes virais e coagulagao intravascular disseminada. Pelo contrario, a

trombocitose é sugestiva de esplenectomia, LMC, trombocitémia essencial, hemorragias.”

A validacado dos resultados do hemograma é automatizada pelo software do
equipamento, de acordo com a idade e o sexo do utente. Qualquer alteragao nos valores do
hemograma relativamente aos de referéncia gera um sinal de alarme emitido pelo contador
automatico e o técnico responsavel pela validagao técnica procede a interpretagao do
hemograma para avaliar eventuais causas da alteragao tendo em conta a histéria clinica geral
do utente, nomeadamente outros parametros laboratoriais (exemplo: ferro, ferritina, VS,
entre outros). Posteriormente a interpretagao dos dados do hemograma com outros
parametros laboratoriais e clinicos, caso seja relevante, procede-se a execugao de um

esfregaco do sangue periférico para observagao ao microscépio.
1.2.2. Esfregaco do sangue periférico

O esfregaco de sangue periférico consiste numa das principais técnicas manuais
usadas em hematologia tanto como meio complementar de diagnostico de eventuais
doengas hematologicas, como para confirmar e/ou complementar os resultados obtidos no
hemograma pois, permite fazer uma avaliagio qualitativa e quantitativa da linhagem
leucocitaria, o estudo da morfologia celular e a verificagio da presenga ou nao de células

imaturas.
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A amostra utilizada é sangue venoso proveniente do sangue contido no tubo com
EDTA. Resumidamente consiste numa preparagao de uma fina camada de células sobre uma
lamina de vidro que depois de seca ¢ fixada e corada manualmente pela técnica de May-
Grunwald-Giemsa. A coloragao de May-Grunwald-Giemsa é uma coloragao policromatica e tem
na sua constituicao metanol, um corante acido (eosina) e um corante basico (azul de
metileno), que permite diferenciar as células e os seus componentes. O corante acido tem
afinidade para estruturas basicas ou eosinofilicas, sendo exemplo a hemoglobina, o
citoplasma dos leucocitos e os granulos dos eosindfilos e o corante basico para estruturas
basofilas (nucleos). Esta coloragao permite corar de cor-de-rosa os eritrocitos, nicleos de
leucocitos com tons de azul a roxo e plaquetas com citoplasma lilas escuro contendo

granulos vermelho roxos.

Durante a visualizagao do esfregago, podem-se observar diversas alteragoes
morfoldgicas nas linhagens sanguineas que estao representadas na Tabela VI permitindo fazer
a identificagao de alteragoes morfoldgicas significativas, que auxilia no diagndstico de muitas

. 13
patologias como, por exemplo, as anemias.

Tabela VI: Alteragoes morfologicas nas linhagens sanguineas

Série Vermelha

Alteracao Patologia

Deficiéncia de vitamina B2 ou de acido
Macrocitose ) )
folico; Mieloma mdltiplo; Hepatopatias

Dimensao | Anisocitose Talassemias; Anemia associadas a

Microcitose deficiéncia de ferro; Sindrome

mielodisplasica

Hipocromia Anemia ferropénica

Anisocromia Resposta a tratamento de anemia
Cor Anisocromia

Hipercromia Esferocitose, Eliptocitose

Policromatofilia | Stress hematopoiético
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Macrocitos, Microcitos, Células em alvo, Estomatocitos,
Células em lapis, Equinocito, Acantécito, Célula falciforme,
Poiquilocitose ) ) )
Pecilocito em lagrima, Eliptocito, Fragmentos,
Forma Microesferocito
) Doencgas do colageno,
; Rouleaux (eritrocitos
Distribuicao _ | hiperfibrinogenemia, Mieloma,
empilhados), Aglutinagao )
Anemia hemolitica
Série Branca
Variagoes na segmentacao nuclear dos neutrofilos
Existéncia de linfocitos atipicos
Granulagao toxica dos neutrofilos
Presenca de blastos das varias linhagens leucocitarias
Série Plaquetaria
Tamanho | Plaquetas gigantes LMC, Sindrome Mielodisplasica.
Deficiéncia de granulos a (cinza) Sindrome de Plaquetas
Morfologia Cinzentas; Formacao defeituosa
por megacariocitos displasicos.
Numero | Trombocitose, Trombocitopenia Ver tabela da fungao plaquetaria.

Além destes trés grandes tipos de alteragoes, os eritrocitos, podem apresentar
inclusdes devidas a anormal maturagao das células, a intoxicagdes que afetam a sintese da
hemoglobina, a alteragdoes da sintese de hemoglobina, a agregados de ferritina e a presenga
de microrganismos. Na Tabela VIl estao referidas as inclusdoes mais vistas no laboratorio
AVELAB. Outro exemplo de alteragao que se pode observar é a presenca de células
imaturas, os eritroblastos. A sua média de vida é de 40 horas e é neles que tem inicio a
sintese de hemoglobina, contudo, a sua presenca no sangue nao é normal com excec¢ao dos
recém nascidos prematuros. As causas da sua presenga sao por exemplo uma eritropoiese

hiperplasica, anemia ferropénica e envenenamento por chumbo. "
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Tabela VII: Inclusces mais frequentes nos eritrocitos

InclusGes Caracteristica Causa/Patologia

Corpos de Heinz Precipitados de hemoglobina | Hb instaveis ou Meta-

desnaturada. hemoglobina.
Corpos de Howell-Jolly Corpusculos de DNA | Anemia; Esplenectomia

£ | remanescentes
®

Ponteado Granulos azuis distribuidos | Intoxicagado por chumbo;
Basofilo Vs _ : irregularmente. RNA | Talassemia beta minor.

desnaturado.
Corpos de | Agregados de ferro (azul) Talassemia major; Anemia
Pappenheimaer :.. sideroblastica

Durante o estagio também foi possivel observar algumas células da linhagem mieloide
e linféide no esfregago de sangue periférico, que podem ser indicativo de determinadas
patologias, como por exemplo de plasmécitos (em casos de infecao, inflamagao e
neoplasias), linfécitos atipicos (mononucleose infeciosa) ou granulocitos imaturos (anemia

megaloblastica).
7.2.3. Velocidade de sedimentacao

A velocidade de sedimentagao (VS) é a medida da velocidade com que os eritrocitos,
que estao em suspensao no plasma, sedimentam no fundo do tubo, durante um determinado
tempo em repouso. Tal como o hemograma, é dos testes mais requisitados no laboratério

de hematologia.

A sedimentagao é composta por trés fases apds a sua agitagao: agregagao (rouleaux),
queda dos agregados a velocidade constante e por fim a sedimentagao final no fundo do
tubo. A sua queda depende da concentracio de proteinas de fase aguda presentes (lg e
fibrinogénio), visto que o seu aumento faz com que haja uma diminuicdo nas forgas de
repulsio entre os eritrécitos e a sua velocidade de sedimentagio aumente. A forga de

repulsao dos eritrocitos € devida as cargas negativas das proteinas membranares.
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Este pardmetro nao é especifico para nenhum estado patologico mas fornece uma
indicagdo do nivel das proteinas de fase aguda, sendo um marcador de processos
inflamatorios. A sua determinacao é efetuada no analisador automatico Ves-Matic 30 Plus da
Menarini como referido anteriormente. Existem particularmente trés tipos de fatores que

afetam a VS (Tabela VIII), fatores globulares, plasmaticos e mecénicos.”

Tabela VIII: Fatores que afetam a VS

Fatores Formacao de rouleaux; Numero, forma e tamanho dos eritrocitos

Globulares

Fatores Viscosidade do sangue (aumento de eritrocitos); Aumento de

Plasmaticos Fibrinogénio; Aumento de Globulinas plasmaticas (a, 3 e Y)

Vibragoes; Temperatura; Tempo de execugao da técnica (eritrocitos
Fatores
tornam-se esféricos); Proporg¢ao de anticoagulante e sangue; Posicao
mecanicos
do tubo (vertical);

A velocidade de sedimentagao pode ser alterada por variagoes fisiologicas como a
idade, o sexo (feminino), periodo menstrual e gravidez. Existem diversas variagoes

patolégicas da VS (Tabela IX).

Tabela IX: Variagoes patologicas da VS

Poliglobulias; Hipofibrinogenémia; Anisocitose; Anemia Falciforme;
Diminuicdao da

Coagulagao intravascular disseminada; Esferocitose hereditaria;
VS

Policitémia; Uso de anti-inflamatorios.

Anemias; Infe¢oes agudas e cronicas; Processos inflamatorios agudos
(ex. apendicite); Doengas reumaticas (exs. febre reumatica, artrite
Aumento da VS )
reumatodide); Necrose tecidular; Leucemias, mielomas, plasmocitomas

e neoplasias em geral; Pés-operatorio; Gravidez; Cirrose hepatica;

De salientar que a proteina C-reativa (PCR) é frequentemente requisitada em
paralelo com a velocidade de sedimentagao, uma vez que se trata de uma proteina de fase
aguda e é um indicador sensivel de inflamagao, pelo que os dois parametros evidenciam

ainda mais a presenca de processo inflamatorio.”
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7.2.4. Hemoglobina glicada

A hemoglobina glicada (HbAlc) resulta de uma modificagao quimica irreversivel
(glicagao) de pos-tradugao entre a glicose circulante e os grupos amina livres da
hemoglobina. Logo, os valores de HbAlc dependem da concentragao de glicose livre no

sangue, sendo que o aumento da concentragao de glicose leva ao aumento de HbAlc.

A sua determinagao é realizada no aparelho ADAMS AIC — HA-8160, e é um bom
indicador da glicémia dos ultimos 2-3 meses. A HbAlc é uma das analises mais requisitadas
em pessoas com diabetes mellitus, ou suspeicao de diabetes. Fisiologicamente, o valor normal
da percentagem de HbAlc situa-se entre 4 a 6% enquanto uma pessoa diabética
descompensada pode ter esse valor elevado, sabendo-se que a partir de 7% traduz uma
hiperglicemia nao controlada, o que pode levar a problemas cronicos e complicagoes a longo

prazo.

De salientar que o seu valor pode ser igualmente alterado por outros fatores como
situagoes de elevado turnover eritrocitario, hemoglobinopatias, presenca de outras variantes
de hemoglobina, anemia ferropénica ou megaloblastica ou toma de acido acetilsalicilico,

alcoolismo crénico ou hipertrigliceridémia.* " **

7.2.5. Hemostase

A hemostase é um processo fisiologico que permite preservar a normal
funcionalidade vascular e da circulagao sanguinea, assegurando e prevenindo a hemorragia
espontanea e promovendo a paragem das hemorragias resultantes de lesdes vasculares,
gracas a formacgao de coagulos de sangue (tampao hemostatico).

Existem cinco fatores fundamentais interligados na hemostase: os vasos sanguineos,
as plaquetas, os fatores de coagulagao, os inibidores de coagulagao e o sistema fibrinolitico.
Além de englobar estes fatores engloba também uma sequéncia de reagoes locais que tém
como objetivo controlar a hemorragia, nomeadamente:

e Resposta vascular — constri¢ao do vaso lesado;

¢ Hemostase primaria — formagao do trombo plaquetario;

e Hemostase secundaria — formagao do coagulo de fibrina;

e Hemostase terciaria — fibrindlise;

Como consequéncia de uma lesao num vaso sanguineo ocorre a exposi¢ao do

subendotélio lesado com o fator von Willebrand (FVW) promovendo assim a adesao e
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ativagao das plaquetas. Consequentemente, as plaquetas ativadas libertam substancias
quimicas que atraem plaquetas adicionais para o local da lesao, resultando na sua agregacgao.
Estes eventos descritos juntamente com a vasoconstricao sao os eventos iniciais da resposta
hemostatica, que resultam na formagao de um tampao hemostatico primario. A ativagao da
cascata da coagulagao leva a formagao de fibrina que ao aprisionar os agregados de plaquetas
nos locais de lesao vascular, converte os tampoes primarios e instaveis em tampoes
hemostaticos secundarios firmes e estaveis.

O processo fisiologico da hemostase é traduzido no equilibrio dinamico entre
mecanismos pro-coagulantes e anticoagulantes, aliado a um processo de fibrinélise. Havendo
um desequilibrio, este pode vir a desencadear a ocorréncia de fendbmenos trombéticos ou
hemorragicos.

A compreensao da hemostase é essencial para a detegao de patologias
hemorragicas e trombdticas bem como para a monitorizagao da terapéutica anticoagulante.
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7.2.5.1. Awvaliacao Global da Coagulacao

A coagulagao sanguinea corresponde a hemostase secundaria, é um processo
multifatorial e dindamico que culmina na ativagao sequencial de enzimas e que resulta na
formagao de trombina em quantidades suficientes para a conversao do fibrinogénio em
fibrina.

A cascata da coagulagao in vitro é experimentalmente dividida em duas vias distintas, a
via intrinseca ou de contacto, e a via extrinseca, pois sao iniciadas por mecanismos
diferentes, contudo ambas convergem numa via comum na qual a ativagao do fator X (Xa)
leva, em ultimo acontecimento, a formagao de fibrina. A via intrinseca da coagulagao é
desencadeada quando o fator Xll é ativado pelo contacto com uma superficie carregada
negativamente, estando também envolvidos neste processo outros fatores como o fator Xl,
a pré-calicreina e o cininogénio de alta massa molecular. Da interagao destes elementos é
ativado o fator Xl| que ativa o fator IX. Consequentemente, os fatores IXa e Vllla na
presenca de fosfolipidos estimulam a conversio do fator X em Xa. Na via extrinseca, a
coagulagao tem inicio quando ao plasma se adiciona tromboplastina e calcio que remete para
a coagulacao fisiologica, isto é, os tecidos que sofreram a lesao libertam o fator tecidular que
vai complexar com o fator VIl. O complexo resultante age sobre o fator X, ocorrendo a sua
conversao em Xa. A partir da ativagcao do fator X as duas vias seguem um caminho comum,
no qual ocorre a conversao de protrombina em trombina. A trombina é responsavel pela

formagao da fibrina a partir do fibrinogénio.”**’
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E importante ter em consideracio para correlagées laboratoriais que alguns fatores
de coagulagao sao produzidos no figado. Se houver um comprometimento da fungao
hepatica, havera valores diminuidos de fatores de coagulagao.

No laboratorio AVELAB, siao efetuados trés testes para a avaliagao global da
coagulagao: Tempo de Protrombina (TP), Tempo de Tromboplastina Parcialmente Ativada
(@PTT) e a quantificagao do fibrinogénio no equipamento automatizado STA Compact Max,

como referido anteriormente.

7.2.5.2. Tempo de Protrombina

O tempo de protrombina (TP) tem como objetivo avaliar a atividade de trés fatores
dependentes de vitamina k (fatores Il, VI, e X), assim como do fator V e do fibrinogénio

Laboratorialmente determina-se o tempo necessario para a formagao de coagulo
apos adigao ao plasma de tromboplastina e calcio.

Na tentativa de minimizar a discrepancia entre os diferentes tipos de testes que
avaliam o TP, a Organizacao Mundial de Saude (OMS) propés que as tromboplastinas fossem
padronizadas, de acordo com uma preparagao de referéncia internacional e criou um indice
de sensibilidade internacional (International Sensitivity Index (ISl)). Para além disso, o resultado
€ dado normalmente sob a forma de razao (razao entre o tempo de protrombina da
amostra e o tempo de protrombina de um plasma referéncia) denominada razao

internacional normalizada (International Normalized Ratio - INR):

TP do paciente IsI

INR =
(TP (média dos controlos)

Concetualmente, o INR traduz-se na razao entre o TP do utente e o TP de um
plasma de referéncia, em segundos. O valor de INR deve ser de | numa pessoa saudavel. Em
doentes sujeitos a terapéutica anticoagulante o valor deve manter-se entre 2-3. Para os
doentes com protese valvular mecanica 2,5-3,5. Um dos principais objetivos do INR ¢é
monitorizar a terapéutica anticoagulante oral, sobretudo se se tratar de antagonistas da
vitamina K.

O INR pode estar diminuido em estados pré-tromboticos, por exemplo num pos-
operatorio. Para uma melhor interpretacao do TP deve-se também avaliar o aPTT, pois

perante um TP aumentado e um aPTT normal deve fazer-se a determinagao do fator VII. A

41



deficiéncia hereditaria de fator VIl é uma doenga rara e que resulta numa doenga

hemorragica, com quadro clinico variavel.”

7.2.5.3. Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada

O Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (aPTT) corresponde ao tempo que leva a
formar-se o coagulo de fibrina apos a cascata de coagulagao ser ativada pela adicao de um
ativador de superficie, fosfolipidos (tromboplastina parcial) e calcio.

A determinagao do aPTT é o teste mais utilizado para a avaliagao da eficiéncia dos
fatores da via intrinseca, particularmente dos fatores XlI, XI, IX e VIII).

E comumente utilizado na monitorizacio laboratorial da terapia anticoagulante com
heparina, sendo também um método de detegao do anticoagulante lipico e o método mais
adequado para investigar coagulopatias por défice de um ou mais fatores da coagulagao
como a hemofilia.”’

O valor de referéncia para o aPTT ¢é 25,4 — 34,3 segundos.

O aPTT apresenta relagao com outros parametros laboratoriais como o fibrinogénio
e os Dimeros-D. Em situagoes de PT ou aPTT aumentados podemos estar perante a
deficiéncia de um ou mais fatores da coagulagao ou na presenga de um inibidor. Para fazer a
distingao é comum fazer-se uma diluicao do plasma em estudo com uma mistura de plasmas
normais, vulgarmente designada por “pool de plasma”, em partes iguais e repete-se o teste.
Se, por exemplo, o valor do aPTT normalizar, significa que foram consumidos os fatores da
coagulagao da mistura de plasmas saudaveis e que o valor inicial do aPTT aumentado se deve
a diminuicao de fatores da coagulagao. Neste caso, devem quantificar-se os fatores da
coagulagao, nomeadamente o VIl e IX que correspondem as patologias mais frequentes, e o
fator de Von Willebrand, uma vez que é o transportador do fator VIII.

O fator de Von Willebrand é uma proteina plasmatica de adesao, essencial na
hemostasia primaria e secundaria. Tem a capacidade de ligagao as estruturas expostas do
subendotélio e promove a agregagao plaquetar e ainda se liga ao fator VIl e protege-o da
inativagao causada pela proteina C e fator IX, mantendo os seus niveis plasmaticos. Defeitos
quantitativos e/ou qualitativos no fator de Von Willebrand estao na causa da doenga genética
hemorragica hereditaria de Von Willebrand, a mais frequente entre as doengas hemorragicas
congénitas.

Se o valor de aPTT permanecer aumentado significa que existem inibidores da
coagulagao, sendo a principal suspeita o anticoagulante lupico. Caso a determinagao deste

anticoagulante seja positiva, reflete um risco trombotico, pois € um inibidor inespecifico
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antifosfolipidico relacionado com a hipoprotrombinémia. Contudo, aumento do aPTT pode
dever-se ainda a outras causas como a deficiéncia de vitamina K e patologia hepatica, entre
outras. *?

7.2.5.4. Tempo de trombina

O tempo de trombina (TT) avalia o tempo de conversao do fibrinogénio em fibrina,
dltima etapa da via comum, apés adigao de trombina ao plasma do doente, finalizando com a
formacdo do coagulo. E um pardmetro que reflete a quantidade de fibrinogénio presente na
amostra. A coagulagao deve demorar, por norma, 14 a 16 segundos.

O TT pode estar aumentado devido a inibidores da trombina, como por exemplo a
terapéutica com heparina e o fibrinogénio disfuncional ou diminuido como acontece perante

um aumento dos produtos de degradagido da fibrina.”’

7.2.5.5. Fibrinogénio

O fibrinogénio, também conhecido como Factor | da coagulagao, € uma glicoproteina
presente no plasma, sintetizada no figado e nos megacariocitos, que se transforma em fibrina
sob a acdo da trombina e a sua quantificacao é considerada um teste especifico para a
avaliagao da coagulagao.

A quantificagao do fibrinogénio baseia-se no método de Clauss, no qual a adigao de
trombina promove a conversao do fibrinogénio em fibrina. O tempo decorrido desde a
adicao de trombina até a formacao do coagulo é inversamente proporcional ao nivel de
fibrinogénio. A sua concentragao é expressa em mg/dl.

Niveis elevados de fibrinogénio (hiperfibrinémias), implicam a possibilidade de
formacao de muita fibrina, estando associados a um aumento do risco trombético, devido ao
aumento da agregacao dos eritrocitos e da viscosidade do sangue, tal como pode acontecer
na diabetes mellitus, sindromes inflamatérias e obesidade. Niveis baixos (hipofibrinémia)
podem ocorrer em situagoes como a doenca hepatica, fibrindlise ou a coagulagao
intravascular disseminada. Como o fibrinogénio é uma proteina de fase aguda, esta
frequentemente elevado durante os processos inflamatérios (reumatismo inflamatério,

cancros, linfomas).”
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7.2.5.6. Dimeros-D

Os Dimeros-D (DD) resultam da degradagao enzimatica da fibrina pela plasmina, ou
seja, os seus valores sistémicos refletem a degradagao da fibrina, considerando-se relevante
no estudo da fibrinolise e também da coagulagao.

No laboratério AVELAB a sua determinacao ¢ feita através de um método manual de
imunoaglutinagao que utiliza microesferas de latex, que possuem Ac monoclonais especificos
para os Dimero-D que, quando presentes no plasma em estudo, levam a aglutinagao destas
microesferas aumentando a turvagao da mistura reacional.

O aumento fisiologico dos dimero-D pode verificar-se em fumadores, exercicio fisico
intenso, gravidez ou pos-operatorio. Em caso de patologia, o aumento verifica-se
comumente em situagoes de infecao, coagulagao intravascular disseminada, anemia

falciforme, tromboembolismo atrial ou venoso (TEV), sindromes coronérias agudas.®

7.2.6. Outras determinacoes analiticas

7.2.6.1. Coombs direto e indireto

O teste de Coombs ou teste da antiglobulina é usado para detetar a presenca de
anticorpos contra os glébulos vermelhos circulantes e pode ser designado de direto ou
indireto, baseando-se no principio da hemaglutinagao.

O teste de Coombs direto permite detetar anticorpos (alo- ou auto-anticorpos)
ligados aos eritrocitos do paciente, in vivo, — eritrocitos sensibilizados, enquanto o teste de
Coombs indireto tem como objetivo detetar anticorpos incompletos no soro, incapazes de se
ligarem aos eritrécitos. O reagente usado permite reconhecer anticorpos do tipo IgG. *'

O pedido do teste de Coombs pelo clinico pode ser util no diagnéstico de diversas
patologias como: doenca hemolitica do recém-nascido, anemia hemolitica em adultos ou

pesquisa de reagoes hemoliticas apos transfusdes sanguineas. E comumente utilizado em

gravidas Rh negativas, com o objetivo de detetar anticorpos anti-Rh em circulagao.

7.2.6.2. Grupo sanguineo

No setor da coagulagao também se realizam os testes para determinar o grupo
sanguineo, que dependem dos antigénios presentes na superficie do eritrocito, sendo os
mais importantes o sistema ABO e o fator Rh. Existem 3 tipos de antigénios: A, B, e O. A

cada antigénio descrito corresponde uma isoaglutinina (Anti-A ou Anti-B), a qual esta
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ausente no soro de um sujeito com o respetivo antigénio. Os reagentes usados para a
tipagem sanguinea sao anticorpos monoclonais IgM, nomeadamente anti-A, anti-B e anti-D
que se misturam com as células do utente numa lamina de vidro. A técnica usada para a
tipagem do sistema Rh ¢ igual a do sistema ABO, ou seja, aglutinagao. Os grupos Rh
negativos (auséncia de antigénio D) e os AB precisam de confirmagao pelo método em tubo,

utilizando um reagente com clones diferentes.*

7.2.6.3. Crioglobulinas

As crioglobulinas sao imunoglobulinas séricas, que insolubilizam a temperaturas
baixas e se dissolvem apds aquecimento, aparecendo fisiologicamente em niveis baixos.

Em condigoes fisiopatologicas, o seu aumento € designado crioglobulinémia e podem
ser classificadas em trés tipos de acordo com a imunoglobulina presente. Os complexos
proteicos comeg¢am a depositar-se nos vasos sanguineos de médio e grande calibre levando a
lesao endotelial e danos nos orgaos alvo. Os sintomas associados a crioglobulinémia sao
particularmente vasculares (purpura, urticaria ao frio, dor e cianose nas extremidades).

O método utilizado para a detecao de crioglobulinas no laboratério AVELAB é o
método manual. A colheita da amostra requer um aquecimento prévio das seringas e tubos
de colheita (s3o obtidos trés tubos de soro), condigbes que evitam a crioprecipitagao. A
amostra € incubada a 37°C durante 2 horas para solubilizar as crioglobulinas. Apods a
incubagao procede-se a centrifugagao e remove-se | mL de soro para dois tubos de
precipitagao, um que é incubado a 4° Celsius e o outro a temperatura ambiente. Ao fim de
24 horas observam-se os resultados:

e Auséncia de precipitagio ou particulas esbranquicadas — Prova negativa.
Contudo, a observagao pode estender-se até ao 7° dia, caso nao se tenha
observado precipitado.

e Presenca de precipitado esbranquicado — Procede-se a lavagem com soro
salino, centrifugacao e incuba-se a 37 °C durante 30 minutos para reexaminar.

e Prova positiva — Presenga de discreta precipitagao, turvagao franca ou
turvagao de aspeto leitoso.

Uma prova positiva € caracteristica de diversas patologias como mieloma,
macroglobulinémia de Waldenstrom, leucemia linfocitica croénica, lipus eritematoso sistémico,
sindrome de Sjogren e doengas hepaticas (hepatite crénica, cirrose e hepatite C), sendo um

dado crucial no seu diagnéstico.”
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7.2.6.4. Crioaglutininas

As crioaglutininas ou aglutininas frias sao anticorpos da classe IgM dirigidos contra o
antigénio de superficie dos eritrocitos, sendo capazes de os aglutinar a frio. Fisiologicamente
sao encontrados baixos niveis e a sua alteragao para niveis patoldgicos ocorre em casos de
linfoma, cirrose, sarcoidose e em varias patologias infeciosas, como a pneumonia por
Mycoplasma Pneumoniae, mononucleose infeciosa, entre outras. A doencga das aglutininas frias
caracteriza-se por uma anemia hemolitica cronica, que tem maior incidéncia no sexo
masculino apos os 60 anos de idade, sendo muito caracteristico acrocianose provocada pelo
frio devido a aglutinagao dos eritrocitos nos capilares cutaneos.

Para a determinagao das crioaglutininas é necessario a obtencao de globulos
vermelhos. Apos a colheita do sangue para um tubo com citrato de sddio, centrifuga-se a
amostra e de seguida retira-se o plasma e adiciona-se soro fisiolégico na mesma proporgao
do plasma, de modo a fazer a lavagem dos glébulos trés vezes. Apds as lavagens, sao
realizadas uma série de diluigdes com o soro do doente, soro fisiologico e as hemacias. Os
tubos sao incubados durante uma hora e meia, em diferentes condigoes:

e Aglutininas (em meio salino a 4-6°C), para pesquisa de anticorpos naturais.
e Aglutininas (em meio salino a 37°C);
e Aglutininas (em meio salino a 37°C);

Apds o periodo de tempo estipulado, verifica-se se ha ou nao aglutinagao das
hemacias ao microscépio. A presenga das crioaglutininas pode interferir laboratorialmente
com outros testes como a contagem de eritrécitos, determinagao dos indices eritrocitarios

e do grupo sanguineo.**
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8. SETOR DA BIOQUIMICA

A Bioquimica Clinica contempla a determinagao de analitos presentes nos fluidos
corporais como eletrdlitos, proteinas e lipidos necessarios para o diagndstico, monitorizagao
e tratamento de patologias.

O setor da bioquimica do laboratorio AVELAB integra a area da imunoquimica, que
permite a analise de varios parametros laboratoriais em diferentes amostras, sendo o soro a
amostra mais utilizada. Dos recursos humanos do setor da Bioquimica fazem parte trés
técnicos de diagnostico e terapéutica (TSDT) e um farmacéutico especialista em Andlises
Clinicas. Os trés TSDT tém como fungao a coordenagao, gestao do Controlo de Qualidade
Interno (CQI) e externo (CQE), assim como a validagio técnica dos resultados. E
caracterizado por ser um setor inteiramente automatizado, sendo fundamental a intervengao
diaria dos técnicos no controlo de qualidade, desde a calibragao a validagao técnica.

A maioria das andlises € realizada no aparelho Architect Ci8200 da Abbott
complementando com o Architect i1000 para analises mais especificas. E o setor com maior
fluxo diario de amostras.

Como referido anteriormente, o fluido predominante é o soro, obtido apos colheita do
sangue para um tubo contendo gel e silica e centrifugado a 3500 rpm durante 15 minutos. E
fundamental ter em atengao diferentes aspetos que podem condicionar a qualidade da
amostra como o tempo de retragao do coagulo ou a colheita inadequada que podem
originar fibrina e/ou hemolise que afetam parametros bioquimicos. Situagoes de hemdlise
afetam a quantificagio de potissio e da alanina transferase (AST), por exemplo.”” Apéds a
centrifugagao, devem ser separadas aliquotas para os diferentes setores. Além do soro,
também se analisa a urina — primeira da manha e urina de 24 horas. Em casos de urina de 24
horas é necessario registar o volume total no processo. Determinadas analises como
oligoelementos e ACTH, sao enviadas para um laboratério exterior.

Durante a duragao do estagio no setor da bioquimica acompanhei toda a rotina

laboratorial, desde a triagem dos tubos a obtengao do resultado.

8.1. AUTO-ANALIZADORES E RESPETIVAS METODOLOGIAS

No laboratério de Bioquimica do AVELAB para o processamento das analises
bioquimicas, existem dois auto-analizadores, o Architect Ci8200 e o Architect i1000.
O auto-analizador Architect Ci8200 é o mais utilizado, sendo um sistema aberto

automatizado que permite o fluxo e processamento rapido e continuo das amostras, e €

47



constituido por dois modulos, o da bioquimica e o da imunologia. Neste relatorio apenas
sera abordado o da bioquimica. O Architect Ci8200 apresenta elevada sensibilidade devido as
técnicas usadas, como a espectrofotometria, turbidimetria, nefelometria e potenciometria.
Muito sucintamente, na espetrofotometria ocorre a absor¢io de radiacao
eletromagnética de determinado comprimento de onda da regiao do visivel ou do UV
proximo, pela solugao (amostra), enquanto na turbidimetria e nefelometria ocorre
essencialmente dispersao da radiagao pelas particulas em suspensao da amostra, diferindo
basicamente uma da outra no posicionamento do detetor. A potenciometria € uma técnica
eletroquimica que se baseia no uso de elétrodos para medir potenciais elétricos. Um dos
elétrodos é sensivel a atividade do analito (elétrodo seletivo) e o potencial medido entre
esse elétrodo e o de referéncia (de potencial constante e conhecido) depende da

concentracio do analito.’’?%*’

8.2. PARAMETROS BIOQUIMICOS
8.2.1. Metabolismo dos Hidratos de Carbono

8.2.1.1. Glicose

A glicose é um monossacarideo que deriva do metabolismo dos hidratos de carbono
sendo a principal fonte de energia para os tecidos. E armazenada no figado e no musculo-
esquelético na forma de glicogénio e no tecido adiposo na forma de triglicerideos. A glicémia
varia ao longo do dia consoante a ingestao de alimentos e a sua sintese endogena hepatica e
renal a partir de intermediarios como o lactato, o glicerol e outros produtos do
metabolismo (neoglicogénese), sendo regulada pela insulina, cortisol e o glicogénio.

Alteragao ao nivel dessas hormonas gera um desequilibrio na homeostasia da glicose
havendo ou o seu aumento (hiperglicémia), considerada a alteragao mais comum, ou a sua
diminuicao (hipoglicémia), dependendo das suas causas (Tabela X). A hiperglicemia pode ser
resultante da auséncia total da secre¢ao de insulina, como apdés uma pancreatectomia total
ou pode ser secundaria a outros disturbios endécrinos ou mesmo devido a um anticorpo
contra o recetor da insulina ou até firmacos que bloqueiam a libertagio da mesma. ¥

A glicémia é uma das andlises mais requisitadas no laboratorio AVELAB.
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Tabela X: Causas dos desequilibrios nos niveis de glicose no sangue

Hipoglicémia | Patologia hepatica, insuficiéncia renal grave, septicémia, neoplasias,
(glicémia em | deficiéncias hormonais ou nutricionais, hiperinsulinémia (neoplasia
jejum 50 e 60 | pancreatica), hiperinsulinémia (insulinoterapia excessiva, ou induzida por

mg/dL) farmacos ou alcool)

Primaria | Diabetes mellitus insulino-dependentes/nao-dependentes

Resultante Inflamagao (Pancreatite aguda ou croénica),
de patologias | pancreatectomia, Infiltragio pancreatica
pancreaticas | (hemocromatose,  tumores),  traumas

pancreaticos

Relacionada | Acromegalia, Sindrome de Cushing,

com outras | Feocromocitoma,  Hiperaldosteronismo,

patologias entre outros.
Hiperglicémia endocrinas
Secundaria _ _ i
Resultante Esteroides, diuréticos tiazidicos, propranol,

de farmacos | fenitoina e diazoxido, contracetivos orais,

aloxana e estreptozotocina

Relacionada | Insuficiéncia renal cronica, hepatopatia
com outras | cronica, infecao

patologias

Causas Gestacao, insulina anormal

diversas

A patologia mais comum resultante do desequilibrio da glicose é a Diabetes Mellitus (DM),
sendo a determinagao mais frequentemente utilizada para complementar o seu diagnostico e
a sua monitorizacio ***'.

A diabetes mellitus pode ainda ser classificada em trés tipos:

e Tipo | (5-10%): Resulta da producao insuficiente de insulina pelo pancreas, e os

utentes necessitam de recorrer a insulinoterapia (inje¢oes de insulina);

o Tipo Il (90%): As células nao respondem a insulina, devido a uma deficiéncia nos

recetores e transportadores da glucose, conferindo uma certa resisténcia a insulina.

e Gestacional: Ocorre durante a gravidez, quando a gravida apresenta niveis elevados

de glicose no sangue, sem ter diabetes. E reversivel, apoés o nascimento do bebé.

49



O diagnostico da diabetes mellitus é feito com a confirmagao, de acordo com a Direcao
Geral de Saude, de um dos seguintes parametros:
e Glicémia em jejum 2 126mg/dl; ou
e Sintomas classicos + glicémia ocasional 2 200 mg/dl; ou
e Glicémia 2 200 mg/dl as 2 horas, na prova de tolerancia a glucose oral (PTGO) com
75 g de glicose; ou
*  Hemoglobina glicada Alc (HbAlc) = 6,5% *

8.2.1.2. Prova de tolerancia a glicose oral

A prova de tolerancia a glicose oral (PTGO) é realizada frequentemente durante a
gravidez ou na monitorizagao de individuos com niveis de glicémia ambiguos. A sua avaliagao
é feita em trés fases, iniciando com o jejum. Posteriormente administra-se uma sobrecarga
de 75 g de glicose ao utente e faz-se a medigao da glicémia apos 120 minutos. No caso de

diagnéstico de diabetes gestacional inclui uma avaliagio extra aos 60 min.*

No caso da diabetes gestacional o diagnostico é feito de acordo com os seguintes

valores:

e Glicémia em jejum (inicio da gravidez) = 92 mg/dl e < 126 mg/dl (ou 2 5,1 e < 7,0
mmol/l);

e Glicémia em jejum < 92 mg/dl (24-28 semanas de gestagao) — Prova de tolerancia
oral a glicose (PTGO) com 75 g de glicose. E critério para diagnéstico a confirmagio
de um ou mais valores:

o as 0 horas (jejum), glicémia = 92 mg/dl (ou = 5,1 mmol/l);
o a | hora, glicémia 2 180 mg/dl (ou = 10,0 mmol/l);

o as 2 horas, glicemia = 153 mg/dl (ou = 8,5 mmol/l)**

8.2.2. Metabolismo dos lipidos

Os lipidos sao moléculas lipossollveis, com diversas fungoes, nomeadamente, como
precursores de hormonas, fonte de energia e constituintes essenciais da estrutura
membranar de todas as células.

O perfil lipidico no laboratério AVELAB é obtido através da determinagio do

colesterol, triglicerideos e do colesterol presente nas lipoproteinas. A anilise desse perfil
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tem um significado clinico relevante para auxiliar no calculo do risco de doenga
cardiovascular (ex. aterosclerose); no diagnéstico de diabetes mellitus; ou no diagnostico de
perturbagoes no metabolismo dos lipidos, dislipidémias.

Para a determinagao das quatro classes principais de lipoproteinas: quilomicrons,
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e

lipoproteinas de alta densidade (HDL) o requisito fundamental é o jejum de 8-12 horas. ¥#

8.2.2.1. Colesterol total

O colesterol total provém da dieta e em maior quantidade da sintese a partir da
Acetil-CoA ao nivel do hepatocito e encontra-se em duas formas: livre e esterificado (nas
lipoproteinas). E dos lipidos plasmaticos de maior interesse.

O aumento da sua concentragao (hipercolesterolémia) pode advir de hiperlipidémias,
patologias hepaticas, cardiacas ou causas genéticas (hipercolestorolémia familiar),
constituindo um risco aumentado de doencas cardiovasculares. Existem fatores variaveis que
afetam os niveis de colesterol, como o stress, idade, sexo, gravidez, hipotiroidismo, sindrome

de Cushing.*

8.2.2.2. Triglicerideos

Os triglicerideos (TG) sao provenientes de duas vias: exogena (através da absorgao a
partir da dieta) e endogena (sintese hepatica). Sao constituidos por trés acidos gordos
esterificados a um glicerol e precisam de lipoproteinas (quilomicrons ou VLDL) para o seu
transporte e armazenamento no tecido adiposo.

A sua determinagao é relevante no diagnostico e monitorizagio de doentes com
alteragoes no metabolismo dos lipidos, patologias endocrinas, diabetes mellitus, obstrugao
hepatica e outras patologias.

O seu aumento (hipertrigliceridémia) advém de diversos fatores como: dieta rica em
hidratos de carbono, diabetes mellitus tipo Il, hipotiroidismo, gravidez (duplicam
fisiologicamente durante o terceiro trimestre), doengas auto-imunes, hipertrigliceridémia
familiar, deficiéncias na sua metabolizagdo (aumento das VLDL, diminuicao do seu

catabolismo), entre outros.**

51



8.2.2.3. Lipoproteinas de alta densidade (Hight Density Lipoproteins)

As lipoproteinas de alta densidade (HDL) sao as lipoproteinas mais pequenas e com
maior densidade e sao constituidas predominantemente por proteinas e colesterol
esterificado, sendo os fosfolipidos os lipidos maioritarios na sua constituigao.

Funcionalmente as HDL captam o colesterol em excesso nas células e fazem o
transporte reverso do colesterol para o figado onde é catabolizado em sais biliares
constituindo uma forma de excregao, pelo que concentragoes elevadas de colesterol-HDL
sao um bom indice de protecao contra patologias coronarias. Contrariamente, valores
reduzidos de colesterol-HDL representam um fator de risco para doengas

cardiovasculares.***

8.2.2.4. Lipoproteinas de baixa densidade (Low Density Lipoproteins)

As lipoproteinas de baixa densidade, LDL, sao as lipoproteinas mais aterogénicas devido
a serem as responsaveis pela deposicio de colesterol nos tecidos periféricos,
particularmente na parede das artérias, constituindo um risco de desenvolvimento da
aterosclerose.

Derivam das lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e possuem mais lipidos
(80%) do que proteinas (20%) e a maioria dos lipidos sao constituidos por colesterol
esterificado e triglicerideos. Quando ocorre uma diminuicao dos recetores a nivel do
hepatécito estas ficam sujeitas a capacidade oxidativa de células endoteliais, levando a
hipercolesterolémia-LDL e quando s3ao oxidadas apresentam propriedades pro-
ateroscleroticas.

A determinacgao do colesterol das LDL no laboratério AVELAB é feita de forma indireta,
ou seja, é calculada, através da formula de Friedwald mas apenas quando os triglicéridos se
encontram iguais ou inferiores a 400mg/dL:

Triglicerideos

Colesterol LDL (mg/dL) = Colesterol total — ( c

) — Colesterol HDL)

A divisao por cinco nos triglicéridos corresponde a uma estimativa do colesterol

presente nas VLDL. *

As concentragoes das duas lipoproteinas referidas anteriormente podem aumentar

(hiperlipoproteinémias) ou aparecerem diminuidas (hipolipoproteinémias).
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8.2.2.5. Hiperlipoproteinémias

As hiperlipoproteinémias sao classificadas de acordo com a classificacio de
Fredrickson, avaliando os seus cinco fenétipos, como representado na Tabela XI. * A
classificagdo de Fredrickson é acompanhado pelo perfil eletroforético das lipoproteinas,
contudo, no laboratério AVELAB nao é muito comum sendo que quando ha o seu pedido é

enviado para um laboratorio exterior.
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E importante ter em consideracio na rotina laboratorial que existem pardmetros que
afetam a variacao da concentragao dos lipidos e lipoproteinas plasmaticas como idade, sexo,
peso, dieta, alcool, exercicio fisico, fatores genéticos, farmacos ou disturbios cronicos
(hipotiroidismo, hepatopatia obstrutiva, nefropatia). As concentragoes de colesterol

aumentam com a idade e a partir do inicio da vida adulta, em ambos os sexos.**

8.2.3. Equilibrio electrolitico e acido-base

O equilibrio hidro-eletrolitico é mantido pelos eletrolitos presentes nos espagos
extracelular e intracelular, que permitem manter a osmolaridade e a neutralidade elétrica
celular, nomeadamente o sédio (Na*), potassio (K*), cloro (CI") e bicarbonato (HCO?).

O ionograma ¢ a andlise habitualmente requisitada e que traduz a concentragao

desses ioes.

8.2.3.1. Sédio

O sédio é o principal catiao extracelular e o responsavel pela manutencao do
equilibrio hidroeletrolitico. Os sistemas de transporte catidnico ativo presentes na
membrana celular mantém os niveis de Na" elevados no espago extracelular.

Outros mecanismos de controlo do sodio encontram-se a nivel renal (sistema
renina-angiotensina aldosterona, péptido natriurético atrial) visto que é filtrado livremente
nos glomérulos.

A homeostasia do sodio pode ser alterada e levar a situagoes de hiponatrémia,
pseudi-hiponatrémia ou hipernatrémia. As causas adjacentes a hiponatrémia pode ser devido
a vomitos persistentes, uso de diuréticos, diarreia prolongada, entre outros, sendo
disturbios eletroliticos mais comum. A pseudo-hiponatrémia pode ocorrer em casos de
amostras lipémicas por haver um aumento anormal de macromoléculas ou volume de agua

diminui. Casos de hipernatrémia ocorrem frequentemente em situagdes de desidratacio. *

8.2.3.2. Potassio

O potassio é o principal catiao intracelular e a sua concentragao € mantida devido ao
K+ estar continuamente a ser bombeado para o interior das células, contra um gradiente de
concentragao mantendo os gradientes ionicos, fundamental para a manutengao do potencial

de membrana. A quantidade de K* é estabelecida pela ingestio na dieta e é absorvido pelo
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trato gastrointestinal e distribuido e a sua excregao é a nivel renal, sendo o seu principal
ponto de regulagao.
Alteragdes na homeostasia do K* podem originar situagdes de hipercaliémia, pseudo-

hipercaliémia ou hipocaliéma.

8.2.3.3. Cloro

O cloreto é o principal aniao extracelular responsavel pela pressio osmotica,
equilibrio eletrolitico e acido-base. Geralmente os seus valores acompanham alteragoes nos
valores do sodio, caso nao se reflita essas alteracoes podem ser devido a desequilibrios
acido-base. Alteragdes nas concentragoes do cloro podem originar situagoes de
hipoclorémia ou hiperclorémia .

Em situagoes de hipoclorémia se a concentragao sérica de sodio nao diminuir, esta a
ocorrer retencao de bicarbonato, e consequentemente aumento de Cl-. Em casos de
acidose metabolica ou alcalose respiratoria, ha aumento da concentracao de Cl- devido a

compensagio renal pela excregio de bicarbonato. *

8.2.4. Funcao renal

O rim é um o6rgao endocrino, que desempenha inUmeras fungoes, desde a filtragao
do sangue, excrecao de produtos finais do metabolismo formando a urina, controlo da
concentragao do fluido extracelular e de varios ides e a regulagao da agua. Apresenta
também fungoes endocrinas, produzindo hormonas como a eritropoietina, renina, 1,25-di-
hidroxi vitamina D3, prostaglandinas entre outras.*

A fungao renal é estudada a partir de biomarcadores que permitem avaliar a fungao
glomerular e a fungao tubular.

Os biomarcadores normalmente avaliados no laboratério AVELAB, sao a ureia, o
acido urico e a creatinina, que dao informagao acerca da fungao glomerular. Também ainda
dentro da fungao glomerular e que é indicativo da permeabilidade glomerular é realizado um

outro teste designado de microalbuminuria.

8.2.4.1. Ureia

A ureia é o principal produto nitrogenado resultante do catabolismo das proteinas e

aminoacidos no figado, e é transportada para os rins, filtrada pelo glomérulo, reabsorvida a
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nivel proximal (40-50%) e a restante é eliminada. A sua concentragao (urémia) é
predominantemente controlada pelos rins através da filtragao e reabsorgao.

A sua determinagao pode ser feita no soro ou urina, sendo o mais comum no soro.
Na interpretagao dos valores laboratoriais da ureia elevados, as suas causas podem ser
diferenciadas em pré-, renais, ou pos-renais, como descrito na Tabela Xl quando

interpretadas conjuntamente com os valores da creatinina.”

Tabela XlI: Diferentes causas da azotemia

) ; | Fluxo urinario, freabsorgao
Disfungao na perfusao renal
tubular passiva
Azotemia Pré-
Dietas hiperproteicas 1Sintese da ureia
Renal
Traumatismos (choque),
queimaduras (diminuigao do 1 Catabolismo proteico
volume sanguineo), hemolise
Insuficiéncia renal aguda ou
) I TFG, 1 dos niveis plasmaticos de
Azotemia Renal croénica, glomerulonefrite,
] ureia até igualarem a quantidade
Nefrite: cronica; tubular ou
excretada na urina
glomerular
Azotemia Pés- Pedras nos rins, prostatites,
Renal Obstrucao urinaria Aumento acentuado da ureia em
relacao a creatinina

Em casos mais raros pode ocorrer a diminuicao acentuada da ureia, devido a

hepatopatias graves (figado incapaz de sintetizar ureia a partir da aménia em circulagio).”

8.2.4.2. Creatinina

A creatinina é filtrada livremente a nivel do glomérulo, sendo excretada
exclusivamente a nivel renal, fornecendo uma boa avaliagio da capacidade de filtragio dos
glomérulos, visto que, a concentragao plasmatica de creatinina é inversamente proporcional
a taxa de filtragao glomerular (TFG).

Os valores de creatinina variam fisiologicamente de acordo com a idade, sexo, massa
muscular da pessoa e farmacos. O seu aumento é sugestivo de patologias renais

(glomerulonefrites, pielonefrites, obstrugoes do trato urinario, entre outros) ou de lesoes
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musculares, entre outras causas. Os valores de creatinina podem diminuir apds a toma de
esteroides ou por causas fisiologicas como acontece na gravidez.

Os niveis plasmaticos de creatinina podem ser complementados com os niveis
urinarios da mesma, pela avaliagio da depuragao da creatinina numa urina de 24 horas
permitindo o calculo da clearance da creatinina.

A clearance da creatinina permite avaliar a capacidade da filtragao renal através da
determinacao da velocidade de excrecao urinaria da creatinina num dado intervalo de
tempo, geralmente 24 horas. ¥ A sua determinagio é calculada pela seguinte formula:

creatiniria (mg/dL) X débito urinario(ml/min)

Clearance da creatinina (ml/min) = creatinémia (mg /dL)

O resultado obtido permite avaliar a capacidade de filtragao renal, sendo que a
clearance de creatinina € inversamente variavel com a concentragao sérica de creatinina, isto
é, quando a creatinina no soro é elevada a depuragio é diminuida, sugestivo de dano renal.
E usualmente utilizada na pratica clinica para verificar a progressio da nefropatia ou a

resposta terapéutica.”’

8.2.4.3. Acido drico

O 4cido urico é o produto final da degradagao das purinas. A sua sintese ocorre no
figado e é essencialmente eliminado na urina sendo filtrado pelo glomérulo e parcialmente
reabsorvido e secretado no tubulo renal.

O aumento de acido urico no soro (hiperuricémia) pode ser devido ao aumento da
sintese das purinas e pode conduzir a condigoes patologicas devido ao facto de ser um
composto insoluvel no plasma pelo que tem tendéncia a depositar-se nas articulagoes
originando inflamagao (gota), mas outras patologias podem estar na causa do seu aumento
como a anemia falciforme e a insuficiéncia renal, onde a eliminagao de acido urico fica
comprometida e é acompanhado por valores alterados de creatinina e ureia. Se nao houver
uma alteragcao nos marcadores renais, significa que o aumento do acido Urico se deve a

desequilibrios no catabolismo das purinas.**

8.2.4.4. Microalbuminuria

A microalbumindria permite avaliar a permeabilidade glomerular, e indica a

quantidade de albumina excretada na urina, quantidade essa que é relativamente pequena,
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mas ja € indicativa de alteracao glomerular. Quando ocorre um aumento da excregao da
albumina a nivel urinario (superior a 30 mg/dia) é sugestivo de patologia renal ou de diabetes

mellitus. *

8.2.5. Funcao hepatica

Os testes comumente realizados para a avaliagio da fungao hepatica incluem as
determinagoes séricas da alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST),
fosfatase alcalina (ALP), y-glutamil transferase (GGT), bilirrubina, tempo de protrombina ou
o INR e a albumina sérica, que refletem a integridade hepatocelular, o trato biliar e a

atividade do sistema reticuloendotelial.*?

8.2.5.1. Alanina aminotransferase

A alanina aminotransferase (ALT) também designada por glutamato piruvato
transaminase, € uma enzima presente em elevadas quantidades no citoplasma dos
hepatdcitos e menos predominante, mas também localizada no musculo-esquelético e rim.

Os niveis séricos aumentados desta enzima € sao indicativos de que ocorreu uma
alteragao na integridade da membrana dos hepatécitos (destruicao hepatocelular), que pode
ser devida a causas diversas tais como hepatites (virais, toxicas), cirrose, mononucleose
infecciosa, colestase extra-hepdtica, carcinoma hepatico e abuso crénico de alcool. O
aumento também pode ocorrer no caso de lesoes celulares a nivel renal ou muscular
(rabdomiolise), mas € menos comum.

A sua interpretagao deve ser acompanhada conjuntamente com outros analitos,

como a Aspartato Aminotransferase (AST).**'

8.2.5.2. Aspartato Aminotransferase

A aspartato-aminotransferase (AST), também designada por glutamato-oxaloacetato
transaminase € uma enzima citoplasmatica e mitocondrial. Estd igualmente presente no
musculo cardiaco, musculo esquelético, rins, cérebro, pancreas, pulmoes, leucocitos e
eritrocitos sendo um marcador hepatocelular menos sensivel e especifico do que a ALT.

No entanto, quando ocorre um dano nesse tecido (figado) ocorre o seu aumento na

corrente sanguinea, pelo que a sua interpretagao deve ser feita tendo em atengao os valores
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da ALT. Deve ter-se, igualmente em consideragao o aspeto da amostra uma vez que,
amostras hemolisadas apresentam valores aumentados de AST. *2

O aumento dos valores da ALT e AST podem ser significativas de hepatite viral ou
lesao celular hepatica medicamentosa, mesmo antes da manifestagao de sinais e sintomas da
doenga (como ictericia). Nas hepatites alcodlicas os niveis de AST sao mais elevados do que
os de ALT, sendo o contrario em situagoes de hepatite aguda. Condi¢oes inflamatoérias que
afetem o figado manifestam-se com o aumento significativo da ALT em comparagao com a
AST. *!

8.2.5.3. Gama-GlutamilTransferase

A vy-glutamil transferase (GGT) esta presente no tubulo renal, figado, pancreas e na
membrana dos canaliculos biliares e regula o transporte de aminoacidos através das
membranas celulares.

A sua determinagao € relevante no diagndstico e monitorizagao de patologias do
sistema hepatico e principalmente do sistema biliar, em casos de lesao canicular. Existem
varios fatores que alteram os niveis da y-GT, como condigoes fisiopatologicas (hipertensao,
diabetes, hiperuricemia), fatores genéticos, ingestao de alimentos, gravidez, farmacos. O seu
aumento € sugestivo de obstrugao biliar intra e pos hepatica e sendo uma enzima indutivel
pelo etanol (o etanol induz a transcricdio da GGT hepatica microssomica) a sua
concentragao também aumenta em casos de ingestao continua de alcool (alcoolismo e
hepatite alcodlica aguda) '

Aumento conjunto da GGT e da ALP é sugestivo de dano ao nivel do trato biliar,

contudo, € uma enzima mais sensivel que a fosfatase alcalina.

8.2.5.4. Fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina € uma enzima presente no figado, tecido osseo, intestino, rim e
placenta. No figado encontra-se particularmente no trato biliar. A fosfatase alcalina sérica
encontra-se predominantemente na forma livre e numa menor extensao forma complexos
com lipoproteinas e é responsavel pela hidrolise de uma grande variedade de substratos
naturais e sintéticos.

Em casos de patologias hepatobiliares os valores de fosfatase alcalina encontram-se
elevados, uma vez que nao havendo excrecao dos sais biliares devido a obstrugao ha a

destabilizagao da membrana canalicular e dos hepatocitos originando a libertagao da ALP.
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Em casos de obstrucao no trato biliar por litiase nos ductos ou canaliculos, em
processos infeciosos resultantes da colangite ascendente ou em lesoes invasivas, a fosfatase
alcalina atinge valores 10x superiores ao seu valor fisiologico. Na colestase obstrutiva
geralmente aumenta para o dobro.

O seu aumento também pode ser indicativo de disturbios 6sseos devido ao aumento
da atividade dos osteoblastos, ou pode ser considerado fisiologico no decorrer da
adolescéncia e na gravidez. Na interpretagao dos resultados do boletim de analises, um

aumento isolado é sugestivo de causa extra-hepitica. >**'

8.2.5.5. Lactato desidrogenase

A enzima lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima glicolitica responsavel pela
catalisacao da oxidacao reversivel do L-lactato a piruvato. Esta presente em varios tecidos,
mais precisamente as isoenzimas LDH, e LDH, predominam no musculo cardiaco, rins e
eritrocitos enquanto as isoenzimas LDH, e LDH; predominam no figado e mdusculo
esquelético.

A sua atividade encontra-se relativamente elevada em casos de hepatite, mas dada a

pouca especificidade deve ser sempre interpretada juntamente com outros analitos.

8.2.5.6. Bilirrubina total

A bilirrubina é um pigmento tetrapirrélico (amarelo-alaranjado) resultante
maioritariamente do catabolismo da hemoglobina (grupo heme) dos eritrécitos senescentes
no sistema reticuloendotelial. Em menor quantidade é produzida durante a destruigao
prematura dos eritrocitos na medula 6ssea e do catabolismo de proteinas que contém grupo
heme (mioglobina, por ex.).

Do catabolismo do heme resulta a bilirrubina nao conjugada, insoluvel, que é
transportada para o figado onde é conjugada com o acido glucurénico, por meio de uma
reagao catalisada pela UDP-glucuroniltransferase, resultando a bilirrubina solGvel que é
posteriormente excretada na bilis.

Casos de hiperbilirrubinémia podem ser devidos ao aumento da bilirrubina nao
conjugada, ou da conjugada ou de ambas. Casos de hiperbilirrubinémia nao conjugada estao
associados a producao excessiva de bilirrubina, diminuicdo da captagao hepatica ou
conjugagao ou ambos. Observa-se em casos de anemia hemolitica, infegoes virais e

bacterianas, sindrome de Gilbert (defeito genético da UDP-glucuroniltransferase), sindrome
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de Crigler-Najjar, grandes hematomas ou em casos de eritropoiese ineficaz. Casos de
colestase, hepatite alcoodlica ou viral aguda, cirrose, colangite, sindrome de Dubin Jhonson

levam a aumento da bilirrubina conjugada. **

8.2.5.6.1. Interpretacdo laboratorial da Bilirrubinémia

Alteragdes no metabolismo da bilirrubina podem levar ao seu aumento
(hiperbilirruninémia) sugerindo causas pré-hepatica, hepdtica ou pos-hepatica, como
representado na Tabela XIlIl. A interpretagao conjunta dos valores da bilirrubina nao
conjugada e conjugada sao fundamentais para essa distingao. Aumentos de bilirrubina podem
originar sinais clinicos como ictericia (deposicao da bilirrubina nao conjugada na pele,

adquirindo uma cor amarela). “**

Tabela XIll: Alteragoes que conduzem ao aumento da bilirrubina

Causa
Pré- Aumento da produgao de | Condigoes de hemolise, anemia
hepatica bilirrubina hemolitica
. . Falha na captagao da bilirrubina | Farmacos; Faléncia hepatica;
(tbilirrubina .
pelo figado
nao-
conjugada)

Hepatica | Ma absorcio ou falha na|Sindrome de Gilbert (patologias
(tbilirrubina conjugacao da bilirrubina genéticas); hepatite; Cirrose
avancada;

nao- = — - = -
Secrecao anormal da bilirrubina | Lesao hepatocelular generalizada

conjugada e | na bilis

conjugada)
Pos- Obstrugao do fluxo biliar; | Colestase (obstrugao no sistema
Defeito nos transportadores da | biliar); Hepatite viral, alcodlica;
hepatica bilirrubina conjugada para os | Carcinomas; Doenga hepatica auto

(7bilirrubina | ductos dos canaliculos biliares | imune; Fairmacos

conjugada) ou por obstruc;ao a sua

passagem para o sistema biliar

8.2.6. Metabolismo Proteico

As proteinas sao moléculas bioldgicas com inumeras fungdes no organismo e

presentes quer no compartimento intracelular quer no extracelular, embora em maior
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concentragao no primeiro. A maioria das proteinas sao sintetizadas e catabolizadas a nivel
hepatico, exceto as imunoglobulinas.

A sua determinagao faz-se usualmente no soro e urina e € um auxiliar no diagnostico
de patologias agudas ou croénicas. Podemos genericamente dividi-las em albumina e
globulinas.

As alteragcoes nos valores fisiologicos das proteinas totais no soro ocorrem
especificamente por alteragcoes no volume de agua no plasma ou alteragao na concentragao
de determinada(s) proteina(s). Alteragoes agudas a nivel hepatico levam a uma alteragao
ligeira no perfil das proteinas plasmaticas, mas em casos graves ocorre a diminuicao da
concentragao de todas as proteinas (exemplo: cirrose). A hipoproteinémia corresponde a
diminuicao das proteinas plasmaticas e pode surgir na sequéncia de patologias renais,
inflamagoes gastrointestinais, hemorragias, situacoes em que ocorre a perda excessiva de
proteinas e quando ha aumento da volémia. O aumento das proteinas plasmaticas pode
resultar de condi¢cdes de desidratacao, diarreia, doenca de Addison, acidose diabética ou
mieloma multiplo.

Para o estudo do metabolismo das proteinas além da determinagio da sua
concentragao é importante perceber se ha alteragao nas diferentes fragoes obtidas por
eletroforese. A Figura 4 representa o perfil eletroforético das proteinas do plasma
normalmente obtido quando a amostra é colocada num meio de suporte como a agarose, a
um pH constante e submetida a uma corrente elétrica. Essencialmente, de acordo com a
carga elétrica das proteinas é possivel visualizar cinco bandas distintas que correspondem a
albumina, alfa,-globulinas, alfa,- globulinas, beta-globulinas e gama-globulinas e cada banda
compreende varias proteinas.

Em algumas condigoes patologicas ocorrem alteragoes nos diferentes picos do
proteinograma. Na Tabela XIV, encontram-se exemplificadas e descritas algumas

patologias.**

Albumin
a,-Lipoprotein (HDL)
a,-Glycoprotein
o, -Antitrypsin
a,-Macroglobulin
Haptoglobin
Pre--lipoprotein
Transferrin
B-Lipoprotein
Complement factors
IgA

— IgM

- 1gG

Prealbumin,

oy o B : v

Figura 8: Perfil eletroforético das proteinas do plasma
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Tabela XIV: Interpretagao laboratorial do proteinograma

| Perfil que ilustra uma perda

I croénica de proteinas de baixa

|
. o “ n o massa molecular (| albumina e
Sindrome nefrética [ [\ /™~
|'l \ N . ~
j \ AN v \ | y-globulinas (IgG)) e retengao
| /
: e o B . de proteinas de alta massa

molecular (1a-2-globulina).

| Perfil que ilustra uma ponte

entre as fragoes beta globulinas

i Ati 1 ]| e y-globulinas e uma diminuica
Patologia hepatica | /\ y-globuli u iminuicao
(cirrose, hepatite) ;J? / na albumina. Pode haver um

BVaAWA L ~
x.-' ".J [ \/ \ ligeiro aumento nas fragdes Q|

o M ¥ e a,.

| Perfil que ilustra um aumento

das q, e d,globulinas com

r diminuicao da albumina. Caso

B ek 'lll I | esteja presente o aumento das
11 |I|'\ / 9 /_\\

y-globulinas, significa que é uma

: . inflamagao cronica.

8.2.6.1. Albumina

A albumina é a proteina mais abundante no plasma e é sintetizada no figado.
Desempenha diversas fungoes de transporte (bilirrubina nao conjugada, calcio, hormonas,
farmacos) e armazenamento e é fundamental no controlo da pressio oncética do plasma. E
considerada uma proteina de fase aguda negativa relevante no diagndstico de patologias
derivadas do metabolismo proteico e condigoes patoldgicas inflamatorias e renais.

Situagoes patologicas que levam a diminuigao da albumina (hipoalbuminémia) podem
ser devidas a patologias hepaticas (défice na sua sintese, aumento do catabolismo), sindrome
nefrotico, ascite, edema, hipotiroidismo, polidipsia, gravidez (redistribuicao por
hemodiluicao). O aumento da concentragao (hiperalbuminémia) esta associado a

desidratacio aguda (hipovolémia), sendo uma condigio rara. **
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8.2.6.2. Proteinas de fase aguda

As proteinas de fase aguda sao proteinas cuja concentragao altera quando ha
necessidade de dar uma resposta a inflamagoes/lesoes, e podem-se dividir em dois grupos:
proteinas de fase aguda positivas ou negativas. As proteinas de fase aguda positivas (como a
a,-antitripsina, dimeros-D, haptoglobina, ferritina, ceruloplasmina, C3, C4 e proteina C
reativa, entre outras) aumentam em situagoes de inflamagdo. Inversamente, as negativas
(transtirretina, transcortina, albumina e transferrina), diminuem.

A quantificagdo da proteina C reativa (PCR) é um pardmetro frequentemente
requisitado sempre que ha suspeita de um processo inflamatério. E sintetizada no figado e a
sua produgao atinge um maximo apds 24 a 38 horas do inicio de um processo inflamatorio.
A sua principal fungao € acoplar-se a estruturas enddgenas e exdgenas para desencadear

mecanismos de defesa (ativagio do complemento, opsonizacio e fagocitose) **

8.2.6.3. Imunoglobulinas

As imunoglobulinas (Ig) compreendem cinco classes: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE e todas
elas sao constituidas por quatro cadeias peptidicas (duas cadeias leves (Kappa e Lambda) e
duas cadeias pesadas). Sao produzidas pelos linfécitos B/plasmocitos quando ocorre o
reconhecimento de antigénios especificos (virus, bactérias), para os neutralizarem e eliminar

(resposta imune). A Tabela XV resume algumas das caracteristicas das imunoglobulinas. >’
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Tabela XV: Caracteristicas das imunoglobulinas

Ig Cadeia Caracteristicas
pesada

IgG | Gama (y) | E a mais abundante, nomeadamente em respostas inflamatorias.
Neutralizagado de toxinas bacterianas e fagocitose de
microrganismos.

IgA | Alfa (a) Corresponde a 10-15% do total das imunoglobulinas. Abundante
em secrec¢oes externas (leite materno, saliva). Protegcao do trato
respiratorio e do trato genito-urinario.

IgD | Delta () Relevante na resposta das células B imunocompetentes através da
sua ativagao.

IgE | Epsilon () | Reagoes de hipersensibilidade imediata (alergias) por estimulagao
da produgao de histamina.

IgM | Mu (M) Corresponde a 5-10% do total das imunoglobulinas. Resposta

imunitaria primaria. Permite caracterizar a infecao (aguda ou

cronica)

8.2.7. Funcdo pancreatica

O Pancreas é uma glandula com fungdes enddcrina e exocrina, produzindo

hormonas, nomeadamente o glucagon e a insulina, que participam no metabolismo dos

hidratos de carbono e enzimas digestivas (a-amilase e lipase), respetivamente.

Os biomarcadores da fungao pancreatica requisitados sao as determinagoes da a-

amilase e da lipase, sendo a lipase mais especifica que a Q-amilase, visto que os seus niveis

séricos permanecem elevados mais tempo do que os da amilase. *’

Estas determinagdes nao eram muito requisitadas ao laboratorio AVELAB, pelo que

quando acontecia eram enviadas para um laboratorio exterior.

8.2.8. Funcio Cardiaca

8.2.8.1.

Creatina Cinase (CK)

A creatina cinase € um biomarcador de fungao cardiaca responsavel pela fosforilagao

da creatina com o consumo de adenosina trifosfato (ATP), a nivel muscular. E uma enzima

que possui trés isoenzimas, CK-MM, CK-BB e CK-MB, distribuidas por diferentes o6rgaos. A
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CK-MB ¢é a isoenzima especifica dos cardiomiocitos, sendo similar a troponina e €
fundamental na detecao precoce do enfarto agudo do miocardio, visto que é libertada
quando ocorre necrose dos cardiomiocitos. Os seus valores podem encontrar-se também
elevados em casos de exercicio fisico extremo, toma de estatinas ou danos a nivel musculo-

esquelético. *°

8.2.8.2. Lactato desidrogenase

A enzima lactato desidrogenase, ja anteriormente referida, também aumenta quando
ocorrem lesoes cardiacas (insuficiéncia cardiaca, enfarto agudo do miocardio, miocardite).
Em casos de enfarte agudo do miocardio os seus valores encontram-se quatro vezes ou mais
acima do seu valor de referéncia. Contudo, nao é das enzimas mais sensiveis e especificas
para o diagndstico do enfarte agudo do miocardio, visto que o seu aumento também ocorre
noutras patologias como hepaticas (hepatite viral ou tdxica com ictericia, mononucleose),
renais (glomerulonefrite cronioca), anemia megaloblastica. O seu falso aumento pode

ocorrer em amostras hemolisadas. *®

8.2.9. Metabolismo do Ferro
8.2.9.1. Ferro sérico

O ferro é o metal de transicao mais abundante no organismo e a maior concentragao
encontra-se na hemoglobina. Desempenha diversas fungoes essenciais no organismo, desde
o transporte de oxigénio para as células a processos metabdlicos oxidativos. A sua origem é
essencialmente proveniente da dieta ou do turnover dos eritrocitos senescentes e é
transportado na corrente sanguinea (Fe’*) pela transferrina.

O ferro sérico reflete principalmente a quantidade de ferro ligado a transferrina. A
alteragao mais frequente é a sua diminuicao (hiposiderémia) que pode ser devido a anemias
(associada a deficiéncia de ferro), hemorragias, hematuria, gravidez. Quando ocorre um
aumento do ferro (hipersiderémia), ocorre a saturagao das formas de armazenamento e
comec¢a a acumular-se nos orgaos, situagao designada de hemocromatose (doenga
autossomica recessiva) ou pode ser devido a patologias hepaticas ou transfusoes.

A suspeita de deficiéncia de ferro na auséncia de doengas cronicas ou
hemoglobinopatias deve ser complementada com outros parametros laboratoriais como o

hemograma, reticuldcitos e parametros do metabolismo do ferro (ferritina, capacidade total
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de fixagao de ferro e transferrina) e com a avaliagdo da historia clinica (ma absorcao

intestinal, hemorragias, doencas da coagulagio). *

8.2.9.2. Ferritina

A ferritina é um complexo proteico responsavel pelo armazenamento do ferro, que
se encontra em quase todas as células, mas em maior concentragao no figado, bago e
medula, protegendo a célula dos efeitos toxicos do metal livre.

E considerada uma proteina globular de fase aguda e pode encontrar-se diminuida em
situagoes de défice de ferro (anemias por défice de ferro) ou aumentada em situagoes de
inflamagao (artrite reumatdide e doenga renal), necrose celular, eritropoiese ineficaz,

excesso de ferro ou lesoes hepaticas.

8.2.9.3. Transferrina

A transferrina é uma glicoproteina sintetizada nos hepatocitos responsavel pela
captacio do ferro das suas reservas e o seu transporte na forma férrica (Fe**) por todo o
corpo, libertando-o nos eritroblastos. A sua sintese é inversamente proporcional a
quantidade de ferro intracelular.

O aumento da sua concentragao verifica-se em anemias por défice de ferro,
hemorragias, gravidez. E uma proteina de fase aguda negativa, apresentando-se diminuida em
situagoes de inflamagao e é utilizada predominantemente na diferenciagdo e monitorizagao

da terapéutica de anemias. *°
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9. SETOR DA MICROBIOLOGIA

O setor da Microbiologia Clinica integra as areas de bacteriologia, micologia e
parasitologia que tém como objetivo comum o estudo e a monitorizacdo de patologias
causadas por microorganismos.

Na fase pré-analitica as amostras que chegam maioritariamente ao setor da
microbiologia sao urinas, fezes, exsudados genitais, unhas e hemoculturas. As amostras sao
triadas e separadas de acordo com a requisicao, para serem realizados os procedimentos
automatizados ou manuais.

O estagio no setor da Microbiologia, no laboratério de Analises Clinicas AVELAB,
decorreu do dia | de Abril de 2021 a 31 de Maio de 2021 e tive a oportunidade de integrar
a equipa desde a triagem das amostras a execugao das metodologias executadas no setor
(observagao de sedimentos urinarios, observagio de esfregacos de amostras frescas ou
coradas pelas coloragoes de Gram e/ou Ziehl-Neelsen, realizagao de exame parasitologico,
inoculagao de meios de cultura e identificagao de bactérias e fungos.

As andlises mais requisitadas no setor da microbiologia eram a urina tipo Il, a
urocultura e a pesquisa de sangue oculto nas fezes. Na andlise da urina tipo Il, o seu
processamento era automatizado, com a visualizagao dos sedimentos, para confirmar que
nao ocorreram erros na leitura da imagem captada. As amostras para urocultura eram
igualmente analisadas, mas apos isso, eram centrifugadas para se obter o sedimento e semear

em meio CPS. O microorganismo isolado mais frequente correspondia a Escherichia coli.

Caso o crescimento fosse positivo, procedia-se a sua repicagem para posteriormente
proceder a sua identificagao, quantificagao e respetivo antibiograma.
A drea da microbiologia no laboratorio AVELAB é o setor com menos

automatizagao.
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10. SETOR DA IMUNOQUIMICA

No setor da Imunoquimica e Auto-imunidade avaliam-se diversos analitos através de
ensaios qualitativos ou quantitativos que detetam anticorpos ou antigénios presentes numa
determinada amostra, recorrendo ao uso de antigénios ou anticorpos especificos -ensaios
imunoquimicos.

O estagio no setor da Imunoquimica, no laboratério de Andlises Clinicas AVELAB,
decorreu do dia 4 de Janeiro de 2021 a 20 de Fevereiro de 202| e é parte integrante do
setor da bioquimica, visto que os auto-analizadores usados sao os mesmos, como alias ja foi
referido.

Tive a oportunidade de integrar a equipa, composta por trés TSDT, sendo que é um
setor maioritariamente automatizado. Sao analisados parametros diversos: indicativos de
alergias e anemia, do ambito da endocrinologia, oncologia e autoimunidade, monitorizagao
terapéutica. Como técnica, o meu papel incidia fundamentalmente na manutengao diaria dos
auto-analizadores, compreendendo a importancia da gestao e controlo de qualidade dos
resultados, aplicando os conhecimentos adquiridos nas aulas tedricas do Mestrado em

Analises Clinicas.
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11.FASE POS ANALITICA

Nesta fase € quando se faz a validagao biopatoldgica dos resultados dos parametros
analiticos e a integragao dos mesmos no sistema, para que depois possam ser processados e
emitidos em boletins de resultados. A validagao compreende duas fases, a validagao técnica
inicial pelo técnico responsavel por cada setor e por fim, a validagao global do boletim.
Durante a validagao biopatoldgica técnica efetua-se a interpretagao dos resultados obtidos
de forma a ver se sao concordantes e caso haja a presenca de valores criticos em
determinados pardmetros o médico patologista/farmacéutico especialista, entra em contacto
com o utente para entrar em contacto urgente com o médico requisitante do pedido das

analises.

Apos concluida a rotina laboratorial as amostras sao devidamente refrigeradas,

durante um determinado periodo de tempo.
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12.CONCLUSAO

O estagio que realizei no Laboratorio AVELAB permitiu-me consolidar a nivel pratico
os conhecimentos adquiridos durante a aprendizagem tedrica no Mestrado de Analises
Clinicas. Deu-me a possibilidade de participar na rotina de um laboratério de analises
clinicas, desde a fase pré-analitica a fase pos-analitica, enriquecendo a minha formagao tanto
a nivel profissional como a nivel pessoal pela integracao no trabalho em equipa.

O laboratorio AVELAB mostrou ser um excelente laboratorio para formagao pela
sua qualidade a nivel laboratorial, pela possibilidade que da de integragao em todas as
valéncias, incluindo a fase pré-analitica como ainda pela qualidade dos colaboradores que
integram a equipa que me forneceram sempre as ferramentas necessarias para esta
aprendizagem.

Apesar de ser uma area muito automatizada é fundamental ter os conhecimentos
tedricos presentes na rotina laboratorial e compreensao dos pedidos pretendidos pelo
clinico.

Finalizo assim, mais uma etapa da minha vida.
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14. ANEXOS

14.1. ANEXO I: Equipamentos utilizados nos setores de hematologia e
bioquimica.

Sysmex XT-2000i

Sysmex-XE 2100

Ves-Matic 30 Plus

ADAMS Alc HA-8180V
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STA Compact Max Systems

ARCHITECT Ci8200

ARCHITECT il 000
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14.2.

ANEXO Il: Valores de referéncia

Valores laboratoriais de referéncia

Bioquimica
Alanina-aminotransferase (ALT) sérica 10-40 U/L
Amilase sérica 25-125 U/L
Aspartato-aminotransferase (AST) sérica 15-40 U/L
Acido Urico sérico 3,0-8,2 mg/dL
Azoto ureico sérico 7-18 mg/dL
Bilirrubina sérica
Total 0,1-1,0 mg/dL
Direta 0,0-0,3 mg/dL
Cilcio total sérico 8,4-10,2 mg/dL
Colesterol sérico
Total <200 mg/dL
HDL 30-70 mg-dL
LDL <160 mg/dL
Creatinoquinase sérica Homenm: 25-90 U/L
Mulher: 10-70 U/L
Creatinina sérica 0,6-1,2 mg/dL
Desidrogenase lactica (LDH) 45-90 U/L
Elétrolitos
Sadio 135-146 mEq/L
Potassio 3,5-5,0 mEq/L
Cloreto 95-105 mEq/L
Bicarbonato 22-28 mEq/L
Magnésio 1,5-2,0 mEq/L
Ferro 50-170 pg/dL
Ferritina sérica

Homem: 15-200 ng/mL

Mulher:12-150 ng/mL

Fosfatase alcalina

Homem: 30-100 U/L

Mulher: 45-115 U/L
Fosforo (inorganico) 3,0-4,5 mg/dL
y-glutamil transferase (GGT) 8-78 U/L
Glucose Jejum: 70-110 mg/dL
Duas horas pés-pandrial: <12 mg/dL
Hemoglobina A, <6%
Imunoglobulinas séricas
IgA 76-390 mg/dL
IgE 0-380 U/mL
IgG 650-1 500 mg/dL
IgM 40-325 mg/dL
Osmolalidade sérica 275-295 mOsmol/kg H20
Proteinas
Total 6,0-7,8 g/dL
Albumina 3,5-5,5 g/dL
Globulinas 2,3-3,5 g/dL
Proteina C reativa <10 mg/dL
Triglicerideos 35-160 mg/dL
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Valores de referéncia dos Parametros eritrocitarios

Globulos Vermelhos

Mulher: 3,9-5,6 x 10"/L
Homem: 4,5 — 6,5 x 10'%/L

Hemoglobina

Mulher: 11,5-16,0 g/dL
Homem: 13,6-18,0 g/dL

Hematocrito

Mulher: 36,0-48,0%
Homem: 39,8-52,0%

Volume Corpuscular Médio 80-97 fL
Hemoglobina Corpuscular média 26 — 34 pg
Concentracao Média da Hemoglobina 32— 36 gldL

Corpuscular

Reticulocitos

05— 2,5% (25— 125 #109 /L)

Valores de Referéncia dos Parametros Plaquetares

Plaquetas 150 —400 x 10°L
Volume Plaquetar Médio 65-124fL

Valores de Referéncia dos Parametros Leucocitarios
Globulos Brancos 40-11,0x 10°L
Neutrofilos 1,8-8,0x 10°L
Linfocitos 08-40x 10°L
Mondcitos 02-1,2x10°L
Eosinofilos 0,04 — 0,3 x 10°L
Basofilos 0,01 —0,3x 10°L
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14.3. ANEXO IlI: Morfologias atipicas observadas nos esfregagos de sangue

periférico
Série vermelha
Alteracao Patologias associadas Imagem ao MOC
. Anemia megaloblastica; :
Eritrocitos ,
com tamanho Sindromes
Macrocitose . Mielodisplasicos;
superior .
Alcoolismo;
Hepatite cronica;
Defeitos na formacao da
hemoglobina;
Anemia por deficiéncia
de ferro;
Volume .
. . . . Talassemia;
Microcitose inferior ao .
Casos severos de anemia
normal .
cronica.
Anemia sideroblastica
adquirida e congénita |
(+raro)
Eritropoiese anormal;
Anemia megaloblastica; i
Variacao da Deficiéncia de ferro; 6
Poiquilocitose forma Talassemia, :
q dos Mielofibrose; D
eritrocitos Sindrome mielodisplasica.
Anemia hemolitica
congénita
Defeitos genéticos da
membrana dos
eritrocitos: Esferocitose
Esferécitos Defeito na hereditaria;
membrana Anemia hemolitica auto-
imune;
Acao de toxinas de
bactérias;
Tamanho L.
P Doencas genéticas;
inferior ao . -
o s . Queimaduras graves; o
Esquizoécitos normal e A - @ :
- Deficiéncias adquiridas na q
variagcao da . )
eritropoiese !
forma 3

82




Presenca de

Metabolismo de
fosfolipidos anormal ou

espiculas, ~ ,
< alteragoes das proteinas
Acantocito forma e
membranares dos
espessura L
, eritrocitos;
irregulares .
Doenca hepatica grave
Presenca de
... rojegoes Erro técnico na
Equindcito Projes o
regulares e realizagao do esfregaco
curtas

Presenca de

uma area
redonda . ., .
Hepatite cronica;
corada central ) o~
L Anemia por deficiéncia
Células-alvo e uma zona .
s s de ferro e talassemia;
periférica de . .
. Hemoglobinopatias
citoplasma
com pouca
coloragao
Presenga de hemoglobina
. . Células em S;
Drepanocitos . - .
foice Sangue sujeito a anoxia;
Drepanocitose;
Mielofibrose;
er Formato de )
Dacriocitos .. Sindromes
lagrima . . .
mieloproliferativos
Eritrocitos Deficiéncia de ferro
Leptocitos extremamente severa; Talassemia;
finos Doenca hepatica;
‘.'
Doencas hepaticas;
. . Area central Alcoolismo;
Estomatocitos A ,
biconcava Sindromes

mielodisplasicos;
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Alteragao na sintese de ~PR, ot A AB V)
. hemoglobina; ’gpdo Oboo oo
Diminuigdo da Lo R R O
- Anisocitose; 0¥ © 1@ ¢
. . concentragio o 3 o” ,°
Hipocromia Talassemia; o5 O
de Hb L xa o .02
(CHGM |) Doenga hepatica; - 0 o «
Anemia megaloblastica 0.° -0 “~o
a0 on
Défice G6PDH ou 5-
nucleotidase; i
Talassemia; iom ) &
Pontuado Anemia megaloblastica; Qe ™ " * %
' . ) £ Y -
basofilo Infegoes; 4" e
(Corpos de Doencas hepaticas; g
Heinz) Envenenamento por D¢ d s
chumbo ou outros = >
metais pesados;
Hemoglobina instavel
Corpos de EAspIenla;
Inclusdes Howell-Jolly ritropoese

Eritrocitarias

extramedular

Anel de Cabot

Anemias megaloblasticas;
Intoxicagao por chumbo

Rouleaux

Agregados

Doencas do colageno;
Hiperfibrinogenémia

84




