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RESUMO

Neste relatério o objetivo principal foi o de descrever as atividades que sao executadas no
LAC da Faculdade de Farmacia de Coimbra, tendo em especial atengao a area da
hematologia pois esta foi a que escolhi para descrever em mais pormenor.

No LAC sao prestados servigos de andlises clinicas de diversas valéncias, como a bioquimica,
microbiologia, imunologia, endocrinologia e hematologia. O LAC além de prestar servigos a
comunidade em geral serve ainda como local de ensino aos mais diversos cursos da FFUC e
proporciona ainda oportunidades de estagios extracurriculares para todos os alunos
interessados. No nosso laboratério é seguido um sistema de implementagao da qualidade
para todos os processos analiticos e as suas diferentes fases, pré-analitica, analitica e pos-
analitica. Seguimos ainda todas as regulamentagoes em vigor para tratamento de amostras e
de residuos. Mantemos um programa de controlo da qualidade interno e participamos em
varios programas de avaliagdo externa, por forma a garantir a fiabilidade dos nossos
resultados.

Em hematologia é estudado o sangue como um todo, desde os seus elementos figurados até
todos os fatores que influenciam a sua produgao e todos os érgaos afetados pelos mesmos.
No LAC o hemograma é uma das analises mais realizadas e este vai fornecer informacao
acerca do estado geral do sistema hematolégico e imune do individuo em causa, através de
parametros qualitativos e quantitativos. Para esta analise contribui a observagao do ESP,
onde é possivel confirmar valores discrepantes fornecidos pelo contador automatico e
caracterizar células.

E através desta analise que conseguimos fazer a interpretacio de casos clinicos que
aparecem diariamente no LAC, de forma a conseguir fazer um diagnostico diferencial e ter
espirito critico no tratamento e interpretagao das amostras e dos seus resultados.

Além desta andlise ainda siao realizadas provas de coagulagao e de velocidade de
sedimentagao dos eritrocitos, que nos vao fornecer informagdes acerca do sistema
hemostatico e estado inflamatério, por exemplo.

Esta foi uma experiéncia sem duvida muito enriquecedora para mim e que me tornou um
melhor profissional em andlises clinicas, pelo que me ira servir como base de apoio para o

resto da minha carreira.
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ABSTRACT

In this report the main objective was to describe the activities we develop in LAC of FFUC,
focusing mainly on hematology, since it was the theme of my personal choice.

In LAC we make analysis in several valences such as biochemistry, immunology,
microbiology, endocrinology and haematology. Besides serving the community in general,
LAC also serves as a teaching place to all students from FFUC and gives oportunities to
these students to make an internship to all that are interested in doing so. We on LAC
follow a strict program of quality for all of our processes and to the different phases of the
sample evaluation, like pre-analysis, analysis and post-analysis. We also follow the regulations
for sample handling and their processment as well as wastes treatment. We keep a program
of both internal and external quality control in order to guarantee the reliability of our
results.

Haematology studies the blood as a whole with all his cells and their prodution and all the
systems related to it. On LAC the CBC (Complete Blood Count) is one of the most
executed analysis and can give us information about the state of the individual hematopoietic
and immune system, through both qualitative and quantitative parameters. For the analysis to
be complete we need to do the observation of the ESP, where we can confirm values out of
normal and identify blood cells.

It’s through this kind of analysis that we can evaluate the clinical cases that appear on the
daily routine of LAC, making us capable of doing differential diagnosis and have conscious
mind judging and correlating the sample results.

Beside this analysis we also make studies of coagulation and sedimentation velocity, that
gives us clues about the hemostatic state of the individual and, for example, about
inflammation states of the individual.

This was without a doubt an experience that will serve me for all of my life and will act as
my foundation for the rest of my career. It made me a better professional in this job and

more capable of doing it right.
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INTRODUCAO

Este relatério tem como intuito demonstrar e explicar os mecanismos e técnicas, métodos e
procedimentos que sao realizados num laboratério de andlises clinicas que presta servigo a
comunidade e neste caso em especial se encontra localizado e integrado na faculdade de
farmacia, e desde logo perceber também a sua importancia a nivel de ensino destas areas a
todos os estudantes da faculdade que demonstrem o interesse pela mesma. O meu estagio
em andlises clinicas foi realizado no laboratoério de analises clinicas da Faculdade de Farmacia,
durante o periodo decorrido entre Julho de 2013 e Maio de 2014. Neste estagio foi-me
possivel contactar com as diversas areas associadas as analises clinicas, as quais foram a
hematologia, bioquimica, imunologia e microbiologia. Neste relatério irei aprofundar mais a
area de hematologia, pois € aquela com a qual me identifico mais pessoalmente.

E de realcar a importincia que o laboratério de andlises clinicas tem na prevencio,
monitorizagao, controlo e diagnostico das mais diversas patologias da comunidade em geral,
prestando para isso as mais diversas avaliagoes sobre uma multiplicidade de parametros.
Também de referir que o facto de ser um laboratério integrado numa instituicao de ensino
superior faz com que este tenha uma importancia acrescida pois permite prestar servigos a
uma populagao especifica, que é a estudantil de todo o polo de ciéncias da satde bem como
da restante Universidade de Coimbra, assim como a populagao trabalhadora das mesmas

instituicoes.



LABORATORIO DE ANALISES CLINICAS DA FACULDADE DE FARMACIA DE COIMBRA

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO LABORATORIO
Designagao Social: Laboratério de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia

Propriedade: Universidade de Coimbra
Enderego: Pélo das Ciéncias da Satde, Azinhaga de Santa Comba, 3000-548 Coimbra
Telefone: 239 488 470; e-mail: anclin@ff.uc.pt; Sitio: www.ff.uc.pt

O laboratério esta aberto ao publico, das 8:30 as 17:30 de segunda a sexta-feira sendo o
horario de colheitas das 8:30 as 12:00 no laboratério e das 8:45 as |1:45 no posto de
colheitas (excepto nas condicionantes relativas ao tipo de andlise, seu tratamento e

conservagao pré-analitica).

IDENTIFICACAO DA EQUIPA TECNICA
Director Técnico: Dr* Ana Maria Donato

Director Técnico-adjunto: Dr* Ana Miguel Matos
Especialistas: Dr* Ana Donato; Dr* Ana Miguel Matos

Gestor da Qualidade: Dr® Ana Donato

A organizagao do LAC esta esquematizada da seguinte forma:

Universidade de Coimbra

llustracdo | - Organigrama da estrutura organizacional do LAC (retirado do MBPL do LAC)


mailto:anclin@ff.uc.pt
http://www.ff.uc.pt/

RECURSOS HUMANOS
No LAC os recursos humanos estao distribuidos segundo as seguintes competéncias:

Tabela | - Recursos Humanos do LAC (adaptado do MBPL do LAC)

Funcao Titular
Director Técnico Ana Maria Sarmento Donato
Responsavel da Qualidade Ana Maria Sarmento Donato

Especialistas em Analises Clinicas Ana Miguel Matos
Ana Maria Sarmento Donato
Técnicos de Colheitas Sara Margarete Duarte Rodrigues
Daniel Silva Gongalves
Administrativos Dulce Dias

Maria Teresa Santos

FLUXO DE AMOSTRAS
O fluxo de amostras diario do LAC é bastante variavel, mas encontra-se na média de 15 a 20

utentes diariamente.
Valéncias
O LAC presta servigos a comunidade nas seguintes valéncias:

» Bioquimica

» Hematologia

» Imunologia

» Microbiologia

» Endocrinologia
Funciona ainda como local de ensino sobre andlises clinicas, quer para alunos do MICF que
realizam estagio extracurricular no laboratério quer para alunos do MAC que tém aulas
praticas das unidades curriculares de Hematologia, Imunologia Complementar e Bioquimica

Clinica |, os quais também podem realizar estagio no laboratorio.

ACORDOS
O LAC possui um acordo com a Unidade de Alcoologia do Instituto da Droga e da

Toxicodependéncia do Centro, em que semanalmente, dois dias por semana, sao enviadas
amostras de utentes desta unidade para o LAC para que sejam analisadas, em qualquer das
valéncias do LAC e cujos resultados sao transmitidos de forma informatica novamente para a

Unidade de Alcoologia.



Para além de todas as técnicas e métodos utilizados na rotina diaria o laboratério tem ainda
uma parceria com o Laboratério de S. José, que tem como objectivo permitir providenciar
todo o tipo de analises que possam ser requeridas pelos nossos clientes e que por ventura o
LAC nao as realize, por motivos de pouca quantidade de amostras para o parametro em
causa ou entao porque o método ou técnica necessario para a determinagao do parametro

em causa nao se encontra instalado e validado no LAC.

EQUIPAMENTOS

Tabela Il - Equipamentos utilizados no LAC

Equipamentos utilizados no LAC Provas Identificacdo

Beckman Coulter MAX’M Hematologia

Figura | - MAX'M (foto LACFFUC)

SAS-| e SAS-2 da Helena - Proteinograma

BioSciences Europe

Figura 2 - SAS-1 e SAS-2 (foto
LACFFUC)

S /2.
Combi scan 100 — Analyticon Urina tipo Il [""./ h" —

Figura 3 - Combi scan 100 (foto
LACFFUC)




SEDY-12 da UNIQUE Diagnostics VS

Figura 4 - SEDY-12 (foto LACFFUC)

SPOTLYTE Na/K/Cl ANALYZER lonograma

Beckman Olympus AU400 Bioquimica

Figura 6 - AU400 (foto LACFFUC)

VIDAS 30 da Biomérieux Imunologia

OPTION 4 Plus da Biomérieux Coagulacao

Figura 8 - OPTION 4 Plus (foto
LACFFUC)

ESTRUTURA FiSICA DO LAC

O laboratorio de analises clinicas tem uma sala de recegao aos clientes que funciona como

secretariado e como sala de espera para clientes que necessitem de esperar para fazer as
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suas colheitas. Uma sala de colheitas onde sao feitas as colheitas de amostras de produtos
biologicos aos clientes para posterior anadlise. Possui ainda gabinete para as especialistas
responsaveis pelo LAC, uma sala de reunides para reunides programadas ou que sejam
necessarias entre o pessoal do laboratério ou com fornecedores, entidades externas ou
outras que possam surgir, e por fim um armazém para todo o material em stock que nao
necessita de frio, como sejam material de colheitas e tubos e pontas de pipeta e também um
armazém para reagentes que precisam de frio e que ficam armazenados em frigorificos. O
LAC esta dividido pelos seus diversos sectores, de acordo com o tipo de técnicas e
amostras que sao utilizadas em cada zona, havendo sempre intercomunicagao entre as
diversas areas de forma a ser possivel obter a melhor qualidade de resultados possivel. No
laboratério encontra-se também disponivel para consulta o manual de boas praticas
laboratoriais, bem como o manual com as analises realizadas no laboratoério e respectivas

técnicas usadas na sua determinagao.

SISTEMA DE CONTROLO DA QUALIDADE
O LAC segue um Sistema de Controlo da Qualidade que se encontra descrito no MBPL do

mesmo, bem como a sua Politica de Qualidade com a descricao de todos os processos

necessarios a implementacao e aplicagao do mesmo. (ver anexo |)

AVALIACAO EXTERNA DE QUALIDADE
No LAC, participamos em varios Programas de Avaliagao Externa de Qualidade. Programas

de quimica clinica, hemoglobina Alc, coagulagao, endocrinologia, marcadores tumorais e
marcadores virais. Em hematologia participamos em programas para o controlo de contagem
celular e controlo de morfologia celular. Assim, para as contagens celulares recebemos
periodicamente amostras do Instituto Ricardo Jorge, que sao devidamente homogeneizadas e
posteriormente analisadas uma Unica vez, sendo os resultados enviados apds transcrigao dos
mesmos para os formuldrios de resposta enviados em conjunto com as amostras. Para o
controlo de qualidade externo de morfologia celular em ESP, o LAC recebe periodicamente
conjuntos de trés laminas com esfregacos de sangue periférico corados, para as quais nos
sao fornecidas as informagdes clinicas e analiticas consideradas relevantes para a
interpretacio do caso clinico e o formulario de resposta onde nos é pedido que
identifiquemos as alteragdes morfologicas presentes mais relevantes e uma sugestio de
diagnostico de acordo com os achados morfoldgicos encontrados na lamina e as

informagoes dadas pelo Instituto Ricardo Jorge acerca da mesma.



REsiDUOS
O tratamento de residuos no LAC segue as normas da legislagao em vigor e foi estabelecido

um contrato entre o LAC e uma empresa especializada no transporte de residuos perigosos,
para que o acondicionamento e eliminagao dos mesmos possa ser feito da forma mais

correta. Os diferentes tipos de residuos sao separados da seguinte forma:

Tabela Ill - Separacdo de residuos no LAC (adaptado do MBPL do LAC)

Tipo de Residuo Eliminacao

Grupo |
Residuos
equiparados a

urbanos

Acondicionados, junto a produgao, em contentores pretos. Tratados

como residuos urbanos.

Residuos

hospitalares nao

Acondicionados, junto a produgao, em contentores pretos.

perigosos
Grupo 11 Acondicionados, junto a produgao, em contentores verdes, resistentes.
Residuos Armazenados em local especifico até recolha por empresa

hospitalares de

risco bioldgico

especializada.

Grupo IV
Residuos

hospitalares

Cortantes e perfurantes: Acondicionados, junto a producao, em
contentores amarelos, imperfuraveis, com sinal de risco biolégico.

Armazenados em local especifico até recolha semanal pela empresa

especificos especializada contratada.
Produtos quimicos nao sujeitos a legislagcao especifica: Acondicionados
em contentores brancos, estanques. Armazenados em local especifico
até recolha semanal pela empresa especializada contratada.
PROCESSO ANALITICO

Fase Pré-analitica
Quando um cliente entra no laboratério é feito o registo das requisicoes médicas na zona da

recepcao. E necessario ter sempre em atengao a situagao em que o cliente se encontra e se
o mesmo é compativel com a realizagdo das provas que sdo requisitadas, tal como seja o

jejum para provas de glicose ou colesterol. Em seguida o cliente é encaminhado para a sala
7



de colheitas, onde se faz a recepgao de colheitas passiveis de serem realizadas em casa pelos
clientes, bem como a colheita das restantes amostras necessarias. Devem ser feitas as
identificacoes das amostras o mais corretamente possivel para que nao haja possibilidade de
troca ou ma utilizacio da mesma.

Aqui nesta fase é necessario fazer a distingao entre quantidades de amostra necessaria e tipo

de amostra necessaria. Existem no LAC 4 tipos de tubo de colheita de sangue periférico:

Tabela IV - Tipos de tubo de colheita do LAC

Conteudo Cor Concentracao Provas
tampa

Sem Nao aplicavel Soro Bioquimica

anticoagulante o Imunologia

EDTA K3 o [,5 +/- 0,25mg/ ml sangue Sangue Hematologia
total

Citrato de o 3,2% (32g/L) na proporgao de 9 Sangue Coagulagao

sodio volumes de sangue para | de total

anticoagulante
Citrato de o 3,2% (32g/L) na proporgao de 4 Sangue VS
sodio volumes de sangue para | de total

anticoagulante

Para além destes existem ainda recipientes estéreis para colheita de urina e de fezes, tubos
com meio de transporte para colheita, com ajuda de zaragatoa, de exsudatos faringeos,
nasais, vaginais ou uretrais. Temos ainda solugdes com concentragao conhecida de glicose
(75g/200ml) para a realizagao de provas como a tolerancia oral a glicose. Por fim, existem
ainda no LAC bisturis e caixas de petri para colheita de raspagens de unhas, destinadas a

pesquisas micologicas.



Fase Analitica
O LAC executa as mais diversas analises que estao associadas as diversas valéncias, tais

como:

Tabela V - Analises bioquimicas executadas no LAC
Bioquimica

Metabolismo

glucidico

Ficha lipidica

I6es e metais

Ferro lonograma (Na,K,Cl)

Proteinas

Anticorpos Factor reumatoide TASO
Metabolismo

hepatico

GGT

Metabolismo renal

Albumina de baixa concentragao

Tabela VI - Anidlises microbiolégicas executadas no LAC

Microbiologia

Bacteriologia Coprocultura Exsudados (vaginal, uretral, faringeo e~ Urocultura
nasal)
Micologia (unhas, raspados) Exsudado vaginal
Parasitologia Exsudados (vaginal, Parasitologico de fezes

uretral)

_ Pesquisa de Rotavirus e Adenovirus nas fezes



Tabela VII - Analises imunolégicas executadas no LAC

Imunologia

Marcadores infecciosos

HBV HCV HIV 1 e Rubéola CMV
2
TXG TXM VDRL
Marcadores tumorais

CEA CA 125 CA 199 PSA Ferritina
PRL Estradiol FSH LH Testosterona

Progesterona TSH FT4 e T4 FT3eT3

Anticorpos anti- ATG ATPO
tiroideus
Pesquisa de sangue oculto nas TIG
fezes

Fase Pés-analitica
E nesta fase que é feita a validagao biopatoldgica dos resultados obtidos e a passagem dos

mesmos para as folhas de trabalho para que depois possam ser processados
administrativamente. E aqui feita também a interpretacio dos resultados obtidos de forma a
perceber se estes se encontram concordantes com o estado do/a cliente nas valéncias em
que foi analisada a amostra.

Sao emitidos todos os relatorios com os resultados das andlises, assinados pelo especialista,
os quais serao depois entregues ao cliente que os requisitou ou outro requisitante,

respeitando sempre as regras de confidencialidade.
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HEMATOLOGIA

A hematologia € um ramo da medicina que se dedica ao estudo do sangue e de todos os
seus componentes figurados e nao figurados, relacionando ainda estes elementos a todos os
orgaos que por eles sao afetados e a patologias que dessa associagao derivam. Estuda todos
os componentes sanguineos desde a sua origem até a sua morte ou destruigao.

A hematopoiese é o processo pelo qual se da a formagao de novas células sanguineas,
processo este que esta dependente de varios factores de crescimento bem como de
microambientes adequados ao crescimento e diferenciagao das diferentes células. A medula
ossea € o local mais apropriado para que este processo possa ocorrer, mas a hematopoiese
nao ocorre apenas a nivel medular. Comega com a primeira célula percursora de todas as
células sanguineas, uma stem cell multipotente, que mais tarde ira dar origem a 2 linhagens
distintas, sendo elas a mieloide e linfoide. Dentro da linhagem linfoide, a diferenciagao
ocorre com linfoblasto, prolinfécito e no final células dendriticas, linfoécitos NK e ainda
linfocitos maduros T e B, sendo que estes ultimos ainda originam plasmocitos. Estes
linfocitos T e B e ainda as células dendriticas sao passiveis de aparecerem nos tecidos, além
do sangue periférico."” (Figura 9)

Na linhagem mieldide ha separagao em trés vias de maturagao distintas: a linhagem
eritrocitaria, plaquetaria e ainda linhagem leucocitaria. A via de formagao de plaquetas inicia-
se com megacarioblasto, seguido por um promegacariocito, que posteriormente da origem
ao megacariocito trombocitogénico (célula polinucleada) e por fim as plaquetas em
circulagao. As plaquetas resultam da fragmentacao do citoplasma dos megacariocitos e cada
uma destas células pode dar origem a cerca de 16000 plaquetas. A linha eritroide é
composta por: proeritroblasto, eritroblasto basofilo, eritroblasto policromatico e
eritroblasto acidofilo, reticulocitos (com maturagao na medula e sangue periférico) e
eritrocitos. Para os leucocitos a maturagao inclui: mieloblasto, que ira dar origem a varias

células: (Figura 9)

e monoblasto, promondcito e mondcitos na circulagao periférica, macréfagos nos
tecidos.

e promieldcito, mieldcitos (neutrdfilos, basofilos e eosindfilos), metamielocitos,

bastonetes e neutroéfilos, eosinéfilos e basofilos.

e mastdcitos, que vao surgir apenas nos tecidos."” (Figura 9)
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Figura 9 - Esquema da hematopoiese humana (retirada de Clinical Hematology, Theory & Procedures, Fifth

Edition, Mary Louise Turgeon, 2012, page 78)

A hematologia é uma das areas com maior volume de amostras didrias, sendo o sangue total

colhido com EDTA K3 a amostra de eleicao. O EDTA K3 é usado devido as suas

propriedades anticoagulantes pois forma um complexo irreversivel com o calcio mas

também devido a sua capacidade de funcionar como anti-agregante plaquetar.""? No LAC o

contador automatico utilizado para processar estas amostras € o MAX’M da Beckman

Coulter. Este contador automatico de particulas realiza as contagens utilizando o Principio de

Coulter, que se baseia na impedancia para fazer as contagens celulares. Utiliza ainda a

tecnologia VCS para fazer a contagem diferencial de leucdcitos, a formula leucocitaria. Os

procedimentos diarios de manutengao, modo de funcionamento, rotina de trabalho,

reagentes e validacdo para o contador automatico, encontram-se descritos na ITA02 do

MBPL do LAC. (ver anexo 2)
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HEMOGRAMA

O hemograma é uma das andlises mais

requisitadas no LAC e também é uma das

que tem maior importancia no diagnéstico e

monitorizagao de patologias, nao s6 as que
estao ligadas directamente ao sangue ou seus
elementos figurados mas também outras que
possam eventualmente ser sistémicas. No
geral permite-nos ter uma ideia de como se
encontra o sistema imunitario e
hematopoiético. Esta é uma andlise que é
composta pelas contagens das diferentes
células  maduras sanguineas e pelas

quantificagdes de varias constantes relativas

a mesma amostra. A observacio ao

micrOSC6pio 6ptiCO do eSfregago sanguineo Figura 10 - Contador hematolégico MAX'M (foto
também ¢é realizada, nos casos em que tal se LACFFUC)

justifique. Estes casos sao, por exemplo, uma

contagem muito baixa ou muito alta em qualquer das populagoes sanguineas, impossibilidade
de fazer contagem de alguma das populagdes ou a nao realizagao da férmula leucocitaria

pelo contador.

ESFREGACO DE SANGUE PERIFERICO
O esfregago sanguineo é uma ferramenta muito Util nos casos acima descritos pois além de

permitir fazer a contagem diferencial dos leucocitos, permite também observar a morfologia
de todas as linhagens sanguineas e fazer a identificagao de células anormais ou alteragoes
morfoldgicas significativas, o que vai ajudar na classificagao de muitas patologias como sejam,
por exemplo, as anemias. Este esfregaco sanguineo tem de ser fixado com metanol para que
em seguida se possa realizar a coloragado do mesmo através da coloragao de MayGriinwald-

Giemsa.®
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Os valores de referéncia para um hemograma de individuos adultos e saudaveis sao:

Tabela VIII - Valores de referéncia Hemograma

Parametros Valores de referéncia
Homens | 4,5-5,9x10'2/|
Mulheres | 4,1-5,1x10'2/|

Eritrocitos

Hemoglobina Homens 140-175 g/l
Mulheres| 120-153 g/l
Hematoécrito Homens 0,42-0,50 I/

Mulheres | 0,36-0,45 I/l

VCM Adultos 80-96 fl
HCM Adultos 27-33 pg
CHCM Adultos | 300-350 g/I
RDW Adultos [1,6-14%
Leucécitos Adultos | 4,0-11,0x10%1
Adultos # %
Neutrofilos 2,0-7,0x10%1 (40-80%)
Linfocitos [,0-3,0x10%1 (20-40%)
Mondcitos 0,2-1,0x10%/1  (2-10%)
Eosinofilos 0,02-0,5x10%1  (1-6%)
Basoéfilos 0,02-0,Ix10%1  (<1%)
Plaquetas Adultos | 150-400x10°%/1

OBSERVACAO DE ESP

As alteragcoes que podem ser verificadas através da andlise dos valores absolutos das
contagens celulares e a identificagao das células normais no ESP estao resumidas no seguinte

quadro:

14



Tabela IX - Identificagao de células do sangue periférico e alteragoes dos valores de contagem

Tipo de célula

Imagem em ESP

Alteracdao na contagem

Eritrocitos > células anucleadas
coradas de forma acidofila, devido a
presenca de hemoglobina no seu
interior, com forma arredondada e
biconcava denunciada pela ligeira

hipocromia central da célula.®

Aumento: eritrocitose

<, | Diminuigio:eritropenia

Figura |1 — Eritrécitos
(foto LACFFUC)

Plaquetas - fragmentos celulares de
tamanho muito reduzido com forma
irregular com presenca de granulos no

seu interior.(®

Aumento:trombocitose

Diminuicao:trombocitopenia

Figura 12 - Plaquetas
(foto LACFFUC)

Neutroéfilos = células com citoplasma
acidoéfilo, com nicleo lobulado com
cromatina densa (entre 3 a 5 I6bulos)
e presenca de granulos neutréfilos no

citoplasma.®

Aumento:neutrofilia

Diminuigao:neutropenia

Figura 13 - Neutrofilo
(foto LACFFUC)

Eosinofilos > células com citoplasma

acidéfilo, nucleo normalmente

bilobado com cromatina densa e com
presenca de

granulos  grandes

acidéfilos por todo o citoplasma.®

Aumento:eosinofilia

Figura 14 - Eosindfilo
(foto LACFFUC)

Basofilos > células com citoplasma
acidofilo, com nucleo lobulado (entre
2 a 3 Iobulos) com cromatina densa e
com presenca de granulos grosseiros e
grandes baséfilos que estdo
distribuidos pelo citoplasma mas que
podem estar sobrepostos ao nucleo

também.®

v Lo P Aumento:basofilia

Figura 15 - Basofilo
(foto LACFFUC)
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Linfocitos > células normalmente

pequenas, com citoplasma baséfilo, ; Aumento:linfocitose
nicleo sem I6bulos e com cromatina . Diminuigao:linfopenia
normalmente densa e com alta
relacdo nucleo/citoplasma, sem Figura 16 - Linfécito
presenca de granulos ou com (foto LACFFUC)
presenca de granulacées azurofilas

apenas na periferia do citoplasma.®

Monocitos = células com citoplasma

baséfilo de tamanho variavel e forma g Aumento:monocitose
variavel também, com nicleo sem Diminuigao:monocitopenia
I6bulos mas de forma variavel a

(normalmente em forma de U) e com

cromatina laxa, podendo haver ainda Figura 17 - Monécito
(foto LACFFUC)

presenca de vacuolos na célula.(®

Devemos estar cientes de que as células nem sempre se apresentam de acordo com estas
caracteristicas principais e por isso devemos analisar com atengao a sua forma e coloragao
de todas as suas estruturas, para que possamos fazer uma correcta identificagao do tipo de

células que estamos a visualizar.

ERITROCITOS
Na sua constituicao normal o eritrocito possui na sua membrana proteinas como a actina,

anquirina, proteinas de banda 3, banda 4.1, banda 4.2, espectrina, que no seu conjunto vao
contribuir para que este tenha a sua forma biconcava caracteristica, mantendo a sua principal
funcao que é o transporte de oxigénio de forma apropriada através dos capilares sanguineos.
Alteragdes na formagao destas proteinas, como alteragcoes genéticas, vao provocar
malformagoes membranares com producgao de eritrocitos todos semelhantes com a mesma
deformagao, causa esta que normalmente origina patologias com caracteristicas bem
definidas e de facil identificagdo, tais como a esferocitose hereditiria ou eliptocitose
hereditaria.®” Estas formas alteradas dos eritrécitos resultam entio de alteracdes no
citoesqueleto ou alteragoes das proteinas membranares. Modificagdes na conformagao do
eritrocito podem ainda resultar de alteragdes na formagao e produgao de hemoglobina,
normalmente associados a defeitos genéticos ou a deficiéncias na sua produgao. Assim,

relativamente aos eritrocitos, podemos encontrar varias formas alteradas num esfregago
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sanguineo podendo estas estar ligadas directamente a patologias especificas ou situagoes de

inflamacio ou infeccio. 'V

Os achados mais comuns relativos a esta matéria sao:

Tabela X - Altera¢cées morfologicas dos eritrécitos

Tipo de célula

Acantocitos/equinocitos — eritrécitos com espiculas na
sua membrana que estao associados geralmente a patologias
hepaticas e/ou consequéncias de alcoolismo crénico, uma
vez que estas alteragoes podem resultar de modificagoes no
metabolismo do colesterol, importante na manutengao da

estabilidade da membrana celular. 9

Figura 18 - Acantdcitos (retirado de
Practical Haematology, Dacie and Lewis,
Eleventh Edition, Elsevier, 2011, chapter

5 - page 82)
Esferécitos — resultam de alteragSes genéticas nas ‘, 0-"
1 .
proteinas eritrocitarias como a banda 3, banda 4.I, C c( Qe i
- . ~ G © 've. 9. YV 'a
anquirina ou espectrina, ou entao resultam da sensibilizagao 0\‘:.(‘ 0o (% Q\g
N 9 0 )

dos eritrocitos com anticorpos especificos para proteinas
dos mesmos. Perdem a sua maleabilidade e diminuem o seu
tamanho devido a forma esférica que adquirem, ficando
desta forma mais frageis também a alteragdes osmédticas

que possam ocorrer.(*6 9 12-14)

Figura 19 - Esferocitos (retirado de
Practical Haematology, Dacie and Lewis,
Eleventh Edition, Elsevier, 2011, chapter
5 - page 77)

Eliptocitos — resultam das mesmas alteragoes genéticas
que ocorrem no caso dos esferdcitos, mas em proteinas
diferentes ou de forma menos severa, dai que a deformagao
dos eritrocitos nao seja tio intensa, sendo de qualquer
forma comprometida a sua fungao normal devido a estas

alteragoes.(*-6.9)

Figura 20 - Eliptocitos (retirado de
Practical Haematology, Dacie and Lewis,
Eleventh Edition, Elsevier, 2011, chapter
5 - page 73)

Drepanocitos — também designados por células em foice,
resultam de uma alteragao qualitativa da hemoglobina, neste
caso ha formagao de origem genética de hemoglobina S,
pela substituicdo de | aminoacido nas cadeias B da
hemoglobina (6-acido glutamico > 6-valina), provocando
uma precipitacao desta hemoglobina no interior dos

eritrocitos no caso de haver baixa de pressao de oxigénio,

o que vai provocar uma rigidez dos eritrocitos e por

’\\

Figura 21 - Drepandcitos (retirado de
Practical Haematology, Dacie and Lewis,
Eleventh Edition, Elsevier, 2011, chapter
5 - page 84)
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consequéncia uma deficiéncia da sua fungdo normal. Sio

caracteristicos da drepanocitose ou anemia falciforme.* 2. 13)

Dacriécitos — células em forma de lagrima que aparecem
devido a deformagdes na membrana eritrocitaria e que
estao associadas a situacdes de anemia ou situacoes mais

graves como a mielofibrose ou insuficiéncia renal.* %)

Figura 22 - Dacriocitos (retirada de
Clinical Hematology, Theory & Procedures,
Fifth Edition, Mary Louise Turgeon,
2012, chapter 6 - page 134)

Esquizocitos — eritrocitos que podem resultar de perdas

de parte da membrana por parte dos eritrécitos
previamente normais, sendo muitas vezes por esta razao
denominados de fragmentos de eritrécitos. Podem resultar
de problemas a nivel de circulagao sistémica, como as PTT
ou PTl, ou ainda de motivos iatrogénicos como as

substituicoes de valvulas cardiacas, por exemplo.* 9

Figura 23 - Esquizdcitos (retirado de
Practical Haematology, Dacie and Lewis,
Eleventh Edition, Elsevier, 2011, chapter
5 - page 80)

Células em ‘“‘charuto” (leptécitos) — sio células muito
caracteristicas de formato comprido e achatado, que
aparecem frequentemente nas anemias sideropénicas e

permitem ajudar no diagnéstico das mesmas.* 9)

Figura 24 - Leptécitos (foto LACFFUC)

Estomatocitos — células que apresentam uma depressao
descorada e central no seu interior, que podem resultar de
alteragoes a nivel da permeabilidade membranar aos ides e
que sdo caracteristicas do consumo cronico de alcool ou de

problemas renais.* 9

(o)

Figura 25 - Estomatocitos (retirado de
Practical Haematology, Dacie and Lewis,
Eleventh Edition, Elsevier, 2011, chapter
5 - page 73)
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Células em alvo (coddcitos) — apresentam-se como

células que possuem uma zona descorada em redor de um

ponto corado e concentrado a nivel central, que resultam

principalmente de problemas hepaticos-* 9

Figura 26 - Coddcitos (retirado de
Practical Haematology, Dacie and Lewis,
Eleventh Edition, Elsevier, 2011, chapter
5 - page 83)

Inclusées eritrocitdrias

Podem ser observadas no ESP no interior dos eritrocitos e resultam de varios

factores e até de niveis diferentes de hematopoiese. As que por mim foram

observadas sao:

Tabela XI - Inclusdes eritrocitarias

Corpos de Howell-Jolly: resultam de precipitados de
DNA que se encontram presentes no citoplasma dos
eritrocitos devido a nao serem retirados dos mesmos
aquando da sua passagem pelo bago, dai que estes
corpos se encontrem em individuos que foram
esplenectomizados, que tem algum tipo de anemia

hemolitica ou ainda anemia megaloblastica.* 10

Pontuado baséfilo: resulta da precipitacio de
ribossomas que estdo ainda presentes no eritrécito e
podem surgir devido a anemias hemoliticas, a
intoxicagoes por metais pesados como o chumbo,
deficiéncias nutricionais e ainda uso de drogas

citotoxicas.(* 10)
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Figura 27 - Corpo de Howell-Jolly (foto
LACFFUC)
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Figura 28 - Pontuado baséfilo (retirado de
Practical Haematology, Dacie and Lewis,
Eleventh Edition, Elsevier, 2011, chapter 5 -
page 74)




Policromasia: variagdo de coloragao de alguns
eritrocitos em relagao aos restantes, apresentando-se
com uma coloragao ligeiramente mais
azulada/acinzentada, na coloragao de MayGriinwald- J
Giemsa. Este tipo de achado pode corresponder a uma

producao mais acelerada de eritrécitos por parte da

. ; - L Figura 29 - Policromasia (foto LACFFUC)
medula, pois estas células sao mais imaturas que os

eritrocitos podendo representar a populagio de

reticulocitos existentes na amostra.* 10)

PLAQUETAS
Resultam da fragmentagao do megacariocito e tém como fungao principal a intervengao no

processo hemostatico do organismo, evitando a ocorréncia de hemorragias. Relativamente a
populagao plaquetar no ESP, também podemos encontrar diferentes tipos de populagao,
sendo que a anisocitose plaquetar é bastante comum, seguida pela presenca de plaquetas
gigantes. Estas plaquetas gigantes resultam de um deficiente processo de produgiao das
mesmas, que pode resultar de um défice de factor estimulador da trombopoiese, a
trombopoietina, que esta associado a estados de faléncia hepatica, como a que encontramos
em certos individuos alcoodlicos. Podemos também encontrar diferentes tipos de agregacao
plaquetar presente na amostra apesar de esta ser posta em contacto com anticoagulante
previamente. Assim, podemos estar perante uma agregacao devido a produgio de
anticorpos anti-EDTA que vao consumir o anticoagulante usado e desta forma permitir que
as plaquetas se agreguem. Por outro lado podemos ter uma agregagao que pode indicar
patologia ou apenas estados transitorios de ineficicia na produgao das mesmas, que se

refletem numa agregaciao em "tapete" em que varias plaquetas se encontram agregadas.'®

LEUCOCITOS
Sao as células que tém como funcao fazer a defesa do nosso organismo contra material

estranho, seja ele microorganismo ou moléculas toxicas. Estao diferenciados em 5 diferentes
tipos (neutrdfilos, eosindfilos, basofilos, linfocitos e mondcitos) e cada um tem um
desempenho especifico na nossa defesa. Enquanto uns sao responsaveis por processos de
fagocitose (neutrofilos e monocitos), outros estao mais envolvidos na libertagao de
moléculas citotoxicas (linfocitos), no reconhecimento de antigénios ou na produgao de

anticorpos (linfocitos). Em resumo estas sao as células responsaveis pelo nosso sistema
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imune, inato e adquirido.""” Podemos encontrar as mais diversas alteragdes face ao que seria

normalmente de esperar, tais como:

e Alteragoes nos granulos
e Numero de lobulos
e Presenc¢a de mononucleares atipicos

e Células imaturas (blastos ou percursores medulares)

Existem ainda outras alteragdes nao especificas logo torna-se dificil saber delinear
claramente o que poderemos encontrar e neste, tal como em todos os casos, é necessario
olhar caso a caso para conseguirmos tragar estratégias e chegarmos a conclusoes acerca do
que estamos a observar e do que é ou nao importante para ajudar no diagnostico ou
monitorizagao de patologias. Apresento alguns exemplos de células atipicas por mim

encontradas.

Tabela XII - Leucacitos ndo caracteristicos

Figura 30 - Linfocito atipico (foto Figura 31 - Mononuclear atipico (foto Figura 32 - Mononuclear atipico (foto
LACFFUC) LACFFUC) LACFFUC)

ANEMIAS
Através da andlise realizada num hemograma podemos fazer o despiste de uma das

patologias mais comuns na comunidade, a anemia. A anemia é definida pela OMS como
sendo um valor de hemoglobina inferior a 12g/dL para as mulheres e inferior a 13g/dL para
os homens."'® ' HEMOGLOBINA

A hemoglobina é uma proteina quaternaria constituida por uma parte globinica que esta
dividida em 4 cadeias proteicas, sendo as cadeias o e § as mais comuns no adulto formando a
hemoglobina A, e ainda por uma parte nao proteica constituida por 4 grupos heme que tém

capacidade para transportar 4 ides de ferro na sua forma de ferro ferroso (Fe*), pois este é
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o que vai permitir a ligagao da hemoglobina ao oxigénio. As principais hemoglobinas do

adulto sao a Hb A(02p2), Hb A2(0252) e Hb F(a2y2).

llustracdo 2 - Hemoglobina A (retirada de Clinical Hematology, Theory & Procedures, Fifth Edition, Mary
Louise Turgeon, 2012, chapter 2 - page 98)

Assim, a hemoglobina tem a capacidade de transporte de 4 moléculas de oxigénio na sua
forma de oxihemoglobina. Mas para além desta forma podemos ainda encontrar no nosso
organismo as formas de desoxihemoglobina quando esta nao estd ligada a moléculas de
oxigénio e ainda a carboxihemoglobina quando esta se encontra ligada a monoxido de
carbono. Um outro tipo de hemoglobina pode aparecer, a metahemoglobina, que resulta de
uma presenca de Fe’* na molécula e um défice na distribuicio de O, pois este nio é ligado
nem distribuido pelos tecidos. A sua principal fungao é o transporte de oxigénio, devido a
ser transportada pelos eritrocitos, para todos os tecidos. Ora se a quantidade de
hemoglobina diminui facilmente percebemos que isso vai ter repercussoes em todos os
tecidos do organismo nao havendo a correcta oxigenagao dos mesmos e nao vai ser possivel
estes terem o seu funcionamento normal.

O volume globular médio dos eritrocitos ¢ medido exactamente pelo contador MAX'M
através da metodologia de impedancia e é dado o valor médio medido pelo contador, apos a
passagem de todos os eritrocitos. As restantes constantes eritrocitarias sao calculadas pelo

aparelho automaticamente através das seguintes formulas:

Tabela XIIl - Constantes eritrocitarias

HCM: hemoglobina g/L  pg (10')) CHCM: hemoglobina (g/L) g/L

eritrécitos x 10'2 /L hematécrito (L/L)
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O RDW ¢é um valor percentual que nos indica o indice de variagio de tamanho dos
eritrocitos, ou seja, da-nos ideia acerca da anisocitose presente nos eritrocitos da amostra,
através da divisao entre o desvio padrao do histograma eritrocitario e o VGM, multiplicado
por 100.

Existem varios tipos de anemia com etiologias diferentes, mas se as caracterizarmos de

acordo com os pardmetros eritrocitarios VGM e HCM, temos a seguinte divisao:!'**"

Tabela XIV - Caracterizacdo de tipos de anemia

Anemia Constantes Causas

eritrocitarias

Anemias sideropénicas

Microcitica VGM < 80fl Anemias sideroblasticas
hipocréomica HCM < 27pg Talassémias

Normocitica VGM 80-96fl Anemias das doencas cronicas
normocrémica HCM 27-33pg Anemias hemoliticas

Anemias megaloblasticas:
Macrocitica VGM > 96l e deficiéncias em vitamina BI2 e acido
folico (folatos)
® anemia perniciosa
Anemias ndo megaloblasticas:
e medicamentos

e 3lcool

Esferocitose hereditaria

Hipercromica HCM > 33pg AHAI

RETICULOCITOS
Os reticulocitos (Retc) sao os percursores imediatos dos eritrocitos e estes podem ser

encontrados em circulagio no sangue periférico em situagao fisiologica, sendo os seus
valores normais entre 0.5% e 2.5%, representando este valor a percentagem de reticuldcitos
entre o total de eritrocitos, na circulagao. Estas células ja nao possuem nucleo, tal como os
eritrocitos, mas no seu citoplasma é possivel observar a presenca de fragmentos de
ribossomas ou mitocondrias quando sujeitos a coloragao especifica. A coloragao que deve
ser realizada para fazer a observagao e contagem de reticuldcitos utiliza azul-de-metileno

novo. Esta mistura do sangue com o corante vai fazer com que as estruturas restantes no
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citoplasma do Retc precipitem e assim vamos poder observar no microscopio o “reticulado”

que lhes da o seu nome.

’

Figura 33 - Reticuldcitos (retirado de Practical Haematology, Dacie and Lewis, Eleventh Edition, Elsevier,
2011, chapter 3 - page 34)

Tera de ser feita a contagem de um numero de cerca de 1000 eritrocitos e correspondente
numero de reticuldcitos a eles associados, sendo a percentagem de reticuldcitos dada pela
razao entre o nimero de Retc contados sobre o nimero de GV contados multiplicada por
100. O seu numero absoluto é dado pela razao entre a percentagem que obtivemos de Retc
e o numero de eritrécitos da amostra, sendo o resultado dado em valor de reticulocitos
x10°/L. Os valores normais para este parimetro encontram-se entre 50 e 100 x10°/L.

A contagem e quantificagdo de Retc é importante para percebermos se a medula esta a
funcionar correctamente e se estd a haver uma eritropoiese eficaz, uma vez que em casos de
anemia hemolitica iremos encontrar uma percentagem de Retc aumentada no sangue
periférico, correspondente ao facto da medula tentar compensar a perda excessiva de GV.
Um aumento do nimero de Retc vai corresponder entio a uma resposta favoravel da

medula a patologia em causa.!"'”
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CAsos CLiINICOS

CASO CLiNIcO |

Mulher com 31 anos de idade, sem informagao clinica.
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llustracdo 3 - Caso clinico |

Face aos resultados obtidos podemos verificar a existéncia de uma anemia que podemos
considerar ja severa (9.9g/dl de HGB), que em conjunto com os valores dos parametros
eritrocitarios podemos dizer que sera caracterizada como microcitica (VGM=70fl) e
hipocromica (HCM=22pg). As restantes populagdes de células sanguineas encontram-se
aparentemente normais e sem alteragoes. Numa primeira avaliagio podemos suspeitar de
uma anemia sideropénica, o que é suportado pela presenca de um RDW muito aumentado,
caracteristico destas situagoes e que revela um elevado grau de anisocitose dos eritrocitos,
sendo que no histograma dos eritrocitos é possivel verificar a presenga de uma elevagao
anormal do lado direito do grafico representativa de uma populagao ligeiramente dimorfica
de eritrécitos (ver ilustragio 2).'® 2 Assim e perante estes resultados impde-se realizar

um ESP para termos uma melhor perce¢ao do que realmente se passa com a amostra.




Tabela XV - Caso clinico | ESP

-
-
>
Figura 34 - Hipocromia eritrocitéria Figura 35 - Dacriécito (foto Figura 36 - Leptécito (foto LACFFUC)
(foto LACFFUC) LACFFUC)

No ESP foi verificada uma anisopoiquilocitose acentuada, eritrocitos hipocromicos e
bastantes eritrocitos em forma de "charuto" e dacridcitos, células estas que sio
caracteristicas de patologias como a anemia sideropénica. Podemos ainda acrescentar que a
amostra tinha um valor de VS=5mm/I*hora, ou seja, sem qualquer tipo de alteragao logo
poderiamos também descartar hipoteses como a anemia das doengas croénicas que
normalmente levam a um aumento do tempo de VS. Mas para podermos ter o diagnéstico
confirmado é necessario avaliar os niveis de ferritina, transferrina, ferro sérico e ainda TIBC,
sendo que todos estarao diminuidos com excepgao da TIBC se realmente se tratar da
patologia em suspeita. Nao foi possivel aceder aos dados destes testes confirmatérios uma
vez que nao foram requisitados pela cliente. No caso de anemias sideropénicas como
possivelmente sera o caso, o tratamento mais eficaz sera a terapia com ferro oral para que
os seus niveis possam ser regularizados e volte a haver uma produgao normal de

hemoglobina.('® ')
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CASO CLiNICO 2

Homem, 50 anos, consumidor cronico de alcool.
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llustracdo 4 - Caso clinico 2

Face a observagao do resultado vemos que ha alteragdes significativas em todas as
populagoes. Estamos, na avaliagdo eritrocitaria, perante uma anemia (Hb=10,2g/dI)
normocitica (VGM=84fl) e normocromica (HCM=27pg). Vemos ainda que o valor de RDW
se encontra elevado, correspondente a uma anisocitose celular. Normalmente este nao é o
quadro tipico de um doente alcodlico crénico, pois estes geralmente podem ou nao ter
anemia, apresentam um valor de VGM muito elevado devido ao consumo de alcool e ainda
uma falsa hipercromia dos eritrécitos devido ao valor de hematocrito que normalmente esta
baixo, como é o deste caso também, devido a desidratagao que estes doentes apresentam.
Na populagao plaquetar temos uma trombocitopenia muito severa em que o contador nem
conseguiu tragar o histograma das plaquetas, situagao esta que corresponde a uma falta de
produgao de trombopoietina, produzida no figado, orgao este que esta geralmente afectado
nestes doentes dependendo a severidade da trombocitopenia de acordo com a cronicidade
do alcoolismo. Quanto a populagao branca vemos que existe uma leucopenia também grave,
uma vez que o valor inferior normal é de 4x10°L. Esta situagio pode ser justificada pelo
facto de o alcool ter um efeito toxico ao nivel do organismo mas em concreto ao nivel
medular, o que vai afectar desde logo todas as células sanguineas.'" * No ESP foram
observadas as seguintes células, que vao de encontro ao que foi observado pelo contador

automatico:

27



Tabela XVI - Caso clinico 2 ESP

C

o

Figura 37 - Linfécito atipico (foto Figura 38 - Macrécito (foto Figura 39 - Plaquetas gigantes (foto
LACFFUC) LACFFUC) LACFFUC)

Para melhor perceber o que realmente se passava com este doente fomos estudar os
valores obtidos nas restantes analises requeridas para o doente. Assim, obtivemos os
seguintes resultados:

Tabela XVII - Caso clinico 2 Bioquimica

Resultados do doente (bioquimicos) Valores de referéncia

AST =56 U/L Homem < 31
ALT =28 U/L Homem < 34
FA =132 U/L 30-120
GGT =28 U/L Homem < 38 U/L
BT = 1.3mg/dI 03-12

BD = 0.4mg/dI <0.2

A analise destes valores deu-nos a informagao de que haveria destruigao de tecido, através
do aumento da AST, mas mesmo este nao € um aumento que seja significativo para o que
seria de esperar para um alcodlico crénico com um hemograma como o que vimos
anteriormente."" ?¥ Contudo estes resultados deixaram a suspeita de que o doente poderia
estar ja em fase de faléncia hepatica, dai nao haver resposta por parte das enzimas.
Verificamos que o doente tinha um valor de VS = |7mm/h, o que também ainda se encontra
dentro dos valores de referéncia para este parametro num homem, podendo ainda deixar
um pouco de lado a ideia de que a leucopenia poderia resultar de uma infegao pois neste

caso o valor de VS estaria mais elevado, presumivelmente. Bem, o doente tinha ainda
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requisitado provas de coagulagao, pelo que se efectuaram os tempos de protrombina e de

tromboplastina parcial activada. Obtivemos valores de:

Tabela XVIII - Caso clinico 2 Coagulacdo

TP Valores de referéncia TTPa Valores de referéncia

23.7seg I-14 39.0seg 22.6 - 35

INR = 2.26 09-12

Ora o tempo de protrombina é por exceléncia uma prova de fungao de sintese hepatica,

uma vez que estas vao refletir a capacidade de sintese hepatica, responsavel pela producao

de grande parte dos factores de coagulagao sanguinea. Neste caso o doente apresenta uma

alteragao significativa em ambas as provas, sinal de que ha uma afectagao grave do figado e a

capacidade de sintese do mesmo esta reduzida. Finalmente foi realizado o proteinograma a

amostra e obtivemos o seguinte resultado:

1 Albumina
2 Alfa1
3 Alfa 2
B Beta
S Gama
Total
Ratio A/G

llustracdo 5 - Proteinograma caso clinico 2

Rel.Area

40.02% L
4.14%
6.96% L
8.78%

40.10% H

067

Conc. (gh)

26.02
269
452
571

26.06

65.00

O proteinograma fornece-nos informagao acerca da maioria das proteinas do soro, sendo

que estas migram, de acordo com o seu tamanho e carga, em diferentes zonas e formam

cinco bandas bem definidas em que apenas a primeira é constituida por uma Unica proteina, a

albumina. A Jdltima banda e também a mais difusa corresponde a migragao das
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gamaglobulinas, principalmente as imunoglobulinas. O racio normal que se encontra nas
amostras entre a albumina e as globulinas é superior a |. A nossa amostra apesar de ainda
ter um valor normal de proteinas totais (65g/L) tem uma grande diminui¢ao no valor de
albumina e um aumento do valor da banda gama que come¢a a formar um pico melhor
definido, dai que resulte um racio entre estas duas fragoes inferior a |. Esta situagao é
bastante comum nos alcodlicos e cursa com o diagnodstico de cirrose hepatica, situagao em
que ha um aumento da banda gama devido a incapacidade do figado de eliminar as
imunoglobulinas que sao geradas no resto do organismo e leva a sua acumulagao. Esta
situagao também estd de acordo com todos os valores que encontramos previamente e com
a nossa suspeita inicial de faléncia hepatica, o que nos faz entender as altera¢oes profundas
que encontramos no hemograma inicial pois a incapacidade de metabolizar o alcool
consumido vai fazer com que este tenha uma maior efeito téxico na medula logo ha uma
hematopoiese ineficaz, bem como uma ineficacia hepatica na metabolizagao lipidica o que
pode em parte justificar a manutengao do VGM celular, a trombocitopenia devido a falta de
factor estimulante a trombopoietina. Por fim pode ainda haver ja algum comprometimento
renal devido a acumulagao de produtos de metabolizagao toxicos para as células renais e dai
que este facto possa explicar em parte também a anemia ja instalada, por falta do estimulante

("2 Devido a gravidade da situagio decidimos

a eritropoietina produzida a nivel renal.
contactar a Unidade de Alcoologia do IDT para relatar os achados de forma a poderem ser
tomadas as medidas necessarias o mais rapidamente possivel, sendo que nos foi transmitido
pelo clinico que seguia o doente que este se encontrava realmente em estado cirrético e

que iria ser colocado em lista de espera para transplante hepatico.
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CAso CLiNICO 3

Mulher de 69 anos, sem informacao clinica.
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Normal PLT Pop S%Ja 01171'71

llustracio 6 - Caso clinico 3

Ao analisarmos estes valores vemos que nos encontramos perante uma policitemia devido
ao aumento do numero de eritrocitos, acompanhada por uma microcitose (VGM=67fl) e
hipocromia (HCM=21pg). O RDW esta elevado mas nao € um aumento muito significativo e
deriva de alguma anisocitose natural da patologia em causa como descobrimos mais tarde.

De referir que nao existe anemia neste caso. Realizamos um ESP e foi observado o seguinte:

Tabela XIX - Caso clinico 3 ESP

50

Figura 40 - Microcitos (foto LACFFUC)  Figura 41 - Poiquilocitose (foto LACFFUC)

Com este quadro de resultados e auséncia de anemia a hipotese mais provavel de
diagnostico é a talassémia. As talassémias resultam da delecao de um ou mais genes
responsaveis pela codificagao das cadeias globinicas presentes em todas as moléculas de
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hemoglobina, sendo que todos os individuos saudaveis possuem 4 genes responsaveis pelas
cadeias o e 2 genes responsaveis pelas cadeias . As talassémias sao doengas hereditarias e
resultam de alteragdes quantitativas da hemoglobina. Podem ter varias apresentagoes
genotipicas e fenotipicas, indo desde talassémias minor, intermédias até major. Num
individuo adulto saudavel a hemoglobina presente em maior quantidade é a HbA (a2f32) que
corresponde a cerca de 96% da hemoglobina total, seguida pela HbA2 (0262) que atinge até
2.5% do total e ainda a HbF (02y2) que pode atingir até 1% do total. As caracteristicas
fenotipicas gerais da [- talassémia minor (cujo genes sao [}/-) sao habitualmente uma
microcitose acompanhada de uma hipocromia natural dos eritrocitos devido a menor
quantidade de hemoglobina que é produzida. Normalmente estas talassémias nao sao
acompanhadas de anemia ou entio podem ter anemia ligeira devido a compensagao que o
organismo faz produzindo mais HbA2 para utilizar as cadeias o que tem em excesso ligando-
as as cadeias 0 que nao estio afectadas, além do aumento de numero de eritrécitos de
forma a tentar compensar esta mesma perda de hemoglobina normal. Sendo assim, para
despiste destas patologias & necessario realizar uma electroforese de hemoglobinas de forma
a perceber se a HbA2 esta aumentada. No entanto € preciso ter atengao a situagoes em que
ha associagao de B- talassémia minor com J- talassémia onde o que vai acontecer é que
vamos ter uma HbA2 com percentagem normal, uma vez que nao existem também cadeias 6
para compensar o excesso de cadeias . As formas mais severas de talassémia, quer o ou J3,
levam a alteragoes mais graves dos eritrocitos e conduzem a anemias, obrigatoriamente,
sendo muitas vezes estes doentes dependentes de transfusdes sanguineas para sobreviver,
havendo problemas secundarios com excesso de ferro devido a estas transfusdes.'® ** 2 %)
Assim, para a nossa cliente foi feita uma electroforese de hemoglobinas, na qual obtivemos o

seguinte resultado:

Index Band Rel Ares Conc ()
1 HLA €200% 000
2 HbA2 IT % 000

Tosl 000

llustracdo 7 - Electroforese hemoglobinas caso clinico 3
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Como podemos facilmente identificar, ha uma reducao muito acentuada da percentagem de
HbA presente e um aumento proporcional de HbA2. Assim sendo, chegamos a conclusao
que a nossa amostra possui uma - talassémia minor que se encontra perfeitamente

compensada e sem anemia.

CAso CLiNICO 4

Mulher com 66 anos, sem informacao clinica.
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llustracdo 8 - Caso clinico 4

Na avaliagao plaquetar e eritrocitaria o hemograma apresenta-se normal mas na populagao
branca vemos que existe uma grande elevagao da contagem total de brancos, sendo que o
limite superior de referéncia é |IxI0’/L, mas esta elevagio é causada devido a uma
linfocitose percentual e absoluta. Pela observagao do scatter que nos é fornecido pelo
contador verificamos uma grande concentragao de células na zona onde habitualmente se
encontram os linfocitos maduros (ver llustragao 7), que sao caracterizados por possuirem
um tamanho pequeno e com uma baixa complexidade ficando estes entao representados no
primeiro quadrante esquerdo. Perante esta situacdo fomos realizar e observar o ESP para

podermos tirar mais conclusoes.
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Tabela XX - Caso clinico 4 ESP

. n
: ‘
: .
" ;

;\‘

Figura 42 - Linfocitos maduros (foto Figura 43 - Linfocitos maduros (foto Figura 44 - Sombra nuclear (foto
LACFFUC) LACFFUC) LACFFUC)

No ESP observamos realmente uma linfocitose marcada com presenca de linfocitos maduros
e pequenos com cromatina altamente condensada e muito escasso citoplasma e ainda
detectamos a presenga de bastantes sombras nucleares, que resultam da lise dos linfocitos
maduros que se encontram mais frageis e nao resistem a pressao aplicada na execugao do
esfregaco sanguineo. A cliente apresentava ainda um valor de PCR aumentado
(PCR=8,5mg/L - Val.Ref. <Img/L), valor este que pode estar relacionado com a doenga em
causa ou com uma prévia infecgao que a cliente relatou no acto da colheita da amostra. Com
estes achados muito provavelmente estaremos perante uma Leucemia Linfocitica Cronica,
provavelmente do subtipo LLC-B.””*) Esta doenga caracteriza-se por estes achados que
encontramos no nosso hemograma realizado e clinicamente é definida como um Linfoma
Nao-Hodgkin Indolente, sendo que geneticamente esta associada na maioria das vezes a uma
translocagao 14;18, translocagao esta que vai activar a tradugao do gene bcl-2 induzindo uma
resisténcia destas células a apoptose e dai resultar o seu aumento no sangue periférico. Para
termos um diagnéstico definitivo e caracterizar as células da doenga especificamente para o
nosso caso seria necessario realizar um estudo dos marcadores celulares expressos por
estas células através de uma técnica de citometria de fluxo.**”

A cliente voltou ao LAC e foi realizado um novo hemograma 5 meses apos a amostra

anterior.
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Figura 45 - Linfocito maduro
e sombra nuclear (foto Figura 46 - Linfocitos maduros

LACFFUC) (foto LACFFUC) Figura 47 - Sombras nucleares (foto LACFFUC)

Novamente o quadro que a cliente apresenta é quase idéntico ao que anteriormente
apresentava, apenas havendo uma ligeira descida no numero total de leucocitos, mas
mantém uma linfocitose absoluta e apos realizagdo e observacio do ESP as mesmas
caracteristicas que ja anteriormente tinham sido observadas mantiveram-se, com a presenga
do mesmo tipo de linfocitos maduros e a presenca das sombras nucleares em grande
quantidade também.

Assim, face a hipotese de LLC e em conversa com a cliente durante a colheita da amostra
foi-me revelado que a cliente ja conhece ha bastante tempo a sua patologia mas que esta se
tem mantido sempre dentro do controlo e efectua apenas ali o controlo com o hemograma
no nosso laboratoério, sendo que a cliente nao efetua qualquer tipo de terapia dirigida para a
patologia a nivel de firmacos mas opta por um tratamento alternativo, realizando

acupuntura.
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CAso CLiINICO 5

Homem, 27 anos, consumidor cronico de alcool.
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llustracdo 10 - Caso clinico 5

O doente nao apresentava alteragoes significativas nas restantes populagoes, mas como se
pode observar apresentava uma contagem do nimero total de eritrécitos muito reduzida
acompanhada por uma macrocitose muito marcada e ainda por um valor de HCM
extremamente elevado provavelmente nao compativel com a realidade da amostra, uma vez
que anemias hipercromicas sao praticamente inexistentes e as que podem dar esse quadro
resultam de alteragoes a nivel das proteinas membranares eritrocitarias, mas mesmo estas
nao dao valores tao elevados como o que se apresenta aqui (HCM=50pg). Perante esta

situagao foi realizado o ESP e na sua observacao observamos o seguinte:

Tabela XXII - Caso clinico 5 ESP

d

A

Figura 48 - Aglutinacdo eritrocitaria (foto LACFFUC)  Figura 49 - Aglutinagio eritrocitaria (foto LACFFUC)

Neste ESP vimos que apesar de estarmos numa zona optima para observagao do esfregago
havia sempre eritrocitos aglutinados em pequenos grupos de 2 a 3 eritrocitos e antes de

pensarmos em algo mais descartamos a hipotese de estarmos perante um fenomeno de
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rouleaux, visto que estes nao se encontravam empilhados sob a forma de "pilha de moedas".
Apos esta hipotese ser posta de lado o que pusemos como hipotese foi a presenga de
aglutininas a frio, sendo que pensamos nesta hipotese pois o facto de a colheita da amostra ja
ter sido realizada a algum tempo na Unidade de Alcoologia acrescido do facto de a
temperatura ambiente ser bastante baixa na altura em que recebemos a amostra (Janeiro de
2014), facilita a agao destas aglutininas se estas realmente existirem. As aglutininas a frio sao
anticorpos dirigidos contra proteinas especificas dos eritrocitos mas que apenas tém
capacidade de aglutinar os mesmos quando a temperatura € inferior a temperatura normal
do organismo, normalmente inferior a 35-36°C. A presenca estes anticorpos pode levar a
situagoes como as de hemoglubindria paroxistica nocturna pois durante a noite e o sono nas
alturas em que a temperatura € mais baixa ha uma reducao da temperatura corporal e estes
anticorpos apos ligagao aos eritrocitos vao fazer com que estes sejam lisados e provoque o
aparecimento de hemoglobina na urina. Ora posta esta hipotese o que decidimos fazer foi
aquecer a amostra a 37°C durante cerca de 5-10 minutos e fazé-la passar novamente apos
aquecimento no contador MAX'M. O resultado que obtivemos apos este procedimento foi

O que se apresenta a seguir:
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llustracdo |1 - Caso clinico 5.1

Desde logo notamos uma diferenga enorme nas contagens e medi¢oes realizadas. A amostra
apresenta agora uma contagem total de eritrocitos ja normal com um valor de HCM ja
muito perto do valor de referéncia também (36pg). Quanto ao VGM (106fl) verificamos que
se mantém a macrocitose, mas nao nos podemos esquecer de que se trata de um doente

consumidor croénico de alcool. De qualquer maneira realizamos ainda o ESP dentro de estufa
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a 37°C e com material aquecido (lamina, lamela e capilar) seguido imediatamente por
coloragao para vermos se conseguimos observar diferengas também ao microscopio optico.

O que observamos neste ESP foi o seguinte:

Tabela XXIII - Caso clinico 5.1 ESP

65 6

Figura 50 - Eritrocitos (foto LACFFUC) Figura 51 - Eritrocitos (foto LACFFUC)

Vemos pelas imagens que o numero de eritrocitos aglutinados € muito menor e que
realmente existe uma dispersao maior dos eritrocitos quase como o que normalmente se
observa em ESP sem patologia associada ou tal como os restantes que sao habituais
consumidores cronicos de alcool. Realizamos apenas como forma de tentar obter
confirmagao da nossa hipotese de diagnostico um TAD em que a utilizagao de antiglobulina
humana nos permite verificar se os eritrécitos realmente se encontram sensibilizados com
anticorpos a sua superficie. Mas o resultado que obtivemos nesta técnica foi negativo, o que
pode significar que os anticorpos nao se encontravam ja nesse altura ligados aos eritrocitos
ou que estes possuem uma capacidade muito baixa de ligagao e aglutinacao dos eritrocitos,
que apenas é exacerbada por uma diminuicao drastica da temperatura. Na primeira
contagem que foi feita pelo MAX'M obtivemos os valores referenciados devido ao facto de
os eritrécitos estarem aglutinados e serem contados como apenas uma Unica particula,
sendo medidos com um volume muito superior ao real, pois sao contados conjuntos de
eritrocitos e nao apenas um eritrécito de cada vez, visto que o contador nao consegue
distinguir essa aglutinagao. Quanto a presenca de um valor de HCM tao elevado deve-se ao
facto de este ser feito através de um calculo em que é utilizada a quantidade de hemoglobina
e o numero de eritrocitos, logo com um ndmero tao baixo de eritrocitos e com um valor
normal de hemoglobina, pois esta s6 é medida apos lise dos eritrocitos, naturalmente
obtemos um valor extremamente elevado e falseado. Se tivermos em linha de conta o valor
de CHCM vemos que este também esta muito elevado, pois este também resulta de um

calculo entre a hemoglobina e o hematocrito, sendo que para uma hemoglobina normal
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vemos que o doente possui um hematocrito baixo, dai o aumento deste parametro. Assim,
este caso da presenca de aglutininas frias nao tem a partida qualquer tipo de implicagao na
vida didria do doente uma vez que a temperatura corporal normal estes nao tém capacidade
de ligagao aos eritrocitos, mas temos de ter em atengao a presen¢a dos mesmos em
amostras para a area de hematologia pois podem colocar-nos problemas para os quais temos
de estar atentos para que nao seja permitida a saida de resultados falseados e também para
sabermos como lidar com estes problemas na rotina laboratorial e conseguir a sua

resolucio.?3

CAso CLiNICO 6

Homem com 58 anos, com diagnodstico de Diabetes mellitus.

HEC RYC |
REL
v
E T T | R 1Y
U P‘Jl
8
£ RELE
L e
2 10 20 0
I 1 mommmmmme——eee C = >
ID& 2 2/20 = % # ﬁgrﬁ I"l;.%
Sequence ¥ 041814 NE  47.0  ..... HCT 0,433
LY 42.2  ll.. 3 ).
DATE: 20/12/13 o e T ney 259
TIME: 09:25:15 B0 Rbs e MCHC 334
Cass/Pos 001402 BAL AR RDW  11.8
Nornal REC Pop fil e aeR
fibnormal PLT Pop PCT 0.013 R
PDN  15.2 R

llustracdo 12 - Caso clinico 6

Ao olhar para o resultado vemos que apesar de ser apresentado o scatter dos leucécitos o
contador nao nos forneceu o valor absoluto dos leucocitos pois apesar de este fazer as
contagens nao obteve valores de contagem concordantes. Para além disso vemos que
tivemos uma contagem de plaquetas de 16000. Este valor é uma trombocitopenia muito
severa e que é considerado uma emergéncia pois o doente pode estar sujeito a hemorragias
graves. Como primeira agao decidimos repetir o hemograma uma vez que o facto de os
leucocitos nao terem sido contados também poderia indicar que houve algum problema com
o contador ao realizar este hemograma ainda que o controlo interno tenha sido realizado e
dado os valores correctos. Acabamos por realizar varias repeticoes do hemograma e na

ultima repeticao obtivemos os seguinte resultado:

39



HEC REC
RELE \_
Y
E’ T S R
] A
i
£ RELY
g l; ;5 2010
IDE 1 ~—w=mwenonememm.—,. WBC . 1¥R RBC 4,70
IDE 2 2/20 e ' HGB 146
Sequence § 041821 NE 49.1 4.5 R HCY C. 440
LY 40.5 3.7 RH MCY 93.6
DATE: 20/12/13 MO 8.5 0.8 RH MCH  31.0
IM =D3 EQ 1.4 0.1 R MCHC 331
/F‘og 0f120= BA 0.5 0.0 R RDW  12.0
’&b normal WBC wop PLT Cht |
Abnorial RBC Pop MPY  10.3
Abnoraal PLT Pop PCT 0.094
PDW 16.6

llustracdo 13 - Caso clinico 6.1

A contagem dos leucocitos foi realizada e os parametros eritrocitarios mantiveram-se mas o
valor de plaquetas aumentou significativamente, para 91000, apesar de ainda ser mantida a
trombocitopenia ja nao é tao preocupante como o valor que tinhamos obtido previamente.
Fizemos varias repeticoes do hemograma pois verificamos que o valor das plaquetas ia
aumentando gradualmente a medida que o tempo passava e que o tubo estava no agitador
automatico. Entre as varias repeticoes realizamos claro um ESP para termos uma percegao

entao do que poderia estar a ocorrer com a amostra. O que foi observado no ESP foi o

seguinte:
Tabela XXIV - Caso clinico 6.1 ESP
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Figura 52 - Agregado plaquetar (foto Figura 53 - Agregado plaquetar (foto Figura 54 - Agregado plaquetar (foto
LACFFUC) LACFFUC) LACFFUC)

A primeira ideia que poderiamos ter seria a presenca de anticorpos anti-EDTA mas pela
observacao do tipo de aglutinagao plaquetar que encontramos come¢amos a descartar essa

hipotese, pois a agregagcdo que vimos aparecia com as plaquetas em forma de "tapete", ou
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seja, uma ou mais plaquetas maiores rodeadas por plaquetas mais pequenas a sua volta.
Outro factor que nos levou a desviar dos anticorpos anti-EDTA foi o aumento sucessivo da
contagem plaquetar com o passar do tempo, o que nao aconteceria com a presenga de anti-
EDTA uma vez que a presenga desses anticorpos iria consumir cada vez mais o ETDA
presente no tubo de colheita e originar contagens cada vez mais baixas de plaquetas. A
presenca de aglutinados de plaquetas em "tapete" faz mais sentido com o aumento das
contagens de plaquetas uma vez que a agitacao do tubo faz com que se libertem as plaquetas
mais pequenas dos agregados. Um fenémeno deste género resulta de uma ineficacia na
trombopoiese que pode ter por tras varias causas, entre elas problemas hepaticos, presenga
de toxicos medulares ou ainda deficiéncias alimentares ou nutricionais. Fomos entao ver

(630 Verificamos que este é

quais os restantes resultados que estavam associados ao doente.
diabético nao controlado e tinha aparente hipotiroidismo.

O quadro de trombocitopenia pode ser resultado da acumulagao destas patologias e dos
seus efeitos a nivel metabdlico no organismo, nomeadamente com o efeito toxico da glicose
em concentracoes muito elevadas e a deficiente metabolizagao glucidica devido ao
hipotiroidismo. Pode haver também um certo grau de afectacao hepatica devido a estas

'%3) Mais tarde o cliente voltou ao LAC e verificamos

patologias e dai a situagdo encontrada.’
que houve uma melhoria ligeira nos parametros relacionados com a diabetes assim como os
parametros relacionados com o hipotiroidismo (ver Tabela XIIl). Para além disso, apesar de
manter uma trombocitopenia, esta € muito mais ligeira comparada com a que nos
encontramos no hemograma demonstrado, com um valor de plaquetas de 140000. Podera

estar aqui um efeito de melhoria devido a melhoria do estado geral do cliente.

Tabela XXV - Resultados Caso clinico 6

Glicose - 347mg/dl  255mg/dI 74-106mg/dL
HbAIc > 13.8% 10.4% 4-6,2% (unidades DCCT)
TSH - 53.04mUI/L  42.17mUI/L 0,25-5mUl/L

FT4 - 10.63pmol/L 10,6-19,4pmol/L
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OUTROS CASOS CLINICOS

Durante o estagio foram encontrados ainda dois casos curiosos que resultaram de
hemogramas realizados no LAC, realizagao dos respectivos esfregacos e pesquisa no
historico acerca de informagdes anteriores dos clientes em questao. No primeiro caso
encontramos algumas alteragoes pouco especificas na parte leucocitaria de uma amostra que

pertencia a uma jovem. Assim, realizamos o ESP da amostra e encontramos o seguinte:

Tabela XXVI - Mononucleose infeciosa ESP
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Figura 55 - Linfocito ativado (foto Figura 56 - Linfocito com nicleo Figura 57 - Linfocito com nucleo
LACFFUC) apoptético (foto LACFFUC) apoptético (foto LACFFUC)

Apesar de este nao ser o aspecto tipico das células pertencentes a patologia em causa, e
apos investigagao de como poderiamos classificar estas células, chegamos a conclusao de que
além dos linfocitos activados temos a presenga de linfocitos com nulcleos apoptéticos,
caracteristicas estas que nos indicam que estamos perante uma mononucleose infeciosa
causada pelo agente EBV.

O outro caso com que nos deparamos foi o de uma Leucopenia Etnica Crénica, presente
numa mulher de raga negra, caracterizada por uma leucopenia constante ao longo da sua
vida. Verificamos o nosso historico para esta senhora desde que a mesma comegou a
realizar as suas andlises no LAC e vimos que esta apresenta sempre uma leucopenia da
mesma ordem de grandeza em todos os hemogramas. Através de pesquisa concluimos que
realmente se poderia tratar de uma situagao destas e que esta alteragao nao tem qualquer

influéncia na vida diaria da cliente.
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HEMOSTASE

A hemostase é o processo pelo qual ocorre a formagao do codgulo sanguineo e a sua
consequente destruicao, através do processo de fibrinolise. Estd dependente de variados
factores, tais como sejam as plaquetas, os factores de coagulagao e ainda ides que vao
funcionar como cofactores ou activadores de factores de coagulacio. E importante referir
que os factores de coagulagao se encontram sempre em circulagao mas apenas sao activados
em circunstancias especiais e face ao aparecimento de moléculas que vao promover a sua
activagao. Assim, as plaquetas estao implicadas numa resposta primaria a lesao ocorrida num
vaso de forma a parar a hemorragia. Estas vao actuar através da sua agregacao e adesao ao
endotélio de forma a formarem uma rede que vai permitir nao s6 a paragem da hemorragia
mas uma base sustentada para a formagao posterior do coagulo. Também sao responsaveis
pela libertagao de factores activadores da cascata de coagulagao e libertagao de substancias
pro-coagulantes, através da sua desgranulagao. As principais proteinas envolvidas neste
processo plaquetario encontram-se a superficie das suas membranas e sio designadas como
proteina la/lb e lIb/llla, responsaveis pela adesao e agregagao plaquetar, sendo que qualquer
alteragao nestas proteinas ira levar a situagoes patoldgicas e de problemas na hemostase,

como sejam por exemplo as doencas de Bernard-Soulier ou a Trombostenia de Glanzman.®>

33)

Outro importante interveniente neste processo € o Factor de VonWillebrand (FvW), que
tem como sua principal fungao promover a agregacao de plaquetas e sem o qual nao é
possivel ocorrer uma hemostase correcta e funcional. A deficiéncia neste factor é uma das
principais e mais prevalentes patologias relacionadas com a hemostase.®>*”

Por fim ocorre um dos grandes processos da hemostase e que envolve proteinas activadas
consecutivamente, designado por cascata da coagulagao. Este € um processo in vitro pode ser
separado em duas vias separadas que culminam numa via comum, mas que in vivo nao €

possivel fazer a sua distingao e ambas as vias ocorrem simultaneamente sem que haja

detrimento de uma em relagao a outra. (ver llustragao 13)
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llustracdo 14 - Cascata da coagulacio (retirado de Practical Haematology, Dacie and Lewis, Eleventh Edition,
Elsevier, 2011, chapter 18 - page 397)

Para que este seja um sistema funcional e nao prejudicial, a hemostase € composta nao s6
pela formagao do codgulo mas também pela sua destruigao, ou seja, a fibrindlise. Este € um
processo paralelo ao anterior e ocorre em simultaneo, sendo potenciado pelas proteinas C
e S, proteinas estas que vao ser responsaveis pela inibigao quer do factor V quer do factor
VIIl. Uma outra proteina muito importante para este processo € a plasmina que deriva do
plasminogénio e que é responsavel pela degradagao da fibrina e provoca a libertagao de
produtos de degradagao de fibrina, que também podem ser designados como D-dimeros,
que actuam também como inibidores da coagulagao. Desta forma apos a hemorragia estar
controlada vai ser promovida a destruicao do coagulo para que nao haja o risco de este ser
libertado na corrente sanguinea e poder provocar acidentes vasculares como tromboses e
embolias.®>

As provas de coagulacio que siao efectuadas no LAC sio realizadas com o auxilio do
equipamento OPTION 4 Plus da Biomérieux, que utiliza a densidade optica da amostra para
fazer a medicao do tempo entre a densidade inicial e a final, ou seja, quando se forma o
coagulo. Desta forma nao é necessario fazer a visualizagdo a olho nu da formagao deste
coagulo, o que evita leituras incorrectas destas provas ou até o inevitavel prolongamento
dos tempos de coagulagio devido a menor sensibilidade do olho humano face a leitura

optica do aparelho.
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TEMPO DE PROTROMBINA

A prova de exceléncia para controlo da coagulagao sanguinea e também de fungao de sintese
hepatica é o tempo de protrombina. Esta prova de coagulagao € usada para controlo da via
extrinseca da cascata da coagulagao, uma vez que o que vamos utilizar como reagente sera a
tromboplastina adicionada de calcio, o que para além de provocar o desequilibrio na
concentragao de cilcio e portanto desencadeia a activagao da coagulagao sanguinea também
vai promover a activagao do factor VIl uma vez que este reagente funciona como factor
tecidular. Os resultados sao expressos sob a forma de tempo de formagao de coagulo em
segundos, percentagem de actividade e ainda INR. O valor de INR (Razio Normalizada
Internacional) é hoje em dia a forma de expressao de resultado mais importante desta prova

de coagulagao, uma vez que este resulta de um calculo utilizando a seguinte formula:
~ . ISl
(TP do doente/ TP de referéncia)

Nesta formula é utilizado entao o valor em segundos do tempo de protrombina do doente
em causa, o tempo em segundos do ensaio realizado com um controlo com [00% de
actividade e ainda o IS (indice de Sensibilidade Internacional), valor que é atribuido a cada
reagente consoante a sua sensibilidade apds titulagoes realizadas a partir de uma
tromboplastina de referéncia. Um valor baixo de ISI é vantajoso para que se possa ter maior
fiabilidade nos resultados obtidos. O INR foi criado entao como forma de uniformizar os
resultados que sao obtidos nos varios laboratorios dos mais diversos paises sem por em
causa o bem-estar dos doentes que fazem o controlo da terapéutica. Assim, desta forma é
possivel que os doentes possam fazer o seu controlo em laboratorios diferentes pois apesar
de os reagentes utilizados serem diferentes o valor de INR vai ser acertado com o valor de
referéncia e desta forma ser normalizado a nivel internacional.®>*

Os valores de referéncia do tempo de protrombina estio situados entre os seguintes

valores:

Tabela XXVII - Valores de referéncia TP

Resultado Valor de referéncia

Tempo de protrombina |1 - 14 segundos
% de atividade 70 - 120%
INR 09-1.2
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A principal razao para a realizagao desta prova € o controlo e monitorizagao de doentes sob
o efeito de terapia com anticoagulantes orais derivados cumarinicos, sendo o mais
conhecido e mais comummente utilizado a varfarina. Este anticoagulante, descoberto por
acaso apos ser utilizado como veneno para ratos pois causava hemorragias intensas, é
controlado desta forma pois este actua como um inibidor da vitamina K, sendo que esta é
fundamental para a formagao dos factores de coagulagao a nivel hepatico. Os factores que
dependem desta sintese a nivel hepatico sao: factor Il, VII, IX e X e além destes também as
proteinas C e S. Assim, é facil entender que esta sera a melhor prova para controlar a
medicagao e perceber se a dose que estd a ser administrada é a correcta para o doente pois
avalia a via extrinseca de coagulagao e logo os factores que dependem de vitamina K para
serem produzidos. E necessario ter em atengio que a ingestdo de variados alimentos por
parte dos doentes pode influenciar os resultados obtidos para o TP, como sejam por
exemplo os alimentos ricos em vitamina K como os vegetais de folha verde. Ainda de referir
que no caso de haver uma sobredosagem de anticoagulante oral é possivel contrariar esse
efeito com administragao de um concentrado de vitamina K, que neste caso vai actuar como
antidoto.®>*

Os valores de INR para doentes sobre medicagao com anticoagulantes orais devem situar-se
entre 2 e 3, sendo que abaixo de 2 a terapia pode nao estar a ter o efeito desejado havendo
possibilidade de formagao de trombos mais facilmente e valores acima de 3 poderao levar a
efeitos de sobredosagem e provocar processos de inibicio excessiva da coagulagiao e por
consequéncia riscos de hemorragia. Para fazer a interpretagcao dos valores obtidos é preciso
ter em conta todos os interferentes ja referidos e como tal é necessario muitas vezes entrar
em contacto com os doentes e saber que tipo de alimentagao ou até medicagao recente
andam a realizar para que se possa entender alguma variagao que tenha ocorrido no valor de
INR.

Uma outra situagao onde é muito Util a utilizagao desta prova na avaliagao de doentes é no
caso de individuos alcodlicos ou individuos com patologias hepaticas, pois existem alteragoes
graves na sua funcao de sintese hepatica. O tempo de protrombina avalia a via extrinseca e
portanto factores de coagulagao dependentes de vitamina K, logo, é utilizado como um
marcador sensivel e precoce de patologia hepatica.

E preciso ter em atencio que os mais recentes anticoagulantes orais, como o dabigatrano,
nao vao possuir esta obrigatoriedade no controlo da terapéutica tal como acontece com os
derivados cumarinicos, sendo que este funciona como um potente inibidor directo da
trombina, competitivo e reversivel, ou seja, a melhor forma de percebermos se por acaso

existe uma sobredosagem do farmaco sera realizar uma prova de TTPa, mas sabendo de
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inicio que esta prova tem uma sensibilidade limitada e pode nao ser suficiente para que se
possa determinar o risco de hemorragia associado aquele doente em questao. Para além
disso nao existe também antidoto directo para este farmaco, ao contrario do que acontece
com os derivados cumarinicos, logo a unica forma de reverter o processo € interromper a
toma do farmaco. Esta interrupgao da toma dos novos anticoagulantes pensa-se que seja
suficiente para reverter o processo uma vez que estes farmacos possuem um tempo de

semivida bastante curto quando comparado ao dos derivados cumarinicos.®>*

TEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ACTIVADA

O tempo de tromboplastina parcial activada também é determinado no LAC e esta é uma
prova que nos vai permitir avaliar a via intrinseca da coagulagao, sendo por isso necessario
utilizar um reagente que nos vai permitir ter a simulagado de uma superficie de contacto,
neste caso aquele que é utilizado no LAC possui na sua constituicao particulas de silica
micronizada e ainda fosfolipidos que vao simular esta superficie, e que sao incubados com a
amostra de forma a promover a iniciagao da cascata de coagulagao, que sé se vai despoletar
assim que adicionarmos o calcio fazendo a reactivagao da cascata da coagulagao. O resultado
desta prova é expresso em segundos que demora o coagulo a ser formado e os seus valores
normais estao situados entre 22,6 a 35 segundos.

Esta € uma prova que pode ser utilizada na rotina como verificagao do estado de activagao
da cascata de coagulagao pela via intrinseca e em conjunto com o tempo de protrombina
serve para despiste de problemas associados a toda a cascata de coagulagao. Para além disso
esta € uma prova que permite fazer a monitorizagao de doentes que fagam terapia com um
anticoagulante como a heparina, uma vez que esta vai actuar a nivel da formagao da trombina
inibindo a formagao da mesma e promovendo a remogao da mesma do plasma e desta forma
esta sera a prova de eleicdo para controlar esta terapéutica. Outras patologias que irao
provocar um TTPa aumentado serao as hemofilias, patologias de origem hereditaria e ligadas
ao cromossoma X em que ha um défice de determinados factores de coagulagao,
dependendo do tipo de patologia em causa, hemofilia A ou B, que por sua vez irao dar défice
em factor V ou factor VI, respectivamente. Uma vez que estes factores vao efectuar a sua
acgao na via intrinseca e inicio da via comum esta prova sera a que ira sofrer mais

alteracées.®*3?
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No seguinte esquema é facil a visualizagao da aplicagao das provas de coagulagao que foram
referidas anteriormente, de acordo com a via que estudam na cascata de coagulagao.

(llustragao 15)
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llustracdo 15 - Provas de coagulacio (retirada de Clinical Hematology, Theory & Procedures, Fifth Edition,

Mary Louise Turgeon, 2012, chapter 23 - page 407)
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VELOCIDADE DE SEDIMENTAGAO

A velocidade de sedimentagao, como o proprio nome indica € uma prova que nos vai
permitir medir a velocidade a que ocorre a sedimentagao dos eritrocitos, quando o sangue
total é deixado em posicao vertical. O resultado é dado em mm/h, sendo este
representativo dos milimetros de plasma formados durante o decorrer de uma hora, devido
a sedimentagao dos eritrocitos. O anticoagulante utilizado para esta prova é o citrato de
sodio na propor¢ao de uma parte de sangue para quatro partes de anticoagulante e o
aparelho que nos permite fazer esta prova de forma mais automatica vai fazer a leitura da
altura da coluna de plasma de acordo com a diferenga de densidade optica entre esta e a
restante parte da amostra onde ainda se encontram os eritrocitos. Os valores normais
situam-se para ambos os sexos em valores <20mm/ |*hora.

Esta € uma avaliagao que é utilizada como forma de controlar ou detectar, principalmente,
doengas inflamatorias. Isto porque um aumento da VS vai dever-se nestes casos a um
aumento de proteinas circulantes, o que vai fazer com que a carga que circunda os
eritrocitos diminua, ou seja, a forga de repulsao que estes possuem uns para com os outros
vai diminuir e logo a sua aglutinagao torna-se mais facil de ocorrer e consequentemente a
sedimentagao dos eritrocitos vai ser mais rapida. Assim, doentes com doengas inflamatorias
croénicas, como por exemplo a artrite reumatoéide utilizam este parametro como controlo da
sua doenga ou até como forma de monitorizar a resposta a determinado tratamento que
estejam a fazer.

Este valor de VS pode ser utilizado também como teste de rotina como forma de despiste
de alguma doenga inflamatéria ou ainda infecciosa, uma vez que processos infecciosos devido
a agentes patogénicos como bactérias ou virus também podem levar a um aumento do valor
de VS."

Outra aplicagao da VS sao as doengas neoplasicas, sendo que em muitas leucemias e linfomas
o valor também vai estar aumentado e a sua variagdo pode estar associada a diferentes
tratamentos e resposta a estes mesmos tratamentos também.

Por fim, uma outra causa bem associada a uma variagao da VS sao as alteragoes morfologicas
dos proéprios eritrocitos, quer sejam hereditarias e genéticas ou adquiridas. Doentes com
patologias hereditarias como a drepanocitose, por exemplo, tém alteragoes significativas no
formato dos seus eritrocitos e esta alteragao vai favorecer a sedimentagao mais rapida dos
mesmos. Outra forma de alterar a VS, mas de forma adquirida, € o consumo crénico de

alcool, que vai provocar um aumento do volume dos eritrocitos, ou seja, provoca
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macrocitose celular e assim um aumento da VS devido ao seu maior tamanho que vai facilitar
a deposi¢io dos mesmos.""

Contudo é necessario ter em atengao ao fazer a interpretagao dos resultados uma vez que o
valor de VS vai aumentando de forma fisiologica com a idade. Assim, a VS nao pode ser
considerada um teste sensivel e/ ou especifico pois existem diversos factores que podem
provocar a sua alteragao mas o valor da mesma também nao é muitas vezes o primeiro a ser
alterado, de forma que este parametro é Util sim na monitorizagao de patologias bem

definidas e conhecidas e no despiste de situagoes agudas e transitorias, mas nao como

marcador de patologia especifica ou teste de diagnéstico diferencial.”
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NOVAS PERSPECTIVAS EM HEMATOLOGIA

Hoje em dia ja podemos contar com novos parametros eritrocitarios que nos podem ajudar
na diferenciagdo e no diagnostico mais precoce de diversas patologias, de forma a que
melhor possamos servir os clientes e doentes e a que mais problemas que surgem nesta area
possam ser ultrapassados. Muitos destes parametros nao requerem grandes modificagoes na
nossa forma de trabalhar mas apensas actualizagoes de software ou de equipamentos se tal
for necessario. Alguns desses parametros sao por exemplo o HDW, % de células
hipercromicas, % de células hipocromicas, VGMr, HCMr e ainda os CHC scatters. O HDW
vai-nos fornecer informagao sobre a distribuicao da hemoglobina no interior dos eritrocitos
e que em conjunto com a informagao que nos da o valor de células hipercromicas na
amostra, nos vai permitir fazer muito mais facilmente o diagnostico de anemias
possivelmente hipercrémicas como sejam as esferocitoses hereditdrias, estomatocitoses
hereditarias, eliptocitoses hereditarias e ainda outras como a AHAL® & ' 33 A distingao
entre estas patologias € também possivel pois além dos valores menconados vamos ter ainda
o scatter CHC que nos da a distribuicio da hemoglobina nos eritrocitos, sendo que para
cada uma das patologias referidas o tipo de grafico formado é diferente. Quanto aos valores
de VGMr e HCMr estes dao a mesma informagao que os ja existentes para os eritrocitos

(12143439 Em conjunto com o valor de

mas estes referem-se aos parametros reticulocitarios.
células hipocromicas presentes na amostra vao permitir controlar e monitorizar anemias
microciticas e ainda doentes com doenga renal crénica, pois vamos poder ter uma
percepcao da resposta da medula a este tipo de patologias através da informagao que nos é
fornecida pelos parametros referentes aos reticuldcitos, sendo possivel monitorizar
terapéutica realizada nestes doentes. Também aqui s3o usados os graficos CHC scatter para
melhor visualizarmos as diferengas entre os diferentes tipos de patologia enquadradas no
referido quadro microcitico e de insuficiéncia renal.*"*?

Outra grande descoberta e muito recente é o facto de agora se ter encontrado uma
molécula que é responsavel pela manutengao da homeostasia do ferro no nosso organismo e

que pode vir a ter grandes implicagdes no futuro, a eritroferrona. A eritroferrona é

-~

produzida na medula 6ssea e vai ter um papel inibidor da hepcidina, molécula esta que
responsavel pelo sequestro do ferro a nivel hepatico. Assim, presume-se que esta molécula é
fundamental no nosso organismo para que haja uma melhor resposta a hemorragias e
patologias como as anemias. Uma vez que a eritroferrona vai inibir a hepcidina, mais ferro

vai ficar disponivel para que mais hemoglobina possa ser formada e logo haja uma maior
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regeneragao adequada de eritrocitos no sangue periférico. Podemos ter assim ideia das
implicagoes que tal descoberta vai trazer no tratamento dos doentes e no despiste de varias
patologias, pois o doseamento desta molécula vai permitir verificar se ha capacidade de
resposta a redugoes drasticas ou prolongadas de hemoglobina e ainda perceber o porque de
certos individuos responderem muito melhor a tratamentos que sao aplicados hoje em dia
no caso de anemias sideropénicas, por exemplo. Esta molécula tem ainda um grande
potencial de ser utilizada como terapéutica de anemias por perda de ferro pois permite
aumentar o ferro disponivel no organismo. E necessario também entender de que maneira
esta hova molécula é util no controlo e diagnostico das sobredosagens de ferro, pois a priori
esta ira estar reduzida abaixo dos valores de referéncia para que a hepcidina possa executar
o seu papel e baixar o ferro disponivel em circulagao. Mas para que tal acontega é necessario
entender ainda melhor todos os efeitos que a eritroferrona pode ter no organismo para nao

corrermos o risco de provocar efeitos secundarios demasiado agressivos.?"*>***)
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CONCLUSOES

No fim deste estdgio sinto que este foi uma mais valia para mim e que sem duvida me ajudou
a ser melhor profissional em analises clinicas, uma vez que criou em mim o sentido de
responsabilidade que é necessario ter para exercer esta profissio bem como a necessidade
de nos mantermos sempre em constante actualizagdo e a consolidar conhecimentos
adquiridos, pois sem termos uma visao geral e sem conseguirmos interligar as diversas dreas
da nossa formagao nao vamos conseguir dar a melhor resposta aos doentes e fazer o nosso
trabalho com competéncia. Durante o estagio foi-me possivel consolidar conhecimentos que
ja possuia e adquirir ainda novos conhecimentos que nao tinha ainda ou que nao utilizava da
melhor forma. Consegui estabelecer a ligagdo entre as diversas valéncias onde estagiei e
compreender o comportamento nas restantes areas, de determinado tipo de amostras, a
partir do resultado que estas tém em determinada valéncia. Percebi que nada é constante
nas analises clinicas e que nao podemos ficar agarrados ao passado ou ao que fazemos
actualmente pois esta € uma area que esta em constante evolugao e portanto € necessario
termos uma grande capacidade de adaptagao a novos métodos ou novas técnicas de analise.
Consegui compreender melhor como funciona toda a problematica da manutengao da
qualidade em todas as fases analiticas, desde a pré-analitica, analitica e pds-analitica para que
se possa fornecer o resultado mais fiavel e de confianga ao cliente que o requisitou. Além
disso entender como funciona toda a politica de qualidade do LAC através do controlo de
qualidade interno e externo e perceber quais as acgoes a tomar no caso de algo nao correr
como esperado ou dentro do que é esperado. Por fim este estagio foi enriquecedor no
sentido de entender toda a complexidade que esta envolvida na gestio do laboratério e de
todos os reagentes e material que é necessario para manter o seu normal funcionamento,
sendo por isso uma experiéncia que certamente podera ser utilizada mais tarde na minha
vida profissional. Fui ensinada a estar mais atento a pormenores no dia a dia de trabalho e
toda esta experiéncia criou em mim um maior espirito critico em relagao a todo o trabalho

relacionada com o tratamento de amostras e como tal em geral nas andlises clinicas.
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4 - POLITICA DA QUALIDADE

O Laboratorio de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra,
tem como objectivo ser um laboratorio de referéncia, pautado por elevados padroes de
qualidade em todas as actividades inerentes as analises clinicas, assumindo o cumprimento de
exemplares praticas laboratoriais, fundamentadas em critérios de utilidade clinica
reconhecidos pela comunidade cientifica, bem como da ética e da deontologia profissionais.
O seu compromisso vem reforcado pela responsabilidade que lhe impende enquanto
unidade associada ao ensino e investigagao de instituicao Universitaria de elevado prestigio.
Da missao universitaria decorrem os seus propésitos de:

l. Participar na formagao, em pré-graduagao, pods-graduagao e especializagao, de
profissionais de andlises clinicas, pela oferta permanente de bolsas de estagio, seminarios
formativos e outras realizagoes de natureza pedagogica;

2. Integrar ou apoiar projectos de investigagao em estreita colaboracao com unidades
de investigacao, hospitais e outras instituigoes;

3. Disponibilizar a comunidade académica da Universidade de Coimbra, a prestagao de
servicos de analises clinicas, em proximidade, em harmonia com a politica e estratégia

assistencial da Universidade.

No plano técnico e da prestagao de servicos de analises clinicas sao finalidades do
Laboratério:

l. Ser referéncia para utentes e respectivas equipas clinicas pelos servigos de salde de
elevada qualidade, primando pela qualidade do seu contributo para a profilaxia, diagnostico e
terapéutica da doenga;

2. Promover o aconselhamento e educagao do doente para a salde;

3. Atingir niveis de diferenciagao e inovagao de procedimentos que permitam ser um
laboratorio de referéncia para hospitais e outras instituigoes, publicas ou privadas, com

disponibilizagao de programas e exames laboratoriais exclusivos ou especializados.
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Para a persecugao da politica da qualidade a Direccao da Faculdade de Farmacia em estreita
colaboragao com o Gabinete de Servicos Laboratoriais de Extensao a Comunidade e com a
Direcgao Técnica do Laboratoério de Anilises Clinicas compromete-se a:

l. Disponibilizar instalagdes consentaneas com as fun¢oes e objectivos do laboratorio

que privilegiem, também a acessibilidade e o conforto dos utentes;

2. Manter renovado e adequado todo o equipamento e sistemas analiticos;
3. Garantir a adequada formagao dos colaboradores e a sua motivagao profissional;
4. Zelar pelo cumprimento de boas praticas profissionais;

5. Acolher iniciativas fundamentadas para projectos de natureza técnico-cientifica em
parceria com outras instituigoes;

6. Melhorar continuamente a eficicia do sistema de gestao da qualidade, visando a
satisfacao dos seus utentes e equipas clinicas.

7. Comunicar a todos os intervenientes nos processos do laboratério a finalidade da
implementacao da politica e dos procedimentos da qualidade, divulgando a documentacao
associada, e a importancia das boas praticas profissionais e da qualidade dos servigos
laboratoriais prestados.

8. Cumprir estritamente a legislagao aplicavel ao sector;

9. Cumprir os requisitos da NP EN ISO 9001:2008.

5 — SISTEMA DE GESTAO DA QUALIDADE

Os processos necessarios ao Sistema de Gestao da Qualidade e a sua aplicagao no
Laboratério de Andlises Clinicas sao: |) Gestao; 2) Recursos; 3) Qualidade; 4) Fase pré-

analitica; 5) Fase analitica e 6) Fase pos-analitica.

Procedimentos documentados do Sistema

l. PP — Procedimentos que descrevem processos
2 PT — Procedimentos Técnicos

3. IT — Instrugoes de Trabalho
4

ITA — Instrugoes de Trabalho Analitico

Apresenta-se, quadro resumo da documentagao existente no laboratorio de Andlises

Clinicas
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IT 0l Gestao do
Sistema Informatico
IT 03 Atendimento
IT 04 Obtencio de PT Ol Proce~dimento Técnico
Amostras Biologicas p;.aralo'b tengao de Amostras
Fase Bioldgicas
PP OI Pré- IT 05 Conservagao
Analitica | de Amostras
Biologicas
IT 06 Transporte de
Amostras Biologicas
IT 07 Tratamento de
Amostras Biologicas
IT Ol Gestao do
Sistema Informatico
Lista de Analises
IT 10 Eliminagao de
Residuos
ITAOI AU 400
ITA 02 Coulter Max’M
ITA 03 VIDAS
ITA 04 Spotlyte
ITA 05 OPTION 4PLUS
ITA 06 Bacteriologia
ITA 07 Espermograma
ITA 08 Urina Il
PP 02 Fase ITA 09 Teste Gravidez
Analitica ITA 10 Electroforese Hb
ITA Il Proteinograma
ITAS ITA 12 Lipidograma
ITA |5 Imunodifusao radial
ITA 16 Grupos Sanguineos
ITA 17 R. Paul Bunnel
ITA I8 R. Rosa de Bengala
ITA 19 VDRL
ITA 20 R. Waller Rose
ITA 21 Widal Wright, Weil
Felix
ITA 22 Pesquisa Sangue
Oculto nas fezes
ITA 23 VSG
IT Ol Gestao do
Fase Pos- Sistema Informatico
PP 03 .. IT 05 Conservagao
Analitica
de Amostras
Biologicas
Aprovado: 31/03/2014




FIAINUAL DE DUAS FRATICAS cdo 2
LABORATORIAIS sina: 5de 5

Edicao | Data Aprovacao
Documentos Associados 2 28-09-11

Codigo

2° 31-03-14

IT 08 Controlo de Qualidade
Lista de ensaios contratados INSA

PP 04 Qualidade

Recursos | Lista de Equipamento

PP 05 Materiais | Fichas de Equipamento

Aprovado: 31/03/2014



ANEXxo Il



COULTER MAX'M Edicao:|
Pagina:l de 7

. OBJECTIVO:

Definir a metodologia de trabalho no equipamento Coulter Max’M.

2. CAMPO DE APLICACAO:

Destina-se a amostras biologicas nas quais se pretende executar: contagem de glébulos
vermelhos, globulos brancos, plaquetas, determinagao da concentragio de hemoglobina,
hematocrito, constantes eritrocitarias (VCM, HCM, CHCM) e contagem diferencial de

glébulos brancos.

3. MoDo DE PROCEDER:

3.1 Amostras: sangue total colhido com EDTA 3K.

Critérios de aceitacido:
Proporgao correcta sangue/anticoagulante;
Auséncia de hemolise da amostra;

Auséncia de coagulos na amostra.

3.2. Reagentes: Os fornecidos pelo fornecedor do equipamento.
Preparacao: Nao aplicavel
Seguranca: Regras gerais de manuseamento de reagentes.

Conservacdo: De acordo com o indicado pelo fornecedor.

3.3. Equipamento: Coulter Max’M

O Coulter Max’M é um contador automatizado para determinagoes quantitativas e
diferenciais de células sanguineas destinado ao diagnostico in vitro.

O principio de funcionamento apresenta-se pormenorizado no ANEXO |

Manutencao: Descrita no Manual de Referéncia 4237244-B

Calibracao/Verificacao: Descrita no Guia do Operador 4237245-B

Aprovacao: Data: 28 [/ 09 /11
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3.4.Controlo de Qualidade:

CQlI efectuadas com amostras de controlo (trés niveis) do fornecedor Execugao de dois
esfregacos de sangue periférico para controlo da contagem diferencial de leucocitos

AEQ para os parametros contagens celulares.

Periodicidade:

CQlI diaria.

AEQ de acordo com a calendarizagao do Programa do INSA.
Critérios de aceitacao:

Os definidos pelos respectivos programas.

Registo:

CQlI - Impressao do equipamento arquivado em pasta propria;

AEQ — Os registos do proprio programa

3.5.Processamento Analitico:

O equipamento necessita de um procedimento de inicio de trabalho descrito no Manual do

Operador e apresentado em pormenor no Anexo |l

Interferéncias: As referenciadas no Manual do Operador.

Método: Principio Coulter e Tecnologia VCS

3.6.Validacio e Resultados

A validagao analitica considera os resultados das calibragoes, do CQIl e AEQ, e a analise dos

resultados no seu conjunto. Resultados inesperados implicam a repeticao do ensaio

respectivo.

3.7. Responsabilidades:

Especialista responsavel pela Valéncia de Hematologia

Aprovagao: Data: 28 / 09 /11
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3.8. Documentos relacionados/Anexos:
Max’M - Manual de Referéncia 4237244-B (1996)
Max’M - Guia do Utilizador 4237245-B (1996)
Max’M -Manual de Procedimentos especiais e avarias 4237246-B (1996)
Anexo [: Principio de funcionamento do Coulter Max’M
Anexo ll: Procedimento de trabalho diario
ANEXO |
Contagem de Particulas - Principio COULTER

.-"-_H_'_\_H—H"‘-.
LIM Vazio )
R - -
Entrada da Corrente da i
_~ Eléctrodo
corrente abertura 7 /; inderno
,.'VJV,_ L P,,r{,"\_,/i /%‘\
1 1 1 ¥ r"
Eléctrode - aa| o /1
Y 4 7 4
externo e ~i, \ W !
— . =
ca d Ae — = E Ty Detalhe da abertura
mara de % o e,
contagem /] ° A = " Buspenséo
] ot \ de células
sanguineas
Abertura
Tubo de
abertura

| — Ndmero de impulsos eléctricos correspondente ao nimero de particulas que passam na
abertura, amplitude dos impulsos proporcional ao volume das particulas;

2 — Abertura na cimara de contagem de eritrdcitos e plaguetas de 50 [Im, na cimara de
contagem dos leucécitos 1000 m;

3 — Contagem em triplicado para cada tipo de particula: eritrocitos, leucocitos e plaquetas;

4 — Na camara de contagem de eritrécitos

Eritrocitos: particulas com volume 2 a 36 fl;

Plaquetas: particulas com volume entre 2 e 20 fl.

5 — Na camara de contagem de leucocitos

Leucocitos: particulas com volume 2 a 36 fl.

Aprovacao: Data: 28 [/ 09 /11
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Contagem diferencial de leucocitos - Principio VCS

Tecnologia VCS

A tecnologia VCS é o mecanismo pelo qual os analizadores de hematologia COULTER
fazem a diferenciagio dos leucécitos em cinco tipos: Neutrodfilos, Linfécitos,
Mondcitos, Eosindfilos e Basofilos

Principio do Método

A amostra (sangue) é misturada com o reagente Erytrolyse (contido no Scatter Pack),
que produz uma lise rapida dos eritrécitos sem alterar os leucocitos e reduzindo ao
minimo os fragmentos celulares. Em seguida junta-se o reagente Stabilyse, que actua
como conservante dos leucocitos mantendo-os na sua forma nativa para as medigoes
subsequentes ( volume, condutividade e scatter).

A amostra uma vez tratada é transportada a uma célula de
fluxo (Flow cell) onde, devido ao seu desenho
hidrodinamico, os leucécitos vao passar um a um sendo

sujeitos as seguintes medidas:

Determinacao do volume da célula por impedancia de

baixa frequéncia;

A condutividade de alta frequéncia de Radiofrequéncia (RF)

determina a condutividade interna da célula;

A dispersao (scatter) da luz laser indica a estrutura e forma da

célula

Aprovagao: Data: 28 / 09 /11
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As leituras destas trés medidas sao amplificadas e processadas

pelo sistema originando trés graficos:

. DFIl: Volume vs. Scatter
. DF2: Volume vs. Condutividade

. DF3: Volume vs. Condutividade extraindo os sinais de Neutroéfilos e Eosinofilos

DF3

O sistema caracteriza cada célula que passa até uma contagem de 8 132 células ou até que

decorram 20 segundos.

Aprovacao: Data: 28 [/ 09 /11
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Procedimento diario

| — Ligar a impressora e em seguida o contador;
2 — Activar a impressora (F5; F5 Esc);
3 — Iniciar o Start Up do sistema (Diluter Functions- Start Up);
4 — Seleccionar o modo de trabalho: (Sample analysis; Run Samples;
F2 - modo automatico; F3 — modo manual);
5 — Trabalhando em modo automatico preparar a lista de trabalho:
(Sample analysis- Work list);
6 — Incluir os controlos (3 niveis: normal, anormal |, anormal Il);
7 — Colocar os tubos contendo as amostras na cartridge e efectuar a andlise;
8 — Validacao analitica dos resultados;
9 — Validagao biopatolégica dos resultados;
| 0— Repeticao de ensaios caso seja necessario;
| | —Proceder ao Shut-down do sistema ( Diluter Functions — Shut down);

|2 — Desligar a impressora e em seguida o contador.

REAGENTES UTILIZADOS NO COULTER MAX’'M

| -DILUENTE: ISOTON Il

Elecrdlito isoténico que:

> | — dilui 2 amostra de sangue total;

> 2 — estabiliza as membranas celulares;

> 3 — é bom condutor;

> 4 — transporta a amostra para a célula de fluxo para contagem diferencial de
leucécitos;

> 5 — lava o sistema entre amostras.

Aprovagao: Data: 28 / 09 /11
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Il REAGENTE DE LISE: LYSE S |1l DIFF
> | — permite a contagem de leucécitos lisando os eritrécitos  libertando a
hemoglobina ; reduz o tamanho dos residuos celulares;
> 2 — permite a quantificagdo da  hemoglobina, convertendo-a em
cianometahemoglobina.
1l SCATTER PACK:
Erythrolyse Il
> Dilui a amostra de sangue;
> Lisa rapidamente os eritrécitos;
> Reduz os fragmentos celulares a um nivel insignificante.
Stabilyse
> Preserva os glébulos brancos no seu estado nativo para que possam ser classificados
nas suas sub-populag¢des através do principio VCS
IV AGENTE DE LIMPEZA: CLENZ
> Limpa e lava todas as partes do diluidor. Usado diariamente impede a acumulagao de

residuos proteicos e impede a obstrugao das aberturas de contagem.

Aprovacao: Data: 28 [/ 09 /11





