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RESUMO

O presente relatorio tem como objetivo descrever de forma sucinta as atividades
realizadas durante o meu estagio curricular no ambito do Mestrado em Analises Clinicas da
Faculdade da FFUC realizado no Hemobiolab-laboratério de andlises clinicas Lda. E
apresentada inicialmente uma breve descricao do local de estagio seguindo-se um especial
destaque das valéncias de Bioquimica Clinica e Hematologia onde explico as metodologias
utilizadas no laboratorio e os critérios utilizados na interpretagao e validagao dos resultados
analiticos. Descrevo ainda de uma forma sucinta, o processo de controlo de qualidade que

permite ao Laboratério garantir a qualidade dos resultados fornecidos aos utentes.

ABSTRACT

This report aims to describe briefly the activities performed during my internship for
Master degree in Clinical Analyses of Faculty of FFUC held in Hemobiolab-laboratory of
clinical analyses, Ida. Initially it is present a brief description of the place of internship
followed by a special highlight of the Clinical Biochemistry and Hematology sections where |
explain the methodologies used in the laboratory, as well as the criteria applied in the
interpretation and validation of analytical results. Briefly, it also describe the process of
quality control that allows the laboratory to ensure the reliability of the results obtained and

delivered to users.
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1. INTRODUCAO

Os laboratérios de Analises Clinicas desempenham um papel fundamental a nivel dos
cuidados prestados nos servigos de saude, permitindo nao sé realizar um diagnostico clinico
com base nos dados fornecidos no boletim, como também prevenir uma possivel patologia,
orientar bem como monitorizar uma terapéutica.

Toda a informagao clinica fornecida, assim como a garantia dos servigos prestados
pelo laboratorio de Analises Clinicas € da responsabilidade do profissional de saude, sendo
como tal essencial a existéncia de profissionais qualificados para que os diversos métodos
usados ao longo de todo o processo analitico, a interpretagao e posterior validagao dos
resultados obtidos seja realizada de forma correta.

O estagio curricular do Mestrado em Analises Clinicas (MAC) da Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC) tem como objetivo permitir aos alunos que
estabelegam um contacto com a realidade laboratorial, através da passagem pelas valéncias
de Bioquimica Clinica, Imunologia/Endocrinologia, Hematologia e Microbiologia; de modo a
possibilitar a aquisicio de competéncias praticas, nomeadamente a nivel das técnicas e
equipamentos utilizados, assim como aplicar os conhecimentos teéricos adquiridos ao longo
deste Mestrado.

Segue neste relatério uma breve descricao do meu estagio curricular realizado no
Hemobiolab-Laboratério de Andlises Clinicas, realizado no ambito do MAC na FFUC, com

especial énfase nas valéncias de Bioquimica Clinica e Hematologia.
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. CARACTERIZACAO DO LABORATORIO DE ESTAGIO

O meu estagio curricular foi realizado no laboratério Hemobiolab - Laboratério de
Anadlises Clinicas, Lda; Cuja Diregao Técnica esta a cargo da Dra. Ana Sofia Clemente Jorge,
Farmacéutica e especialista em Analises Clinicas pela Ordem dos Farmacéuticos (OF). Da
equipa de trabalho fazem parte: 2 Farmacéuticos, também eles especialistas em analises
clinicas pela OF, a Dra. Lidia Magueijo, que exerce a fungao de Diretora Técnica Adjunta, e o

Dr. Marco Amaral; | Técnico Superior de Saude, a Dra. Vera Santos; e varios Técnicos de
Anadlises Clinicas.
O Hemobiolab é um dos quatro laboratérios centrais que pertencem ao grupo Affidea,
designado por Euromedic até inicios de 2015, e estd organizado em varios postos de
colheitas situados nos distritos de Guarda, Castelo Branco, Santarém, Portalegre e Beja,
sendo cerca de 600 o numero de amostras diarias. Esta aberto ao publico de segunda a
sexta-Feira das 8h00 asI8h00 e aos sabados das 8h30 as 13h00, periodo de tempo no qual
nao s6 exerce atividade no ambito do Servico Nacional de Salde Portugués e de outras
entidades, como também a qualquer utente a titulo particular. Também presta servigos a
empresas sob a legislagao referente a Higiene e Saude no Trabalho.

Encontra-se dividido em diferentes espacos onde sao realizadas atividades especificas:
sala de atendimento ao publico; duas salas de colheitas com casa de banho; quatro gabinetes
distribuidos pela direcao técnica; controlo de qualidade, administragao e sala de reunioes;
uma copa para descanso e refei¢oes dos funcionarios e o laboratério propriamente dito,
também ele dividido em espagos onde sio executadas as valéncias de Bioquimica,
Imunologia/Endocrinologia, Hematologia e Microbiologia.

O Hemobiolab deu-me a possibilidade de realizar o meu estagio em todas as

valéncias acima descritas assim como contactar com os diversos equipamentos (Tabelal).
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Tabela | - Parametros analisados em cada autoanalisador por seccdo.

Bioquimicos, farmacos, proteinas
ADVIA1800 Siemens
Bioquimica Clinica especificas
Capillarys Sebia Perfil eletroforético
Marcadores endocrinos, tumorais,

Centaur Xp Siemens ) o )
anemia e de infeciologia

Imunologia/endocrinologia Marcadores virais e endécrinos
; . ores virai ocrino
Immulite 2000 Siemens

Zenit sp e Zenit ra Autoanticorpos especificos
Hemograma com diferencial
Horiba ABX Pentra PmL leucocitario e contagem de

reticuldcitos
Hematologia
Provas de hemodstase e de
BCS Siemens
coagulagao

Vesmatic Cube 80 diese Velocidade de sedimentagao

Anilise sumaria da urina/urina
Aution Max Ax-4280
tipo Il

Microbiologia Identificagao de microrganismos.
Vitek Biomeriex Teste de suscetibilidade a

antimicrobiano.

O trabalho diario esta divido em 3 fases: fase pré-analitica, analitica e pos analitica.

2.1. FASE PRE-ANALITICA

Nesta fase procede-se a todos os passos antecedentes a analise das amostras. E feita
uma analise cuidada da prescricao médica para identificar quais os parametros que devem ser
determinados; o utente é preparado e segue-se a colheita dos produtos biolégicos que sao
corretamente identificados.

No Hemobiolab, esta fase corresponde essencialmente ao periodo da manha, onde
no laboratorio propriamente dito se faz a preparagao dos varios equipamentos (calibragoes,
controlos, manutengoes) de forma a garantir a qualidade da execugao técnica das amostras;
enquanto na recegao os utentes sao atendidos por 2 assistentes administrativos que fazem o
preenchimento da ficha do utente e seu registo no sistema informatico Edeia, e quais as
analises a efetuar para de seguida se proceder a colheita das amostras.

As colheitas sao feitas em salas proprias e sao efetuadas por técnicos competentes

devidamente habilitados, com a formagao e experiéncia adequadas.
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2.1.1. COLHEITA DE SANGUE VENOSO
No Hemobiolab é usado um cédigo de cores nas tampas que permite identificar os
tubos com o seu respetivo anticoagulante, para assim poder proceder a sua escolha

consoante a analise pretendida (Tabela 2).

Tabela 2 - Cédigo de cores nas tampas e respetivo anticoagulante

Azul Citrato de Sodio
Verde Heparina
Lilas EDTA
Cinzento Fluoreto de Sédio

2.1.2. AMOSTRAS COLHIDAS PELO UTENTE

O procedimento correto para a colheita de amostras pelo utente deve ser explicado
de forma clara, e depois deste a ter feito, deve ser questionado quanto a forma como
procedeu. Caso percebamos que esta nao foi realizada de forma correta ou caso a amostra
nao esteja nas devidas condigoes, devera ser rejeitada e repetida a colheita com os cuidados
adequados, de modo a evitar falsos resultados.

Durante o meu periodo de estigio as amostras mais frequentemente colhidas pelo
utente foram a primeira urina da manha, a urina de 24 horas e as fezes.

Para a recolha da primeira urina da manha, o jato intermédio de urina deve ser
colhido em recipiente estéril apos lavagem da zona genital. Esta ultima também podera ser
colhida nas casas-de-banho existentes nas salas de colheitas, caso o individuo nao tenha
urinado nas 3 a 4 horas anteriores.

Para a colheita da urina das 24 horas, o intervalo de tempo durante o qual todas as
micgoes realizadas ao longo desse mesmo dia tém de ser recolhidas, comeca a contar a
partir do momento em que o individuo esvazia a bexiga. Findo esse tempo, obtém um
recipiente com toda a urina das 24 horas, cujo volume obtido ird ser importante na
expressao dos resultados.

As fezes eram frequentemente examinadas na analise microbiolégica e na detecao de
sangue oculto. O utente deve ter o cuidado de colher uma pequena quantidade, nao
contaminada com urina ou com outro fluido ou material para um recipiente estéril. Para a
realizacdo da coprocultura, uma Unica amostra é suficiente, enquanto para os exames
parasitologico de fezes e de sangue oculto, devem ser colhidas trés amostras em dias

alternados ou consecutivos, respetivamente.
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Apos a colheita e recegao das amostras, todas sao identificadas através de etiquetas
com um cédigo de barras interno, nas quais também consta: o nome do utente, a data e o
numero da amostra sendo este precedido de uma sigla composta por duas letras que
permite identificar o local onde foi feita a colheita, e de uma extensao constituida por um
codigo interno de 3 algarismos, que corresponde a determinada analise.

As amostras provenientes dos postos de colheitas sao transportadas para o
Hemobiolab através de viaturas proprias, refrigeradas e protegidas da luz dentro de malas

isotérmicas.

2.2. FASE ANALITICA
Esta fase consiste no processamento da amostra de modo a se poder ter resultados

das analises realizadas.

2.3. FASE POS ANALITICA
Nesta fase é feita a interpretagao e validagao dos resultados obtidos pelo Técnico
Superior de Saude, sendo depois o boletim analitico confirmado e assinado pela Diretora

Técnica, Diretora Técnica-Adjunta e pelo Farmacéutico Especialista em Analises Clinicas.

2.3.1. ARQUIVAMENTO DE AMOSTRAS

No final de cada dia de trabalho, as amostras de soro e de sangue total sao
arquivadas em suportes proéprios, identificados por uma sequéncia numérica, tapadas e
armazenadas durante uma semana. No sistema informatico, fica registado qual a posigao de
cada amostra, para o caso de ser necessario repetir alguma analise.

Os tubos de soro sao congelados e os de sangue total refrigerados.

As amostras de urina e fezes siao eliminadas no final do dia.
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1. CONTROLO DE QUALIDADE LABORATORIAL

E crucial assegurar que se trabalha com qualidade no laboratério de Analises Clinicas
pois a decisao do médico depende do resultado obtido, sobretudo quando envolve valores
criticos.

Para atingir elevados niveis de qualidade quer em termos éticos como técnicos,
devem seguir-se as boas praticas profissionais. O Hemobiolab tem uma politica de qualidade,
cuja diregao esta a cargo da Dra. Ana Margarida Martinho, na qual estd implementado:
<> O Controlo de Qualidade Interno (CQI), necessario para a monitorizagao diaria da
precisao dos métodos analiticos e dos equipamentos do laboratério;
<> A Avaliagao Externa da Qualidade (AEQ), realizado por uma entidade externa, na
qual ¢é realizada uma andlise retrospetiva do desempenho do laboratério, mais
concretamente da exatidio dos métodos, de forma a promover o desenvolvimento de

estratégias para uma melhoria constante.

3.1. CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

O controlo de qualidade interno pode definir-se como um conjunto de
procedimentos postos em pratica num laboratério, quer sejam na fase pré-analitica, quer
analitica e pos-analitica, que se destinam a assegurar a qualidade dos resultados obtidos para
a amostra ().

Na fase analitica do CQI, os produtos do controlo de qualidade deveriam ser,
idealmente, materiais semelhantes a amostra real (2). Quando um sistema analitico apresenta
diferentes respostas (resultados estatisticamente diferentes) para a mesma quantidade de
analito presente em materiais processados (controlos e calibradores) e em amostras
humanas, esta diferenca é denominada efeito da matriz. Por isso, do ponto de vista ideal, os
materiais processados (calibradores ou controles) e amostras deveriam gerar a mesma
resposta num sistema de medigao utilizado na rotina. Assim, nesta fase, o CQIl permite
reduzir a imprecisio e é feito, diariamente em todos os equipamentos antes do
processamento das amostras dos utentes, utilizando dois ou trés niveis de controlo de
qualidade diferentes (2). Sempre que um novo kit ou lote de reagente é utilizado, em cada
nova calibragao, apos manutengao especifica ou procedimentos de resolugao rapida de
problemas no equipamento ou quando se verifica alguma tendéncia dos resultados, deve
proceder-se igualmente a novo controlo do equipamento. Os dados resultantes sao
registados e analisados, estabelecendo o laboratério os critérios de aceitagao segundo as

Regras de Westgard e Levey-Jennings (3).
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O Hemobiolab possui um programa informatico que permite a integragao dos dados
obtidos e a sua andlise.

De modo a que os métodos analiticos fornegam resultados rigorosos e reprodutiveis,
é essencial que as variaveis analiticas estejam controladas. Na fase analitica, é feito o CQI de
acordo com o manual de boas praticas laboratoriais (4). Isto inclui a verificagio da
linearidade e a precisaio do ensaio e, para tal, é necessaria a andlise de solugoes de
concentragao conhecida — os controlos internos - com a consequente construgao e
interpretagao das cartas de controlo de qualidade com os valores observados, segundo as
regras de Westgard. Os controlos sao introduzidos no inicio de cada dia de trabalho, sendo
usado consoante o aparelho, entre os 2 e os 3 niveis de controlo. No CQI ¢é feito a
validacdao técnica dos resultados obtidos nos controlos internos e pela detegao de nao
conformidades. Caso isso aconteca, sera necessario tomar medidas corretivas, tais como a
calibragao dos reagentes com calibradores proprios, a verificagao do estado dos reagentes
ou de outras situagoes de ordem técnica. A analise com os controlos é de seguida repetida
até se encontrarem dentro dos valores de referéncia contidos nas bulas do fornecedor.
Apesar de o CQI estar exclusivamente focado na fase analitica, o controlo da qualidade
envolve igualmente as restantes fases laboratoriais, nomeadamente o controlo das variaveis
pré-analiticas e pos-analiticas.

Ao nivel da Fase Pré-Analitica existe um manual de colheitas, onde estio
contemplados os procedimentos para uma colheita correta dos varios produtos biologicos
analisados, seu transporte e acondicionamento. Visto que 70% de todos os erros
laboratoriais se registarem nesta fase, torna-se assim necessario o seguimento deste manual,
contribuindo para um maior controlo de algumas variaveis inerentes a este processo.

Para a fase pds-analitica, como a maioria dos erros resulta de lapsos na transcrigao de
resultados, para os minimizar, é feita uma verificagao pela diretora técnica, antes de esta

assinar o boletim analitico.

3.2. AVALIAGAO EXTERNA DA QUALIDADE

Para além do CQI, o Hemobiolab ainda participa ativamente no Programa Nacional
de Avaliagao Externa da Qualidade (AEQ) do Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge,
I.P. por forma a avaliar a exatidio dos métodos utilizados com a detegao de erros
sistematicos. Portanto, esta constitui uma forma de monitorizar retrospetivamente a
competéncia do laboratorio em dar resultados crediveis, ao mesmo tempo que os compara

com outros laboratérios.
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Com uma certa periodicidade, o Hemobiolab recebe amostras desconhecidas
fornecidas por essa entidade externa certificada. Estas sao analisadas nas mesmas condig¢oes
de trabalho a que sao sujeitas as amostras dos utentes. Estes valores sao posteriormente
reportados ao seu provedor, que faz a andlise dos resultados e os torna disponiveis aos
varios laboratérios participantes. De acordo com as informagoes dai obtidas, podera ser
necessaria a implementacao de medidas corretivas e/ou preventivas de modo a melhorar os

niveis de desempenho do laboratorio.
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IV. SETOR LABORATORIAL DE BIOQUIMICA CLINICA

4.1. EQUIPAMENTOS E PRINCIPIOS
4.1.1. SIEMENS ADVIA 1800 SISTEMA DE BIOQUIMICA

o sistema bioquimico
ADVIA® 1800 (Figura 1) é um
analisador automatizado de quimica
clinica que pode processar amostras
de soro humano, plasma ou urina.
Destina-se a ser usado no diagnostico
in vitro de parametros bioquimicos,
descritos posteriormente.

Neste equipamento as

determinagoes sao feitas  por
Figura | - Siemens Advia 1800 Sistema de

espetrofotometria em que o Bioquimica.
espectrofotometro mede a quantidade de luz absorvida pelos liquidos contidos nas cuvetes
de reagao, em |4 comprimentos de onda especificos. A cada seis segundos o prato de
reagao (RRV) desloca as cuvetes que contém liquido de reagao (amostra e reagente) a frente
de uma lampada de halogéneo, que envia luz através das cuvetes. De cada vez é medido um
comprimento de onda diferente. Em seguida o fotometro mede a absorvéncia com base na

energia da lampada e na densidade otica das cuvetes. Este processo é repetido durante todas

as vezes e comprimentos de onda exigidos pelas condi¢oes do ensaio.

4.1.2. AUTION MAX E SEDIMAX
O Aution Max (A. Menarini
Diagnostics) (Figura 2) € um
equipamento destinado a primeira
fase da anadlise sumaria de urina.

Executa as determinagoes de:

densidade, cor, turvacao, glicose,

bilirrubinas, proteinas, pH, sangue,
L . . Figura 2 - Aution Max e Sedimax A. Menarini
corpos cetonicos, uroblllnogenlo, Diagnostics.

nitritos e leucécitos.
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Os métodos de leitura utilizados sao:

= Refletancia em biocromatismo através do uso de tiras reagentes que sao introduzidas
no equipamento: glicose, bilirrubinas, pH, sangue, corpos cténicos, urobilinogénio e
nitritos;

* [ndice de refracio: densidade;

= Refletincia em 4 comprimentos de onda: cor;

= Método de dispersao de luz: turvagao.

Sedimax (A. Menarini Diagnostics) (Figura 2) € um equipamento usado para analisar o
sedimento urinario. Capta imagens de microscopia de alta definicao das amostras, faz uma
andlise morfolégica e contagem das particulas, assim como uma interpretacao dos
resultados. Todas as imagens sao armazenadas no software o que permite uma reavaliagao
por parte do operador.

As particulas detetadas por microscopia digital de campo completo sao: glébulos
vermelhos, globulos brancos, cilindros hialinos, cilindros patoldgicos, células epiteliais
escamosas, células epiteliais renais e células de transi¢ao, bactérias, leveduras, cristais de
oxalato de cdlcio mono-hidratado e oxalato de célcio di-hidratado, acido Urico, trifosfatos,

muco e espermatozoides.

4.1.3. SEBIA-SISTEMA DE ELETROFORESE CAPILAR

E um sistema de eletroforese
capilar (CE) (Figura 3) automatizado
para analise de proteinas. Este
sistema é termorregulado,
impedindo oscilagoes de
temperatura, assegurando melhor

reprodutibilidade da analise.

Na CE, a eletroforese é realizada

. - . Fi 3 - Sebia Sist de eletrof ilar.
num tubo capilar de silica fundida de 'gura ehta Sistema de cletrolorese capriar

diametro interno pequeno, coberto externamente com uma camada polimérica (poliimida)
fina. Este tubo capilar funciona como uma camara eletroforética capilar que é ligado a um
detetor na sua extremidade terminal e, através de reservatorios de tampao, a uma fonte de
alta voltagem. A CE tem como principal vantagem a dissipacao eficiente de calor o que
permite a aplicagao de voltagens na faixa de 25-30 kV, o que aumenta a eficiéncia nao sé da

separagao como reduz o tempo desta ultima.
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4.2. AMOSTRAS EM BIOQUIMICA CLINICA

Na secgao de bioquimica clinica as amostras sao de soro, obtidas apos centrifugagao
do sangue, sendo a colheita feita para tubos sem anticoagulante que permite manter a
estabilidade das amostras durante uma semana, quando estas siao refrigeradas a uma

temperatura compreendida entre 2-8 °C (4).

4.3. AVALIAGCAO DO RISCO CARDIOVASCULAR

As doencgas cardiovasculares (DCV) representam a principal causa de morte em
Portugal, havendo diversos fatores que contribuem para o seu desenvolvimento, como a
aterosclerose caracterizada por ser um processo inflamatorio crénico devido a acumulagao
de lipidos na intima das artérias, que levam a formagao de placas ateroscleroticas e,
consequentemente ao estreitamento do limen da artéria. Estas placas tém tendéncia a
tornarem-se instaveis, e quando o seu conteudo € exposto, a coagulagao € ativada
originando trombos que interrompem o fluxo sanguineo dessa artéria ou de outros vasos
sanguineos em locais diferentes do organismo, que por sua vez leva a uma situagao de
isquémia, a qual se pode seguir necrose dos tecidos circundantes que causam enfarte agudo
do miocardio ou acidente vascular cerebral.

Através do perfil lipidico que consiste em dosear o colesterol total, o colesterol-LDL
(lipoproteina de baixa densidade do inglés: “low density lipoprotein”), o colesterol-HDL
(lipoproteinas de alta densidade do inglés “high density lipoprotein”) e os triglicéridos (TG), é
avaliado o risco cardiovascular de utentes de modo a tentar diminuir o desenvolvimento de
DCV. Para determinar o perfil lipidico, € importante que seja feito um jejum de 10 a 12

horas por parte do utente para evitar interferéncias com os lipidos da dieta.

4.3.1. COLESTEROL TOTAL

O colesterol é fundamental ao organismo humano porque é um componente
essencial na estrutura de biomembranas, é percursor nao s6 de todas as hormonas
esteroides como também dos acidos biliares. No organismo, o colesterol total tem como
origem a dieta (cerca de 15%), sendo incorporado nos Quilomicrons de modo a poder ser
absorvido a nivel intestinal, ou ser sintetizado no figado (cerca de 85%). Antes de ser
absorvido, o colesterol é solubilizado, processo designado por emulsificagcao, através da
formagao de micelas mistas que contém: sais biliares, acidos gordos, monoacilglicerois,
colesterol livre, lisofosfolipidos e fosfolipidos (5). Os sais biliares que atuam como

detergentes sao o fator mais critico na formagao de micelas visto que na sua auséncia a
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absor¢ao do colesterol é prejudicada. A quantidade de colesterol proveniente da dieta
também influencia a absorgao, visto que quanto maior for a quantidade de gordura ingerida,
maior € a formagao de micelas mistas, e consequentemente mais colesterol é absorvido a
nivel intestinal (5). A absorgao do colesterol no intestino, assim como a sua biossintese no
figado sao processos autorregulados. Quando no interior do hepatécito a quantidade de
colesterol fica acima de um determinado valor, este excesso extracelular nao soé inibe a
enzima Hidroxi-metil-glutamil-CoenzimaA redutase de modo a inibir a sua sintese endogena,
como também inibe a sintese de recetores LDL no interior do hepatocito e
consequentemente a expressao deste recetor a superficie do hepatodcito. Isto faz com que
haja aumento de colesterol na circulagao, nomeadamente o colesterol-LDL.

Principio da detegao: O colesterol livre presente na amostra sofre oxidagao por agao
da colesterol oxidase, obtendo-se H,O,. Este reage com dois compostos existentes no
reagente formando-se a quinoneimina por agao de uma peroxidase. Por espetrofotometria é
feita a leitura da absorvéncia da quinoneimina a 500 nm, sendo este valor proporcional a

quantidade de colesterol presente na amostra (5) (Figura 4).

. Colesterol oxidase
Colesterol livre + O, Colesterol — 4 — eno— 3 —ona + H,0,

. L. Peroxidase . L
2 H,0, + Fenol + 4 — amino — antipirina ——— Quinoneimina + 4 H,0

Figura 4 - Reagbes que ocorrem na determinacdo de colesterol total (5).

Sao usados como referéncia para adultos, valores inferiores a 200 mg/gl (18).

4.3.2. COLESTEROL-HDL

No figado o colesterol pode ser incorporado em VLDL, catabolizado ou ser
excretado para a bilis. No entanto na maioria das células periféricas, o colesterol nao é
catabolizado nem ¢é incorporado em lipoproteinas, o que pode levar a que seja acumulado e
tornar-se nocivo. As lipoproteinas de alta densidade (HDL) sao responsaveis pelo transporte
reverso que consiste em remover o excesso de colesterol das células periféricas e retorna-
lo para o figado, onde é transformado em sais biliares para depois ser eliminado pelas vias
biliares para o intestino e ser excretado juntamente com algum colesterol livre (6). A
determinagao da concentragiao plasmatica de HDL é feita em termos de colesterol-HDL
(Col-HDL), em que a obtengao de valor baixo é considerado como sendo um fator de risco

para o desenvolvimento de DCV comparativamente a valores elevados.
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O risco de desenvolver DCV pode ser obtido através do indice aterogénico, que

pode ser calculado através da seguinte formula (Figura 5):

Colesterol total
Colesterol — HDL

indice aterogénico =

Figura 5 - Formula para calculo do indice aterogénico.

Valores acima de 5 indicam propensao para o desenvolvimento de DCV.

Principio da detegao: Apos a adigao de um detergente especifico as lipoproteinas de
maior dimensao nao precipitam, sendo o colesterol HDL no sobrenadante quantificado por
um método colorimétrico. A intensidade da cor do corante formado é medida a 600 nm, e é

diretamente proporcional a concentragao sérica de col-HDL (Figura 6) (5).

HDL, LDL, VLDL, Quilomicrons 22> | DL, VLDL, Quilomicrons nio reativos +
MgSO4 Esteres Col-HDL
PEG-CE

Esteres Col-HDL + H20 » Col-HDL, RCOOH
PEG-CO

Col-HDL + O2 ———— A—4-colestenona + H202
Peroxidase
H202 + 4-Aminoantipirina + H" + H20 + — Produto corado + H20

Figura 6 - Reacoes que ocorrem na determinac¢ao de colesterol- HDL.

E usado como referéncia para adultos valores superiores a 40 mg /dl (6).

4.3.3. COLESTEROL-LDL

As lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sao os principais transportadores de
esteres de colesterol para os tecidos periféricos, e derivam das lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL), que sao sintetizadas no figado.

A remocgao das LDL do plasma para o interior do hepatécito onde sao catabolizadas
¢ feita por recetores especificos para as LDL cujo bom funcionamento permite a
manutengao da colesterolémia dentro dos valores de referéncia. Uma diminui¢cao no nimero
destes recetores ou na sua capacidade funcional faz com que haja menor captagao das LDL
plasmaticas levando a aumento da sua concentragio no plasma (6). Quando ha
hipercolesterolémia-LDL, estas lipoproteinas penetram através do endotélio e sao retidas na

matriz intercelular da intima, onde sao sujeitas a agao de diversas espécies altamente reativas
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com capacidade oxidativa, sintetizadas pelas células endoteliais, musculares lisas e
macrofagos. As LDL oxidadas tém propriedades pré-ateroscleréticas tais como atrair os
monocitos de circulagao, induzir a sua adesao ao endotélio, estimular a formagao das foam
cells, lesar as células endoteliais, induzir a migracao das células musculares lisas e a sua
proliferagao, interferir com a vasodilatagao dependente do endotélio e promover a
trombose (6).

A determinaciao do colesterol-LDL é normalmente feita de forma indireta através da
formula de Friedwald, na qual se assume que o colesterol das lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL do inglés “very low density lipoprotein”), esta presente numa concentragao
equivalente a um quinto dos triglicéridos (TG) circulantes no plasma. Esta formula pode ser

utilizada sempre que o valor de TG nao ultrapasse os 400 mg/dl (5).
Col-LDL= Colesterol total — [(TG/5) + Col-HDL]
E usado como referéncia para adultos valores inferiores a 100 mg/dl (5).

4.3.4. TRIGLICERIDOS

Os triglicéridos sao constituidos por uma molécula de glicerol e 3 de acidos gordos.
Para circular na corrente sanguinea necessitam de lipoproteinas. Consoante a sua origem,
através da dieta ou sintetizadas no figado, assim sao incorporados nos Quilomicrons ou
VLDL, respetivamente. Estas lipoproteinas transportam os TG para os tecidos periféricos,
nomeadamente para o tecido adiposo, onde, por agao da Lipoproteina Lipase (LPL), sao
hidrolisadas, e depois armazenadas sob a forma de goticulas de gordura, até ser necessario
sofrerem B-oxidagao para fornecer energia as células restantes.
Aumento nos niveis plasmaticos de TG acima dos valores de referéncia é designado por
hipertrigliceridémia que também contribui para o desenvolvimento de DCV. Este aumento
pode ser devido a deficiéncias nas enzimas que os metabolizam, consistindo em causas
genéticas, ou aumento na producao das VLDL e diminuicio do seu catabolismo, stress,
Diabetes Mellitus, ou dietas ricas em hidratos de carbono e de acidos gordos saturados e
insaturados que vao integrar os TG.

Principio da detegao: método colorimétrico (6).

Os TG sofrem hidrélise por agao da LPS formando-se glicerol e acidos gordos. O
glicerol obtido é transformado em glicerol-3-fosfato pela agao da glicerolcinase, seguindo-se
a conversao deste em dihidroxiacetona-fosfato e H,O, por acao da glicerol-3-fosfato

oxidase. O peroxido de hidrogénio obtido reage com 4-clorofenol e amino-4-antipirina,
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numa reagao catalisada por uma peroxidase, originando quinoneimina e H,O. A formagao do
produto quinoneimina é detetada por leitura da absorvéncia a 510 nm, e o valor obtido é

proporcional a quantidade de TG presentes no soro (Figura 7).

Lipoproteina lipase

Glicerol + acidos gordos

Glicerolcinase

Glicerol + ATP ——— Glicerol — 3 — fosfato + ADP

Glicerol—-3—fosfato oxidase

Glicerol — 3 — fosfato + dihidroxiacetona fosfato + H, 0,
Peroxidase
2H,0, + Amino — 4 — antipirina + 4 — Clorofenol ———— Quinoneimina + HCl
+4 H,0

Figura 7 - Reagdes que ocorrem na determinacao de TG (6).

Sao usados como referéncia, nas mulheres valores entre 40-140 mg/dl e nos homens

valores entre 60-160 mg/dl (6).
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Caso clinico de dislipidémia

Individuo do sexo masculino em que nas anadlises feitas para avaliar o risco
cardiovascular, foram observados valores aumentados de colesterol total e de TG, e baixos
valores de colesterol-HDL com indice aterogénico aumentado, o que significa que este
individuo tem grandes probablilidades de desenvolver uma DCV. O boletim analitico
apresenta um historico desta dislipidémia (ano de 2014). Desconhece-se se o individuo esta
sujeito a algum tipo de terapéutica (Ex: estatinas ou fenofibrato), por forma a diminuir esta
dislipidémia e consequentemente reduzir o risco de doenga cardiovascular. Estio
apresentados os valores de referéncia seguidos pelo Hemobiolab, para cada parametro

(Figura 8).

29-04-2014
Colesterol Total 314 ng/dL < 190 253
29-04-2014
Colesterol HDL 43 ng/dL > 40 42
Indice Aterogénico 7,30 < 5,00 6,02

(Directiva da Sociedade Portuguesa de Aterosclerose)

29-04-2014
Triglicéridos 473 ng/dL < 150 361

Figura 8 - Caso clinico de dislipidémia.

4.4. AVALIACAO DA FUNGAO RENAL

Os rins sao 6rgaos responsaveis pela homeostase dos fluidos e dos eletrélitos no
corpo humano. Tem como unidade funcional o nefrénio e como principais fungoes:
formagao de urina; regulagao do equilibrio hidro-electrolitico; regulagao do equilibrio 4cido-
base; excrecao de produtos do metabolismo proteico; fungao endocrina; e conservagao de
proteinas (7,8).

Existem dois grupos de testes para avaliar a fungao renal que sao o estudo da fungao

glomerular e o estudo da fungao tubular.
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4.4.1. AVALIAGAO DA FUNGCAO GLOMERULAR
4.4.1.1. DETERMINAGCAO DE COMPOSTOS AZOTADOS NAO PROTEICOS
4.4.1.1.1. UREIA

No catabolismo das proteinas, a medida que os aminoacidos sao desaminados, é
produzida amonia. Esta é convertida a ureia no figado, de modo a se prevenirem niveis
toxicos. No sangue a ureia é transportada até aos rins onde é filtrada pelo glomérulo, sendo
40-50% reabsorvida passivamente nos tubulos proximais. Quando um grande numero de
aminoacidos é metabolizado no figado, ha aumento de sintese de ureia, situagao que pode
ocorrer com dietas hiperproteicas (causa extra-renal), danos tecidulares ou diminuicao da
sintese de proteinas (causa renal). Situagao inversa é verificada com dietas hipoproteicas e
lesao hepatica grave. Deste modo a concentra¢ao de ureia no plasma é condicionada pela
fungao e perfusao renal, teor proteico da dieta e pelo catabolismo das proteinas. A ureia nao
deve de ser utilizada como marcador da fungao glomerular de modo isolado, pois pode estar
aumentada devido as causas acima citadas, sem que haja envolvimento renal primario. E
importante ter em consideragao que um aumento de ureia nao acompanhado de aumento
de creatinina possa ser devido a causa pré-renal. A determinagao da Taxa de Filtragao
Glomerular (TFG) permite confirmar essa situagao (8).

Principio da detecdao: A enzima urease hidrolisa a ureia a amédnia, que por agao da
glutamatodesidrogenase oxiredutase origina glutamato. A ureia € quantificada por
espetrofotometria a 340 nm, sendo que o decréscimo de absorvéncia devido ao
desaparecimento de NADH é diretamente proporcional a concentragao de ureia na amostra

(9) (Figura 9).

Urease

Ureia+ H,0 —— 2 NH} + C03?

Glutamatodesidrogenase oxiredutase

NH; + 2 oxoglutarato + NADH glutamato + H, 0
+ NAD

Figura 9 - Reacdes que ocorrem na determinacao de ureia.

Sao usado como referéncia para adultos, valores entre 9-200 mg/dl (9).
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4.4.1.1.2. CREATININA

A creatinina é sintetizada nos rins, figado e pancreas por duas reagdes enzimaticas.
Na primeira a transaminagao da arginina e da glicina forma o acido guanidinoacético. Na
segunda reagao, a metilagao do acido guanidinoacético ocorre com a S-adenosilmetionina
como dador de grupo metilo. A creatina é transportada através do sangue para outros

orgaos, como musculos e cérebro, onde é fosforilada a fosfocreatina.

. creatina cinase .
Creatina ———— Fosfocreatina

Figura 10 - Interconversao da creatinina a fosfocreatinina.

A interconversao da creatina a fosfocreatina (Figura 10) é caracteristica da contragao
muscular, e uma determinada proporg¢ao de creatina livre converte-se espontaneamente em
creatinina. A quantidade de creatinina produzida por dia é constante e depende da massa
muscular, sendo que existe em maiores concentragoes nos homens do que nas mulheres.

A creatinina é removida da circulagao por filtragao glomerular e nao é praticamente
absorvida pelos tubulos renais. Assim, apenas uma pequena quantidade deste composto na
urina provém da secrecao tubular.

Principio da detecdao: A creatinina reage com picrato a pH alcalino formando o
complexo creatinina-picrato. O aumento da absorvéncia a 500 nm devido a formagao do

complexo é diretamente proporcional a concentragao de creatinina na amostra (7) (Figura

).

NaOH
Creatinina + Picrato — complexo creatina picrato

Figura || - Reacdo que ocorre na determinacdo de creatinina.

Sao usados como referéncia nas mulheres valores entre os 0.7-1.3 mg/dl e nos

homens valores entre os 0.6-1.1 mg/dl (7).

4.4.1.1.3. CLEARANCE DE CREATININA

A clearance renal é o volume de plasma do qual uma determinada quantidade de
substincia pode ser completamente eliminada para a urina por unidade de tempo. Isto
depende da concentragao plasmatica da substincia e da sua taxa de excregao, que por sua

vez depende da TFG e do fluxo sanguineo renal.
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O teste de clearance de creatinina permite detetar alteragoes na TFG, é mais sensivel
que o da determinagao da creatinina, e nao se justifica fazer caso o doseamento da creatinina
plasmatica apresente resultados acima dos valores de referéncia, o que significa que esta
ultima nao estd a ser eliminada. O teste de clearance faz-se quando ainda nao ha sinais
visiveis de doenca renal, em que os valores de concentragao de creatinina e de ureia no
plasma ainda estao dentro dos valores de normalidade.

Para determinar a clearance de creatinina deve-se proceder do seguinte modo: |-
Colheita de urina de 24 horas ou de 12 horas (urina de um dado periodo de tempo certo);
2- Colher uma amostra de sangue venoso durante este periodo de tempo para obter o soro
e nele se fazer o doseamento da creatinina; 3- Determinar a concentragao de Creatinina na
urina; 4-Calcular a Clearance de Creatinina.

Para o cdlculo da clearance de creatinina é usada a seguinte formula (Figura 12).

U
Clearance de creatinina ml/min = P xV

Figura 12 - Férmula usada para calculo de Clearance de Creatinina.

U = Concentragao de creatinina urinaria (mg/dl)
V = Volume de urina excretado por unidade de tempo (ml/min.)

P = Concentragao de Creatinina plasmatica

Sao usados como referéncia, nas mulheres valores entre os 65-123 ml /min e nos
homens valores entre 74-129 ml/min (18).

Através da utilizagao da formula de Cockcrolf-Gault, a clearance de creatinina €
estimada com base na creatinina sérica e dados adicionais como a idade, peso e sexo. Sendo
que no sexo feminino a massa muscular é cerca de 15% inferior a do sexo masculino, o valor
da clearance de creatinina tem de ser multiplicado por 0,85 no caso das mulheres (Figura

13).

140-idade (anos) x peso (Kg)
72 x [Creatinina] soro (mg/dl)

Clearance de creatinina estimada(ml/min) = x 0,85

Figura 13 - Formula de Cockcrolf-Gault.

4.4.1.1.4. ACIDO URICO
O 4cido Urico resulta do catabolismo das purinas dos acidos nucleicos, quer sejam
ingeridos quer sejam resultantes da destruigao celular. Parte deste processo ocorre

essencialmente no figado, sendo o acido urico depois transportado no plasma até ao rim,
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onde é filtrado pelo glomérulo e secretado nos tubulos distais para a urina. A maioria do
acido urico é reabsorvido nos tibulos proximais e reutilizado.

Nas situagoes de insuficiéncia renal, ha menor eliminagao de acido urico pela urina, o
que leva ao aumento da sua concentragao sérica. O excesso de acido Urico pode precipitar
nos tubulos renais formando calculos renais que obstruem a passagem da urina, e depositar-
se nas articulagoes, causando inflamagao e dor, desencadeando uma patologia designada por
gota. Se houver hiperuricemia sem haver aumento da concentragao sérica de ureia e de
creatinina acima dos valores normais de referéncia, isto significa que o acido uUrico esta
aumentado devido a uma alteragao no catabolismo das purinas. No entanto, se o seu valor
se encontrar elevado, juntamento com a ureia e/ou creatinina, pode significar disfungao renal
(7,10).

Principio da detecao: O acido Urico é convertido a alantoina e perdxido de
hidrogénio por agao da enzima uricase. O peréxido de hidrogénio reage com outros dois
compostos e na presenga de uma peroxidase, forma quinoneimina sendo esta ultima
quantificada por espetrofotometria a 548 nm. A quantidade de quinomeimina é proporcional

a quantidade de acido Urico presente na amostra (7) (Figura 14).

Uricase

Acido Urico + 2H,0 + 0, —— Alantoina + H, 0, + CO,

Peroxidase
H,0, + Fenol + 4 — Aminoantipirina ——— Quinoneimina + H,0

Figura 14 - Reacb6es que ocorrem na determinac¢ao de acido urico.

Sao usados como referéncia nas mulheres valores entre 2.60-6.0 mg/dl e nos homens

valores entre 3.5-7.2 mg/dl (7).

4.4.2. AVALIAGAO DA PERMEABILIDADE GLOMERULAR

A permeabilidade glomerular controla a quantidade de proteina excretada na urina.
O glomérulo atua como um filtro seletivo de sangue que passa pelos seus capilares. Esta
acao de filtro restringe a passagem de macromoléculas dependendo do tamanho, carga e
forma. De um modo geral, as proteinas de elevado peso molecular cuja massa molecular é
superior a da albumina sao retidas pelo glomérulo. No entanto também ha reten¢ao de
proteinas de baixa massa molecular (11).

De forma a averiguar se o rim estd a cumprir a sua fungao de conservagao de
proteinas sanguineas de modo a manter a pressao oncotica, € importante avaliar a

permeabilidade glomerular.
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4.4.2.1. MICROALBUMINURIA

A microalbuminuria é um dos primeiros sinais de doencga renal glomerular e consiste
na eliminagao de albumina na urina numa quantidade tao pequena que nao é detetada pelas
tiras reagentes usadas na analise sumaria da urina (7). Esta proteina tem um baixo peso
molecular e é ligeiramente maior do que o poro dos capilares glomerulares. Qualquer
alteragao na sua permeabilidade permite que haja filtragao de albumina e consequentemente
a sua eliminagao através da urina (8).

A Determinagao da microalbuminuria é geralmente feita numa amostra de urina de
24 horas (12).

Principio da detegao: Sao utilizados anticorpos policlonais contra albumina humana

num imunoensaio turbidimétrico. Quando uma amostra é misturada com os reagentes, a
albumina existente nessa amostra combina-se com o anticorpo anti-albumina humana no
reagente, originando um agregado que por ser insoluvel, provoca um aumento da turvagao
na solugao. O grau de turvagao da solugao é proporcional a concentragao de albumina
presente na amostra (13).

Sao usados como referéncia apara adultos, valores inferiores a 30 mg/24h (13).

4.4.3. AVALIACAO DA FUNGCAO TUBULAR
4.4.3.1. ANALISE SUMARIA DA URINA

A analise sumaria da urina ou urina tipo |l permite avaliar a evolugao das doengas
renais. Esta andlise é composta por dois tipos de determinagdes: |- Sedimento urinario que
consiste numa analise semi-quantitativa do numero de elementos existentes na amostra; 2-
Andlise semi-quantitativa de alguns parametros bioquimicos, tais como cor, glicose, cetonas,
densidade, PH, proteinas, urobilinogénio, bilirrubina, leucocitos, nitritos e sangue (14).

A amostra a usar deve ser a primeira urina da manha visto ser mais concentrada, ou,
pelo menos a ultima micgao ter sido ha mais de 2 horas. Amostras contaminadas com perdas
menstruais ou material vaginal devem ser rejeitadas.

No Hemobiolab, a analise destes parametros bioquimicos é feita de forma

automatizada através do equipamento “Aution Max”.
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4.4.3.2. SEDIMENTO URINARIO

Na analise do sedimento urinario faz-se a identificagido e semi-quantificacio de:
células epiteliais, eritrocitos, leucdcitos, cristais (oxalatos, uratos, fosfatos, cistina entre
outros), cilindros (hialinos, granulosos), leveduras, células redondas (evidencia envolvimento
do parénquima renal), espermatozoides e muco (15).

Os cadlculos urinarios ou renais sao formados pela combinagao de varias substancias
cristalizaveis, tais como: oxalato de cdlcio, cistina, acido Urico, fosfatos, carbonatos e uratos.
A andlise quimica dos calculos é importante para se poder determinar qual a causa do seu

aparecimento, que podem ser diversas (Tabela 3).

Tabela 3 - Tipos de Calculos urinarios.

Gota
Acido urico Niveis de acido uUrico elevado na urina e no sangue
Cistina Cistinuria hereditaria

Consumo excessivo de antiacidos

Fosfato de Cilcio 3 . :
Infegao por microrganismos produtores de urease.

Hiperparatiroidismo
Niveis elevados de calcio na urina
Oxalato de calcio Toxicidade provocada pela Vitamina D
Sarcoidose

Osteoporose

4.5. AVALIACAO DA FUNGAO HEPATICA

O figado é o maior 6rgao interno do corpo humano. Desempenha fungoes
bioquimicas fundamentais nomeadamente no metabolismo de proteinas, hidratos de
carbono, lipidos e lipoproteinas; sintese da maioria das proteinas plasmaticas exceto

imunoglobulinas; destoxicagao de xenobidticos; excregao de bilirrubina e sais bilares.

4.5.1. AVALIACAO DA SINTESE HEPATICA
O figado é responsavel pela sintese da maioria das proteinas plasmaticas exceto das
imunoglobulinas. Para tal, os hepatocitos devem encontrar-se funcionais. Havendo uma lesao

do tecido hepatico que seja superior a 80%, a capacidade de sintese ¢ afetada.
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4.5.1.1. ESTUDO DAS PROTEINAS PLASMATICAS
4.5.1.1.1. PROTEINAS PLASMATICAS TOTAIS

Todas as proteinas realizam fungoes biologicas e fisioldgicas. Muitas vezes o
conhecimento das suas propriedades biologicas é a base para o estabelecimento dos
métodos para a sua detegao e quantificagao. As fungoes fisiologicas mais importantes sao de
transporte, de recetores, hormonas e fungoes enzimaticas (16).

As proteinas séricas podem dividir-se em dois grupos principais: albumina e globulinas
(16). Existem centenas de proteinas diferentes no plasma sanguineo, designadas por
proteinas plasmaticas, sendo a maioria sintetizada e catabolizada no figado. Um fator
relevante para o laboratério de anadlises clinicas é a alteragao nas concentragoes de
proteinas, que resultam de uma reagao que funciona como resposta a doengas ou reagao de
fase aguda, que é uma resposta inespecifica a inflamagao ou lesoes teciduais. As proteinas
afetadas por este tipo de situagoes sao chamadas de Proteinas de Fase Aguda, podendo ser
proteinas de fase aguda positiva em que apresentam aumentos nas suas concentragoes, tais
como al-antitripsina, ol-glicoproteina acida, haptoglobina, ceruloplasmina, C3, C4 e
proteina C reativa; ou proteinas de fase aguda negativas, tais como transtirretina, albumina e
transferrina, cujas concentragoes diminuem (16).

O figado possui uma elevada capacidade de reserva, impedindo uma redugao da
concentragao de proteinas no plasma, a nao ser que haja uma lesao hepatica extensa. A
alteragdo da concentragio de proteinas plasmaticas totais depende do tipo, gravidade e
duracao da lesao hepatica. Nas situagoes de disfungao hepatica aguda verifica-se uma
pequena alteragao no perfil das proteinas plasmaticas, ao contrario do que se verifica na
cirrose, em que ha diminuicao da concentragao de todas as proteinas. Nos casos de uma
lesao hepatica acentuada ha um decréscimo da concentragao de transtirretina e de
protrombina, que possuem um tempo de vida média curto, enquanto nas concentragoes de
proteinas com tempo de meia vida mais longo nao ocorre qualquer alteragao (albumina).

O doseamento das proteinas totais séricas pode refletir o estado nutricional, doengas
renais, doencas hepaticas, perturbagcoes Osseas e muitos outros estados patologicos. Esta
determinagao é muito frequente, podendo o seu valor aparecer aumentado, diminuido ou
normal, consoante a patologia em causa (16). A hipoproteinémia pode surgir em situagoes
de perda excessiva por doenga renal, inflamagao gastrointestinal, hemorragias (de feridas ou
internas) ou queimaduras. A hiperproteinémia pode acontecer em situagoes de desidratagao

ou produgao excessiva, como acontece no Mieloma Mdltiplo (17).
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Principio da detegao: Método colorimétrico baseado na reagao do biureto. A
absorvéncia do complexo corado formado resultante da ligagao, em meio alcalino, entre as
ligacoes peptidicas das proteinas e o cobre, é proporcional a concentragao total de proteina

na amostra (Figura |5).

OH-
Cu?* + Proteinas — Complexo corado

Figura |5 - Reacdo do biureto usada para determinar proteinas totais.

Sao usados como referéncia para adultos, valores entre 6.0-7.8 g/dl (18).

4.5.1.1.2. ALBUMINA

A albumina é a proteina mais abundante encontrada no plasma, sendo sintetizada no
figado. Devido a sua elevada concentragao no plasma e ao seu tamanho relativamente
pequeno, a albumina é também o maior componente da maioria dos fluidos extravasculares.
E responsivel por aproximadamente 80% da pressio coloide-osmética dos fluidos
intravasculares. Também tem um papel relevante como tampao do pH e é uma proteina
reativa de fase aguda negativa. Outra das fungoes primarias da albumina é a de transporte de
varias substincias no sangue.

Diminuigoes da concentragao de albumina podem ser causadas por: ma nutri¢ao ou
mal absorgao, doenga hepatica, perdas enterohepaticas ou gastrointestinais (como diarreia,
inflamagao), doenca renal, hipotiroidismo, diluicio por excesso (polidipsia), e redistribuicao
por hemodiluigao. Concentragoes séricas elevadas de albumina sao encontradas em
situagoes de desidratagao ou perfusao excessiva de albumina (17).

Principio da detegao: Ligacao da Albumina a corantes como o Verde de Bromocresol
(BCG) ou Parpura de Bromocresol (PBC), através de uma técnica de leitura bicromatica. A

absorvéncia do complexo 596 nm é diretamente proporcional a concentra¢ao de albumina

(12,17) (Figura 16).

H49
Albumina + corante PBC/PBC = Complexo Albumina-PBC/BCG

Figura 16 - Reacdo que ocorre na determinacdo de albumina com base no complexo
albumina-PBC/BCG

Sao usados como referéncia para adultos, valores entre 3.5-5.2 g/dl) (18).
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4.5.2. PROTEINOGRAMA/ SEPARACAO DAS PROTEINAS SERIAS POR
ELETROFORESE

A eletroforese de proteinas (EFP)

.. , .. . Albumi
séricas é uma técnica de screening do soro —
para anomalias nas proteinas. Dois tipos de a,-globulina
Haptoglobina
métodos de EFP estio hoje em dia em uso: Macroglobulina  Imunoglobulina

Ceruloplasmina

eletroforese de zona e eletroforese capilar
(19). Para as determinagoes de rotina, as

proteinas sao separadas por eletroforese

de zona em cinco ou seis fragoes de a-1-antitripsina Transferrina
TBG Betalipoproteina
mobilidade diferente: Albumina, Alfa-I, Alisistoprotaing

a-1-glicoproteina acida

Alfa-2, Beta (ou Beta-l e Beta-2) e Gama Figura 17 - Perfil eletroforético (de zona) das
. proteinas séricas com indicacdao das proteinas
(Figura 17). encontradas em cada banda eletroforética (19).

A eletroforese das proteinas séricas € util no contexto do estudo das doengas
hepaticas. A Albumina é uma proteina cujo tempo de vida média é longa, cerca de 20 dias.
Diminuicao na fragao de Albumina e aumento na fragao das gama-globulinas e beta-globulinas
é indicativo de doenga hepatica cronica ou de lesao aguda grave.

Diminuicao na fragao de alfa-1-globulina (a, globunina), devido a deficiéncia de alfa-1-

antitripsina (o, antitripsina), implica doenga hepatica crénica.

4.5.3. TEMPO DE PROTROMBINA

A determinagao do tempo de protrombina é um teste muito usado para avaliar a
doenga hepatica. Nos casos de doenga hepatica grave encontra-se aumentado e havendo
tendéncia hemorragica devido a diminuicao da sintese dos fatores de coagulagao. Este estado
patologico implica que haja menor sintese de sais biliares e consequentemente menor
absorcao intestinal de vitamina K, fundamental para a sintese hepatica dos fatores Il, VII, IX e
X da cascata de coagulagao.

A metodologia é apresentada mais adiante no capitulo referente as provas de

coagulacao realizadas do setor de hematologia.

4.5.4. ESTUDO DOS LiPIDOS E LIPOPROTEINAS DO PLASMA
O figado é a maior fonte de colesterol circulante no organismo. A excecio dos
quilomicrons, é responsavel pela sintese de todas as lipoproteinas mas também pela sua

remocao da circulagao.
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Qualquer lesao hepatica que impede o bom funcionamento deste 6rgao implica uma
diminuicao nao s6 da sintese de colesterol total e de colesterol-HDL, mas também uma
diminuigcao do catabolismo das VLDL, o que leva ao aumento da concentragao de colesterol-

LDL e de TG.

4.5.5. UREIA E AMONIA

Em situagoes de doencga hepatica terminal, a concentragao de ureia no plasma diminui
enquanto a concentragao de amonia, molécula percursora de ureia, aumenta devido a uma
reducao significativa no metabolismo anormal da aménia.

Este aumento na concentracao de amoénia pode atingir o sistema nervoso central e

originar encefalopatia hepatica.

4.6. AVALIACAO DA FUNCAO EXCRETORA
4.6.1. BILIRRUBINA

A Bilirrubina é formada nas células do Sistema Reticuloendotelial como resultado do
catabolismo do grupo heme, que faz parte da composicao da hemoglobina, mioglobina e
citocromos, por agao da hemeoxigenase. Sendo a bilirrubina uma molécula insolivel em
agua, € transportada no plasma ligada a albumina para o figado, onde no interior do
hepatocito é sujeita a conjugagio com o acido glucordnico, por agao da enzima
Uridinadifosfato-glucoroniltransferase, formando-se a bilirrubina conjugada, hidrossoluvel,
que, através de um mecanismo de transporte ativo, passa para os canaliculos biliares, sendo
eliminada pela bilis e chegando ao intestino, onde por agao de bactérias intestinais é
reduzida, formando-se o Urobilinogénio. Uma parte deste composto € reabsorvido pela
circulagao enterohepatica, voltando novamente para o figado, onde uma parte é eliminada na
bilis e outra parte passa para a circulagao geral, sendo depois eliminada na urina. No entanto,
a maioria segue para o intestino grosso onde sofre oxidagao formando-se a Urobilina que
confere a cor castanha as fezes. Todo este fluxo € unidirecional, no entanto este é afetado
quando ha lesao hepatica, obtendo-se diferentes resultados consoante a alteragao for de
origem pré-hepatica, hepatica ou pos-hepatica.

A determinagao dos valores plasmaticos da bilirrubina total, bilirrubina conjugada,
bilirrubina nao conjugada, assim como a determinacao de valores de bilirrubina e de
urobilinogénio na urina, permite averiguar qual a origem da lesao.

Verifica-se hiperbilirrubinémia, em que ha aumento da concentragao de bilirrubina
nao conjugada no plasma em relagao a concentragao de bilirrubina conjugada podendo esta

estar aumentada dentro dos valores normais ou ligeiramente aumentada, caso a sua
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clearance hepatica seja inferior a taxa de conjugagao. Esta situagao ocorre geralmente devido
a hemolise, e alteragiao no transporte ou na conjugagao da bilirrubina nos hepatécitos, sendo
a alteragao de origem pré-hepatica e hepatica, respetivamente.

A determinagao da bilirrubina e do urobilinogénio urinario permite fazer a distingao
entre estas duas causas.

Sendo a hiperbilirrubinémia de origem pré-hepatica, o urobilinogénio na urina é
positivo e a bilirrubina urinaria é negativa, uma vez qua a maioria da bilirrubina presente na
circulagao geral é a nao conjugada, molécula lipossoltvel que ligada a albumina nao é filtrada
pelo rim e consequentemente nao é eliminada pela urina. Na alteragao de origem hepatica,
encontra-se, para além de urobilinogénio, bilirrubina na urina. Isto porque a fragao de
bilirrubina que existe na circulagao geral em maior quantidade é a nao conjugada. Sendo esta
sollvel, é filtrada a nivel renal e eliminada na urina.

A existéncia de qualquer alteragao nos transportadores que permitem o transporte
da bilirrubina conjugada para os canaliculos biliares, ou de obstrugao da sua passagem para o
sistema biliar, leva a que haja aumento desta fragao de bilirrubina na circulagao relativamente
a bilirrubina nao conjugada. Como consequéncia, encontra-se bilirrubina na urina mas nao
urobilinogénio, pois este nao é formado, visto que nao ha passagem de bilirrubina para o
intestino delgado.

A bilirrubina total é a soma das fragoes conjugada e nao conjugada. As determinagoes
de bilirrubina sao utilizadas no diagnostico e no tratamento de doengas hepaticas, incluindo
hepatite e obstrugao da vesicula biliar, hematoldgicas e metabolicas (21).

Para além da bilirrubina total, determinam-se geralmente a bilirrubina direta

(conjugada) e por calculo (figura 18), a bilirrubina indireta, a fragao nao conjugada.

Bilirrubina indireta = bilirrubina total — bilirrubina direta

Figura 18 - Reacdo na determinacdo de Bilirrubina total pelo diazo método.
As determinagdes conjuntas sao Uteis no diagnostico diferencial e terapéutica de
doengas hepatocelulares e colestaticas, doengas hemoliticas e hematoldgicas.
Principio da detecao: Diazo-método com metodologia colorimétrica de ponto final.
Na determinagao da bilirrubina total, a bilirrubina nao conjugada na amostra é solubilizada
por diluicado numa mistura de cafeina/beonzoato/acetato/EDTA. Esta e a fragao conjugada
reagem diretamente com o acido sulfanilico diazotado, originando um composto corado. A

absorvéncia deste cromoéforo é diretamente proporcional a concentragao de bilirrubina

(Figura 19) (14).
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Bilirrubina + Ac. Sulfanilico diazotado—»Cromoéforo vermelho

(solubilizada + conjugada) (diazo-bilirrubina).

Figura 19 - Férmula para calculo da bilirrubina indireta.

Sao usados como referéncia para adultos, valores inferiores a 0.70 mg/dl (18).

4.7. LIBERTACAO DE ENZIMAS

Sendo a fungao hepatica na maioria dos casos normal em pacientes com doenga
hepatica, é importante analisar a atividade plasmatica de enzimas. Como o aumento da
atividade enzimatica varia com o tipo de doenga hepatica, isso permite fazer o diagnostico

diferencial das lesoes hepaticas.

4.7.1. LESAO HEPATOCELULAR
4.7.1.1. ALANINA AMINOTRANSFERASE (ALT) E ASPARTATO
AMINOTRANSFERASE (AST)

A Alanina Aminotransferase é encontrada fundamentalmente no figado e rim e, em
menor quantidade, no coracio e musculo-esquelético. E uma enzima exclusivamente
citoplasmatica.A Aspartato Aminotransferase encontra-se em niveis semelhantes no figado,
coragao e musculo-esquelético.

A Doenga hepatica é a causa mais importante do aumento da atividade destas
enzimas no soro, vulgarmente designadas por transaminases.

Geralmente a atividade da ALT encontra-se superior a da AST, exceto nos casos de
hepatite alcodlica, cirrose hepatica e cancro hepatico. Nas hepatites virais e em outras
formas de necrose hepatica, os valores da atividade destas enzimas aumentam antes do
aparecimento dos sinais clinicos e dos sintomas. A atividade das Aminotransferases pode
atingir valores até 100 vezes o limite de referéncia superior.

Apods um episodio de hepatite aguda, se houver persisténcia de valores aumentados
de ALT durante um periodo superior a 6 meses, isso pode ser indicador de uma hepatite
cronica (14).

As aminotransferases sao responsaveis por catalisar a conversao do aspartato e da

alanina em oxaloacetato e piruvato, respetivamente.
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Principio da detegao:

A determinagao da atividade enzimatica da ALT baseia-se numa reagao catalisada pela
mesma, na qual o grupo amina da L-Alanina é transferido para o 2-Oxoglutarato, formando
piruvato. Este na presenca de NADH e lactato desidrogenase é reduzido a L-lactato. Nesta
reacao, o NADH é oxidado formando-se NAD+. A reagao é monitorizada medindo o

decréscimo da absorvéncia a 340 nm devido a oxidagao do NADH (Figura 20) (22).

ALT
L — alanina + 2 — oxocetoglutarato — L — glutamato + Piruvato

pH=7,4

LDH
Piruvato + NADH — L — lacatato + NAD*

Figura 20 - Rea¢cdes de determinacdo de ALT.

Sao usados como referéncia para adultos, valores inferiores a 55 U/l (18).

A determinagao da atividade desta enzima baseia-se numa reagao catalisada pela
mesma, na qual o grupo amina da L-Aspartato é transferido para o 2-Oxoglutarato,
formando oxaloacetato. Este ultimo na presenca de NADH e malato desidrogenase é
reduzido a L-malato. Nesta reacio, o NADH é oxidado formando-se NAD". A reacgio é
monitorizada medindo o decréscimo da absorvéncia a 340 nm devido a oxidacao do NADH
(Figura 21) (22).

Sao usados como referéncia para adulto, valores entre 5-34 U/l (18).

AST
L — aspartato + 2 — oxoglutarato — L — glutamato + oxaloacetato

pH=7,8

MDH
Oxaloacetato + NADH — L — Malato + NAD™*

Figura 21 - Rea¢cGes que ocorrem na determinacdo de AST.
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4.7.2. LESAO CANALICULAR
Como marcadores enzimaticos de lesao canalicular sio usados a Fosfatase Alcalina

(ALP) e a Gama-Glutamiltransferase (GGT).

4.7.2.1. FOSFATASE ALCALINA

A fosfatase alcalina esta amplamente distribuida por varios tecidos no organismo,
nomeadamente na mucosa do intestino delgado, tibulos proximais do rim, placenta, ossos e
nas membranas dos canaliculos biliares do figado. Esta enzima permite fazer a distingao entre
doengas hepatobiliares e patologias 6sseas associadas a aumento da atividade osteoblastica.
Verifica-se um aumento da ALP quando ha obstrugao biliar extra-hepatica, devido a célculo
no canal biliar comum ou colestase intra-hepatica causada por farmacos ou cirrose biliar
primaria.

Principio da detegao: Ha hidrdlise de p-nitrofenil fosfato (composto sem cor) pela
ALP formando-se p-nitrofenil (composto amarelo a pH alcalino) e fosfato inorganico. O
aumento da absorvéncia a 404 nm é diretamente proporcional a atividade da fosfatase

alcalina presente na amostra (Figura 22) (22).

ALP
p — Nitrofenilfosfato + AMP — p — Nitrofenol + AMP + PO,
pH=10,35

Figura 22 - Reacdo que ocorre na determinagdo de ALP.

Sao usados como referéncia para adultos, valores entre 40-150 U/I (18).

4.7.2.2. GAMA-GLUTAMIL TRANSFERASE (GGT)

A Gama-Glutamil Transferase é uma enzima presente em maior quantidade nas
membranas do tubulo renal proximal, figado, pancreas e no intestino. Tal como a ALP, os
seus niveis estao aumentados nos casos de obstrucao biliar intra- e pds-hepatica, mas sendo
a GGT uma enzima indutivel pela ingestao de farmacos e de alcool, também se encontra
aumentada nas situagoes de hepatite alcoodlica aguda.

Principio da detegdo: A variagao da absorvéncia a 642 nm causada pela formagao de

p-nitroanilina, catalisada pela GGT, é proporcional a atividade desta enzima (Figura 23) (22).
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GGT
Gama — Glutamil — 3 — carboxi — 4 — nitranilida + Glicilglicina —L—g

— glutamil — glicilglicina + p — nitroanilina

Figura 23 - Reacdo de determinacdo de fosfatase alcalina.

Sao usados como referéncia, nas mulheres valores entre os 9-36 U/l e nos homens

valores entre os 12-64 U/l (18).

Caso Clinico de individuo com lesao a nivel canalicular.

Individuo do sexo masculino que apds a determinagao de AST e GGT apresenta
valores aumentados de ambas as enzimas, principalmente de GGT, o que é sugestivo de
lesio hepatica a nivel canalicular. Nao foi solicitado pelo clinico a determinagao de
bilirrubinas nem de urobilinogénio de modo a poder perceber se esta situagao é referente a
uma obstrugao biliar, devido a indugao de farmacos ou ingestao de alcool. Desconhece-se se

o individuo esta sujeito a alguma terapéutica (Figura 24).

29-04-2014
TGO - Aspartato Aminotransferase 84 UL/L < 34 74

29-04-2014
Gama-Glutamiltransferase - GGT 1095 UL/L < 73 381

Resultado confirmado por repeticido na mesma
amactra

Figura 24 - Caso clinico de lesdo canalicular.

4.8. AVALIAGAO DA FUNGCAO PANCREATICA

O Pancreas é uma glandula com fungoes endodcrina e exocrina, envolvida no processo
de digestao. A produgao de hormonas como insulina e glucagon, envolvidas no metabolismo
dos hidratos de carbono faz parte da fungao pancredtica endocrina enquanto na fungao
exocrina ha sintese de enzimas digestivas, constituintes do suco pancreatico que auxiliam a
digestao.

As doencgas pancreaticas podem ser agrupadas em: patologias das células dos ilhéus
pancreaticos, como a Diabetes Mellitus (deficiéncia de insulina) e excesso de glucagon;
insuficiéncia exdcrina, com mal absor¢ao associada; patologias inflamatorias, como a
pancreatite aguda e cronica; patologias neoplasicas como adenocarcinomas e tumores das
células dos ilhéus, que podem levar a obstrugao biliar se a massa cancerigena ocorrer na

cabega do pancreas (23).
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O doseamento de determinadas enzimas permite avaliar a fungao pancreatica,
nomeadamente a exocrina, sendo geralmente feito através do doseamento de a-amilase e de

lipase no soro.

4.8.1. AMILASE

A a-amilase é uma enzima que faz parte da classe das hidrolases e catalisa a hidrolise
do amido e do glicogénio, sendo assim importante para a digestao dos hidratos de carbono.
E produzida nio sé pelas glindulas salivares como também pelas glandulas acinares do
pancreas.

Devido ao facto da a-amilase nao ser especifica do pancreas, s6 se deve pensar em
pancreatite aguda quando o valor sérico desta enzima for 3-5 vezes superior aos valores de
referéncia. O aumento da atividade da a-amilase nao esta relacionado com a gravidade do
envolvimento pancredtico, no entanto quanto maior for este aumento, maior é a
possibilidade de pancreatite aguda.

Principio da detegao: A amilase catalisa a hidrolise do derivado de maltotriose,
libertando maltotriose e 2-cloro-4-nitrofenol (CNP), composto corado cuja absorvéncia a

410/694 nm é diretamente proporcional a atividade da amilase (Figura 25) (24).

Amilase
R -cloro-4-nitrofenil -a-D-maltotriosido——— CNP + maltotriose + glicose + 2-cloro a

nitrofenil-a-D-maltotriésido

Figura 25 - Reacdo que ocorre na determina¢do de amilase.

Sao usados como referéncia para adultos valores entre 28-100 U/ (18).

4.8.2. LIPASE

A Lipase pancreatica € uma enzima que catalisa a degradagao dos TG da dieta a
glicerol e acidos gordos. E considerada um bom biomarcador visto ser mais especifico que a
a-amilase, e permite confirmar o diagnostico de pancreatite aguda uma vez que o aumento
dos niveis séricos de Lipase permanece durante 5-7 dias enquanto os valores da amilase
voltam ao normal apos 2-3 dias (25).

Principio da detegao: O éster do acido glutarico-(6-metilresorufina) formado pela
clivagem do Ester do acido 1,2-O-dialauril-glicerol-3-ac. glutirico-6-metilresorufina pela
lipase, decompoe-se espontaneamente formando metil-resorufina, cuja absorvéncia a 577 nm

é proporcional a atividade de lipase na amostra (Figura 26) (24).
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Ester do acido 1,2-O-dilauril-glicero-3-ac. Glutirico-6-metilresorufina

\L Lipase

,2-O-dilauril-glicerol + H,O + Ester do acido glutarico-(6-metilresorufina)

\L H,O

Acido glutarico + Metilresorufina

Figura 26 - ReacGes que ocorrem na determinacdo da lipase (24).

Sao usados como referéncia para adultos, valores inferiores a 38 U7I (24).

4.9. ESTUDO ALTERAGCOES NO METABOLISMO DE HIDRATOS DE
CARBONO

A Diabetes Mellitus (DM) é um grupo de doengas metabdlicas que tem a ver com
alteragoes quer no metabolismo da glicose quer no metabolismo integrado, caracterizada
por hiperglicemia crénica devido a auséncia de produgao de insulina (DM tipo |) ou a

resisténcia periférica de insulina (DM tipo lI).

4.9.1. GLICEMIA
Segundo a Norma da Dire¢ao Geral de Saude (DGS) n° 002/2011 “diagnodstico e
classificacao da Diabetes Mellitus” (26), o diagndstico da DM consiste no doseamento sérico
da glicose com base nos seguintes parametros e valores:
% Glicémia em Jejum 2 126 mg/dlI.
¢ Sintomas classicos + glicémia ocasional 2 200 mg/dl.
¢ Glicémia =200 mg/dl as 2horas, na prova de tolerancia a glicose oral (PTGO).
% Hemoglobina glicada Alc (HbAIc) 2 6,5%.
Se a glicémia em jejum for 2 |10 mg/dl mas < 126 mg/dl é recomendado que seja
realizada a PTGO a fim de se diagnosticar a DM.
Para além do sangue periférico, também se pode determinar a glicose na urina
(glicosuria), para despiste e/ou monitorizagao da DM e detetar possiveis alteragoes tubulares

renais.
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Principio da detegao: Método da Hexocinase, usando uma técnica de leitura
bicromatica. O aumento na absorvéncia a 340 nm devido ao NADH é proporcional a

concentragao da glicose (Figura 27) (27).

HK
Glicose + ATP — Glicose — 6 — fosfato + ADP

G-6-PDH
Glicose — 6 — fosfato + NAD* ——— 6 — fosfogliconato + NADH

Figura 27 - Rea¢Ges que ocorrem na determinacio de glicose pelo método de
hexocinase (27).

4.9.2. PROVA DE TOLERANCIA A GLUCOSE ORAL
A Prova de tolerancia a glucose oral (PTGO) deve de ser realizada apés um jejum de
pelo menos 8 horas e nao superior a 14 horas (26) e consiste em beber uma solu¢ao com
75g de glucose em menos de 5 minutos e colheita de sangue venoso antes (0 horas) e apos 2
horas (2h) desta ingestao. Se as 2h a glicémia for 2 200 mg/dl o individuo é classificado como
diabético, mas se o valor obtido estiver entre os 140 mg/dl e os 200 mg/dl é considerado

como tendo uma tolerancia diminuida a glucose (Tabela 4) (26).

Tabela 4 - Critérios para identificacdo de categorias de risco aumentado para diabetes (26).

Normal <110 <140
Anomalia da glicémia em Jejum 110 -125
Tolerancia diminuida a glicose 140-199
Diabético >126 >200

Nas mulheres gravidas a PTGO ¢é obrigatéria, porque apesar de nao serem diabéticas
podem desenvolver uma certa intolerancia a glucose durante a gravidez, situagao designada
por Diabetes Gestacional (DG).

De acordo com a circular normativa da DGS n°002/2011 de 14/01/2011, “diagnostico da
diabetes gestacional” (26) o diagnéstico faz-se com base nos seguintes critérios:
a) Glicémia em jejum feita na primeira consulta: 2 92-126 mg/dl.
b) Se a glicémia em jejum for < 92 mg/dI realiza-se a PTGO com 75 g de glicose
entre as 24-28 semanas de gestagao em que sao feitas determinagoes as Oh,
Ih e 2h.
c) O diagnostico da DG é estabelecido se houver a confirmagao de um ou mais

dos seguintes valores:

Sénia Simdes Antunes

34



Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas

e Oh: glicémia 2 92 mg/dI

e |h: glicémia =2 180 mg/dI

e 2h: glicémia 2 153 mg/dl.
4.9.3. HEMOGLOBINA GLICADA

A Hb A,. (hemoglobina glicada) é uma variante estrutural da Hb A formada através
de uma reagao nao enzimatica em que a glucose se liga aos residuos de valina N -terminais
das B-globinas (28). A formagao da Hb A, é irreversivel, e como tal a sua concentragao é
correlacionada com a concentragao plasmatica de glucose no sangue e, devido ao tempo de
semi-vida longo dos eritrécitos (cerca de 120 dias), permite a sua avaliagao a longo prazo
(29,30). Para a interpretagao de resultados é importante ter em atengao a existéncia de
patologias associadas com a diminuicdo do tempo de semi-vida dos eritrocitos,
nomeadamente em anemias, visto que os valores da Hb A,  nestes casos serao mais baixos.
A determinagao da Hb A,. é uma mais-valia tanto no diagnostico como na monitorizagao da
concentragao plasmatica da glucose em doentes diabéticos. Isto porque ao contrario da
determinagao da concentracao de glucose no plasma, a quantificacao Hb A  fornece
informagoes acerca do controlo da glicémia e da eficacia do tratamento da diabetes num
longo periodo de tempo antes do ensaio (cerca de 6-8 semanas), e é independente de
fatores como a ingestao de alimentos, a pratica de exercicio fisico e das variagoes dos niveis
de glucose que ocorrem durante o dia (30). Visto que a formagao de Hb A, reflete a
glicosilagao das proteinas, processo associado aos efeitos do excesso de glucose, que sao
nefastos e que ocorrem a nivel vascular, este parametro permite avaliar as complicagoes da
diabetes (30).

Este parametro permite nao s6 o diagndstico da DM, como também a sua
monitorizagao. Como nao é alterado pela dieta, o utente nao necessita de estar em jejum,
podendo as amostras ser obtidas a qualquer hora do dia, o que constitui uma vantagem em
relagao ao diagnostico da DM feito através do doseamento da glicémia (29).

Valores de HbAlc 2 6,5 % sao indicativos de DM.

Principio da detegao: Cromatografia liquida de alta resolugao (HPLC), associado a

cromatografia de troca catidnica de fase reversa (Figura 36).
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Caso Clinico de individuo com glicémia nao controlada

Individuo do sexo masculino que apos determinagao de glicémia em jejum apresenta
valores acima dos usados de referéncia (Figura 28). Foi solicitado pelo clinico a determinagao
da Hb Al que da uma indicagao acerca do controlo da glicémia assim como da eficacia do
tratamento da diabetes, o que revelou resultados superiores a 6,5%. Estes valores obtidos
nido so6 sao indicativos de DM como também revelam uma glicémia nao controlada.

Desconhece-se se o individuo esta sujeito a alguma terapéutica.

29-04-2014
Glicémia 256 ng/dL < 110 193

110-125 - Anomalia da Glicémia em Jejum

>=126 - Diabetes, se obtida em 2 determinacdes
>=200 - Diabetes, se associada a sintomas cldssicos
(De acordo com a Norma DGS 002/2011 de 14/01/2011)

29-04-2014
Hemoglobina Glicada Alc
(HPLC)
HbAlc (NGSP/DCCT) 9,9 3 73
>=6,5 -Diabetes, se obtida em 2 determinagdes
HbAlc (IFCC) 85 mmol /mol <39 56
Glicemia Média Estimada 237 mg/dL 163

(Norma 033/2011 da Direcgdo-Geral da Satde)

Figura 28 - Caso clinico de individuo com glicémia ndo controlada.

4.10. ESTUDO DO METABOLISMO DO FERRO
4.10.1. FERRO

O ferro é um elemento que no organismo participa em variados processos,
nomeadamente no transporte de oxigénio e em metabolismo de oxidagao celular.
Os valores de ferro sao mantidos dentro da normalidade pela absorg¢ao intestinal (10% do
ferro ingerido diariamente) que ocorre a nivel do duodeno e jejuno proximal. Para além da
perda diaria de ferro pelo suor, esfoliagao das células escamosas, eliminagao das enzimas
digestivas, eliminagao pelo trato urinario, e menstruagao nas mulheres, o organismo nao tem
a capacidade de eliminar um possivel excesso de ferro através de um aumento da sua
excregao ou de o armazenar sem que este exerga efeitos toxicos (31).

Este elemento é absorvido na forma de ferro ferroso (Fe™).

A determinagao deste parametro permite nao s6 o diagnostico de anemias como

também o de outros estados patologicos (Tabela 5).

Sénia Simdes Antunes

36



Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas

Tabela 5 - Patologias associadas aos valores de ferro, transferrina e ferritina.

Deficiéncia em Ferro Baixo Alto Baixo
Hemocromatose Alto Baixo Alto
Anemia hemolitica Alto Normal/Baixo Alto

Anemia
Normal/Alto Normal/Baixo Alto

Sideroblastica

Envenenamento por ferro Alto Normal Normal

Hiposideridémia é o termo usado para designar situagoes em que se verifica uma
diminuicao na quantidade de ferro sérico, nomeadamente nos casos de anemias por
deficiéncia de ferro como consequéncia de ma absorgao a nivel do trato gastrointestinal,
perdas excessivas ou insuficiente ingestao de ferro (31).

Quando se verifica um aumento da quantidade de ferro no soro, esta situagao é
denominada por hipersiderémia, sendo devido a doengas hepaticas (hepatite aguda e
cirrose hepatica), apés multiplas transfusdes e em determinadas anemias (aplasicas,
hemoliticas e sideroblasticas) (32).

Principio da detegao: O ferro sérico é dissociado da sua proteina de transporte
(transferrina) num meio acido, sendo simultaneamente reduzido a uma forma ferrosa. O

ferro ferroso é depois complexado com ferrozina, um indicador sensivel ao ferro,

produzindo um cromoéforo colorido que absorve a 571-658 nm (Figura 29) (33).

H+
transferrina (Fe3*) — apotransferrina + Fe3*
Fe3* + 4cido ascorbico —» Fe3™*

Fe3* + Ferrozina — Complexo Fe3* /Ferrozina

Figura 29 - ReacGes que ocorrem na determinacdo de Ferro.

Sao usados como referéncia, nas mulheres valores entre 25-156 mg/dl, e nos homens

valores entre 31-144 mg/dl (32).

4.10.2. CAPACIDADE TOTAL DE FIXACAO DE FERRO
A capacidade total de fixagao de ferro (CTFF) corresponde a quantidade de ferro que
pode estar ligada aos locais de ligagao de toda a transferrina em circulagao (dois por

molécula) quando esta esta saturada.
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Em determinadas situagoes pode ocorrer diminuicao da CTFF, nomeadamente nos
casos de anemias devido a infecio ou tumores, onde ocorre também diminuicio da
siderémia. Em situagdoes como hepatite aguda, anemia perniciosa e hemocromatose ocorre
diminuicao da CTFF e aumento da siderémia.

Ha também aumento da CTFF, nas anemias ferroprivas devido a deficiente ingestao de
ferro ou por perdas hemorragicas, sendo este aumento acompanhado por uma diminuigao
da siderémia.

Principio da detegao: Sao usados dois reagentes num processo sequencial monitorizado
por espetrofotometria. Passo |: é adicionado um primeiro reagente (RI) (tampao acidico
que contém um corante com capacidade de ligagcao ao ferro (cromozurol B) e ao cloreto
férrico, a amostra de soro. O pH baixo do Rl liberta o ferro da transferrina. O ferro forma
um complexo corado com o corante no final (Fe-cromazurol). Passo 2: E adicionado um
segundo reagente (tampao neutro). O pH é alterado e cria um grande aumento da afinidade
da transferrina pelo ferro. A transferrina sérica liga-se ao ferro, extraindo-o do complexo
corante/ferro. A diminuicdo da absorvéncia a 571-658 nm do complexo corado

corante/ferro é diretamente proporcional a CTFF na amostra (Figura 30) (33).

Fe3* + cromazurol B + Ferro — transferrina

H+
— Fe — cromazurol B + transferrina

Fe — cromazurol B + transferrina

PH neutro .
—— Fe — transferrina + Fe — cromazurol

Figura 30 - Reacdes que ocorrem na determina¢ao de CFFT.

Sao usados como referéncia nos adultos, valores entre os 250-450 mg/dl.

4.10.3. FERRITINA

A ferritina encontra-se nas células parenquimatosas do figado e ainda nas células
reticulo-endoteliais do bago, medula 6ssea e do figado, sendo neste orgao a ferritina
responsavel pelo armazenamento de ferro. Quando a ferritina se encontra saturada de ferro,
este pode ainda ser armazenado nos tecidos em pequenos granulos de 6xido de ferro,
denominados por hemossiderina. Estas duas Gltimas formas de armazenamento de ferro
contém normalmente 25% do ferro total e representam fontes de reserva de rapida
mobilizacdo em caso de necessidade (31).

Principio da detegao: A ferritina determinada por quimioluminescéncia numa reagao a

duas fases. Primeiro, combina-se a amostra com microparticulas revestidas com anti-
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ferritina. A ferritina na amostra liga-se as microparticulas e é feita uma lavagem. Num
segundo passo € adicionado acridinium que se liga a anti-ferritina. Este passo final resulta na
emissao de luz que é quantificada e que varia diretamente com a quantidade de ferritina na
amostra.

Sao usados como referéncia nas mulheres valores entre os 5-200 mg/ml e nos

homens valores entre os 20-270 mg/ml (32).

4.10.4. TRANSFERRINA

A transferrina é responsavel pelo transporte do ferro no sangue na forma férrica
(Fe3+) até a medula 6ssea, onde é incorporado na estrutura da hemoglobina, e ao figado
onde pode ser armazenado pela ferritina. Num individuo saudavel apenas "4 da transferrina
se encontra saturada de ferro (31).

Principio da detegao: O doseamento da transferrina é feito por imunoturbidimetria,
em que um anticorpo especifico para a transferrina é adicionado a amostra e a formagao do
complexo insollvel entre o anticorpo e a transferrina vao aumentar a turvagao da amostra,
que é medida a 596-694 nm e é diretamente proporcional a concentragao de transferrina na
amostra.

Sao usados como referéncia para adultos, valores entre os 175-370 mg/dl (33).

Adicionalmente também pode ser calculada a saturagao da transferrina através da
seguinte formula:

% Sat. Transferrina = (Ferro x 100) / CTFF

Este valor indica que quantidade de ferro circulante no soro esta ligado a transferrina (33).

4.11. OUTROS
4.11.1. PROTEINA C REATIVA

A Proteina C reativa (PCR) é uma proteina de fase aguda essencialmente de sintese
hepatica sob influéncia de citocinas como a interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral
alfa (TNFa), moléculas pro-inflamatérias, sintetizadas no tecido adiposo. Esta proteina tem a
propriedade de precipitar com o polissacarideo C de certos grupos de Pneumococos,
encontrando-se deste modo no soro de individuos com pneumonia aguda, noutros casos de
infecao por bactérias Gram negativas ou positivas, ou também em situagoes de doengas
inflamatérias nao contagiosas ou tumores malignos. A PCR pode estar associada a doenga
aterosclerotica, uma vez que esta se caracteriza por ser um processo inflamatério e como

tal havera sintese desta proteina. No entanto, é formada em quantidades inferiores as de um
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[

processo inflamatorio, tendo sido necessario desenvolver-se métodos ditos de “alta
sensibilidade” para poder proceder ao seu doseamento. Assim sendo, a PCR é chamada de
Proteina C Reativa de alta sensibilidade (hsPCR, do inglés “ high sensitivity PCR”) (34).

A detecio da PCR é indicada em situagoes de febre reumatica aguda e artrite
reumatoide e também para diferenciacao entre algumas infegoes virais e bacterianas (34).

Principio da detecao: O doseamento da PCR no soro é feito com particulas de latex
sensibilizadas com anticorpos anti-PCR. O aparecimento de aglutinagido provoca um
aumento da absorvéncia a 572 nm. Este aumento é diretamente proporcionalmente a

concentragao de PCR na amostra (33).

Sao usados como referéncia, valores inferiores a 0,5 mg/dl (18).

4.11.2. CREATINA CINASE

A Creatina Cinase (CK) é uma enzima que existe em grandes quantidades nos
tecidos com elevadas necessidades energéticas, como o cerebral e o muscular cardiaco e
esquelético. E responsivel por catalisar a fosforilagio da creatina a creatina fosfato,
composto muito importante nos periodos de contragao muscular. Ha aumento da sua
atividade na corrente sanguinea, sempre que haja uma destruicao celular nos musculos
esqueléticos e cardiacos, e no tecido cerebral (22).

A determinagao da CK total nao permite identificar o local da lesao, para isso é
necessario dosear as suas isoformas, tais como a CK-MM especifica de lesao muscular
esquelética; CK-MB marcador de lesao muscular cardiaca e da CK-BB que permite indicar

uma lesao cerebral (22).
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Principio da detegdo: a CK catalisa a transferéncia de um grupo fosfato da creatina
fosfato para o ADP, formando-se creatinina e ATP. Este ATP é usado para fosforilar glucose
formando glucose-6-fosfato (G-6-P) na presenca de hexocinase (HK). A G-6-P é entao
oxidada pela glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) com a consequente redugao de
NADP* a NADPH. O aumento da formacio de NADPH é detetado a 340 nm e é

proporcional a atividade de CK na amostra Figura 31) (33).

K
Creatina fosfato + ADP — Creatina+ ATP
PH=6,7

HK
ATP + glicose — glicose — 6 — fosfato + ADP

G6PD
glicose — 6 — fosfato + NADP* — 6fosfogliconato + NADPH + H*

Figura 31 - Reacdes na determinacao de CK.

Sao usados como referéncia, nas mulheres valores entre os 29-168 U/l e nos homens
entre os 30-200 U/I (18).

No Hemobiolab apenas se doseia a CK total.

4.11.3. LACTATO DESIDROGENASE

A Lactato Desidrogenase (LDH) é uma enzima que catalisa a oxidagao do L-lactato a
piruvato.

Devido a sua ampla distribui¢ido em todos os tecidos, aumentos séricos de LDH
ocorrem em diversas situagoes clinicas, tais como: enfarte do miocardio; hemodlise;
distdrbios a nivel hepatico, renal, pulmao e musculo (22). Deste modo, o aumento da sua
atividade sérica indica que ha células a serem lesadas cujas causas podem ser diversas, sendo
as mais comuns: hemolise; exercicio fisico intenso, isquémia cardiaca e hepatite.

Para o seu doseamento, o soro é a amostra de eleicio uma vez que as de plasma
podem estar contaminadas com plaquetas, as quais tém elevadas concentragoes de LDH.
Soro hemolisado deve de ser rejeitado, uma vez que os eritrécitos tém 150 vezes mais
atividade de LDH do que o soro, interferindo no resultado final (22).

A LDH é um marcador inespecifico de lesao celular mas a determinagao das suas 5
isoenzimas podem ajudar a identificar a causa que levou a aumentos da sua concentragao

sérica (22).
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Principio da detecdo: a LDH catalisa a reagdo na qual o Lactato e o NAD" sdo
convertidos a Piruvato e NADH. O aumento da absorvéncia do NADH a 340nm é

diretamente proporcional a quantidade de LDH na amostra (Figura 32) (33).

LDH
L —lactato + NAD* « Piruvato + NADH

Figura 32 - Reacdo que ocorre na determinacdo de LDH.

Sao usados como referéncia para adultos, valores entre os 125-243 U/I (18).
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V. SECCAO DE HEMATOLOGIA

5.1. EQUIPAMENTOS E PRINCIPIOS
5.1.1. HORIBA MEDICAL ABX PENTRAML
O ABX Pentra® (Figura
33) é o equipamento utilizado
para a contagem das células
sanguineas, com diferencial
leucocitirio e contagem de
reticulécitos. Para o  seu
funcionamento este analisador

recorre  principalmente ao

principio da impedancia elétrica,
. Figura 33 - HORIBA MEDICAL ABX PentraML.

que permite tanto a contagem

das células como a determinagao do volume celular. Uma vez aspiradas pelo equipamento, as
amostras sao diluidas em solugao eletrolitica (fluido condutor de corrente elétrica) e
distribuidas pelas multiplas camaras de contagem. As camaras apresentam uma micro-
abertura calibrada onde é aplicado um campo elétrico entre dois elétrodos posicionados de
cada lado. A passagem das células sanguineas pela abertura cria uma resisténcia (impedancia)
no campo elétrico entre os dois elétrodos. Quanto maior for o volume da célula que passa
pela micro-abertura, maior é a resisténcia ao campo elétrico e, consequentemente, maior é
a altura e a duragao do pulso elétrico gerado. Estes pulsos sao posteriormente amplificados
e a informagao processada de modo a produzir, através dos coeficientes de calibragao, os
valores numéricos finais para as células quantificadas. A diferenciagao entre os diferentes
tipos de células é assegurada pela distribuicao das amostras nas diferentes camaras de
contagem, em conjunto com a adigao de reagentes especificos. As cimaras de contagem
disponiveis neste sistema sao a RBC/PLT, para contagem de eritrocitos (RBC do inglés “Red
blood cells”) e plaquetas (PLT), a WBC/HGB, para a contagem de leucécitos (WBC do inglés
“white blood cells)” e determinagao da hemoglobina, a BASO, para a contagem de basofilos

(BASO) e a LMNE/RET, para o diferencial leucocitario e determinagao de reticulocitos (Ret)
(35).
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5.1.2. SIEMENS BCS®**

O BCS® *® (Figura 34) é o
analisador utilizado no Hemobiolab
para a realizagao das provas da
coagulacdo. Este equipamento
permite a automatizagao de todos
os passos envolvidos para cada
ensaio especifico, incluindo a

pipetagem das amostras e dos

Figura 34 - Siemens BCS XP.

reagentes para rotores proprios que contém as cuvetes onde se processam as reagoes,

incubacao das misturas de reacao a 37°C e, de acordo com o ensaio a realizar, a leitura dos

resultados por turbidimetria ou fotometria, dependendo do método. O equipamento efetua

as determinagoes através de trés principios diferentes. Nas reagdes que envolvem a

determinagao de tempos de coagulagao, o aparelho mede o tempo que decorre até a

formagao do coagulo de fibrina, o qual é detetado através do aumento da turvagao, que por

sua vez é quantificado pela diminuicao da luz emitida através da mistura de reagao até um

detetor (fotometro). Este método é aplicado a determinagao do tempo de protrombina, do

tempo de tromboplastina parcial ativado e do Fibrinogénio de Clauss. Os métodos

imunoturbidimétricos recorrem a reagentes com anticorpos monoclonais especificos aos

analitos em estudo e ligados a particulas de latex. As ligagcoes especificas antigénio-anticorpo

formadas originam agregados que conferem o aumento da turvagao da mistura de reagao, a

qual é quantificada pelo método turbidimétrico semelhante ao descrito anteriormente (36).

5.1.3. VES-MATIC 30 PLUS

No Hemobiolab a
determinagao da velocidade de
sedimentagcao feita através do
autoanalisador VES-MATIC 30 Plus
(Figura 35), sendo os resultados
expressos em mm/h, que sio
equivalentes aos calculados usando o
método de Westergren.

O sangue total recolhido para

tubos com EDTA é cuidadosamente

Figura 35 - VESMATIC 30 PLUS.
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misturado pelo dispositivo, ficando as amostras em repouso por um tempo predefinido para

que se verifique a sedimentagao. Esta ultima é lida por sensores 6tico-eletrénicos (37).

5.1.4. HA-8160- A. MENARINI DIAGNOSTICS

O HA-8160 A. MENARINI
(figura 36) é o equipamento usado no
Hemobiolab para a separagao e
quantificagdo  de Hemoglobinas
Especificas. A separagao das diferentes
fragoes de hemoglobina é feita através
de cromatografia de alta eficacia
(HPLC do inglés “high performance
liquid cromatography”) por troca idnica,
apos a lise dos eritrocitos para

libertar o conteido de hemoglobina

intracelular. Este equipamento ¢é
Figura 36 - HA A.MENARINI diagnostics.

composto por uma coluna cromatografica

revestida internamente por uma resina carregada negativamente que atua como fase
estaciondria na separagao cromatografica (troca ionica). A carga negativa da coluna permite
que ao ser injetada a amostra, previamente diluida pelo equipamento, as amostras carregadas
positivamente fiquem retidas, sendo a interagao mais forte quanto maior for a carga positiva.
Ao aplicar um gradiente crescente de solugao salina, criado por duas solugoes tampao de
diferentes concentragoes, as moléculas retidas perdem a sua interagao com a coluna e sao
eluidas em fungao da sua afinidade para a resina. Com a injecao de eluente de baixa
concentragao, apenas as moléculas com baixa afinidade para a resina sao eluidas, sendo as de
alta afinidade eluidas posteriormente com o aumento da concentragao da solugao salina. A
detegao das fragoes isoladas de hemoglobinas é feita através da leitura da absorvanciaa 215
nm pelo fotometro do equipamento (Figura 36). Os resultados sao expressos em
percentagem relativamente ao total de hemoglobina quantificada (Tabela 6) (38).

Tabela 6 - Valores de referéncia para hemoglobinas especificas.

Parametro Valores de referéncia (%)
Hemoglobina Al c 4-6
Hemoglobina A2 [,3-3,7

Hemoglobina F <|
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5.2. AMOSTRAS EM HEMATOLOGIA

Em hematologia as amostras sao de sangue total, sendo este colhido para tubos com
anticoagulantes; citrato de soédio para a realizagao das provas de coagulagao, e EDTA
tripotassico (K; EDTA do inglés “Ethylene Diamine Tetraacetic Acid”) para as restantes
determinagoes feitas nesta secgao, visto que este Ultimo anticoagulante nao sé inibe o
processo de coagulagao pela formagao de quelatos insoliveis com os ides de calcio, que
estdo presentes no sangue, como também permite conservar as amostras durante uma

semana, a uma temperatura compreendida entre 2-8°C (4).

5.3. HEMOGRAMA

O hemograma é um teste que permite avaliar as células sanguineas através do seu
numero, forma e tamanho. Os parametros determinados incluem: contagem de eritrocitos,
leucdcitos, plaquetas e reticulocitos; quantificagao de hemoglobina; determinagao de indice
eritrocitario e diferencial leucocitario.

E fundamental ter-se o conhecimento dos valores de referéncia (Tabela 7) dos
parametros avaliados num hemograma de modo a poder identificar-se a existéncia de
qualquer alteragao a nivel celular que possa estar associada a uma possivel patologia, sendo
que varios fatores podem alterar estes valores, nomeadamente: idade, sexo e altitude do
local de residéncia (31).

No Hemobiolab a analise dos valores dos parametros avaliados em cada hemograma
é feita com base na idade, sexo e informacgao clinica disponivel, sendo que nos casos em que
seja verificada uma alteragao nestes valores, é efetuada uma repeticao do hemograma e/ou

um esfregaco de sangue periférico.
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Tabela 7 - Valores de referéncia num hemograma (31).

RBC (x10'4/L)
Eritrocitos

HGB (g/dl)
Hemoglobina

HTC (%)
Hematodcrito

VCM (fl)
Volume corpuscular médio

HCM (pg)
Hemoglobina Corpuscular média

CHCM (g/dI)
Concentragao Hemoglobina
Corpuscular média

RDW (%)
Distribuicdo do volume
eritrocitario

RET (x10%/L)
Reticulocitos

PLT(x 10°/L)
Plaquetas

WBC (x10%L)

Leucécitos

NEU (x10°/L)
Neutroéfilos

LYN (x10°/L)
Linfocitos

MONO (x10°/L)
Monécitos

EOS (x10%/L)
Eosindfilos

BASO (x10°/L)
Basofilos

Homem
Mulher
Homem

Mulher

Homem

Mulher

Homem/Mulher

Homem/Mulher

Homem/Mulher

Homem/Mulher

Homem/Mulher

Homem/Mulher

Homem/Mulher

Homem/Mulher

Homem/Mulher

Homem/Mulher

Homem/Mulher

Homem/Mulher

4.50-10.00
3.80-4.80
13.0-17.0

12.0-15.0

40.0-50.0
36.0-46.0

83.0-103

27.0-33.0

32.0-36.0

11.0-14-0

50.0-150

150-410

4.0-10.0

1.5-8.0

0.8-4.0

0.0-1.2

0.0-0.3

0.0-0.3
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5.3.1. ERITROCITO

E uma célula em forma de disco bicdncavo com 8 pym de didmetro, flexivel e cujo
tempo de meia vida é de 120 dias. A sua flexibilidade permite-lhe passar através da
microcirculagao cujo diametro minimo é de 3,5 pm. A principal fungao dos eritrocitos
consiste no transporte de oxigénio ligado a hemoglobina para os tecidos, e o retorno de

dioxido de carbono, dos tecidos para os pulmées (31).

5.3.2. HEMOGLOBINA

A Hemoglobina (Hb) é uma proteina especializada existente nos eritrocitos que
permite a estas células realizar as trocas gasosas entre os tecidos e os pulmées (31). E
composta por 4 subunidades tendo cada uma um grupo prostético heme, contendo um
atomo de ferro que, no estado ferroso (Fe®*), permite a ligacio da hemoglobina ao oxigénio
e didoxido de carbono. A Hb dominante no sangue depois dos 3-6 meses de idade é a
hemoglobina A (HbA), composta por quatro cadeias polipeptidicas a,f32, cada uma com o seu
proprio grupo heme. Também se pode encontrar, mas em menor quantidade, hemoglobina F
(HbF) e hemoglobina A, (HbA,) (31). Uma diminui¢ao na concentragao de Hb no sangue

abaixo dos valores de referéncia para a idade e sexo, é indicador de anemia (31).

5.3.3. HEMATOCRITO

O hematocrito (HCT) é a percentagem de eritdcitos na massa de sangue apos
centrifugagao. No autoanalisador, é determinado o volume corpuscular médio (VCM) que,
juntamente com o numero de eritrocitos, permite fazer o calculo deste parametro através
da seguinte formula:

HCT (L/L)= VCM (fL)* RBC (10'’L) / 10°

O resultado pode ser apresentado em Percentagem (%) ou em Litro/Litro (L/L).
Um valor de HCT baixo esta associado a uma diminuigao no niumero de eritrocitos devido a
hemolise, hemorragia assim como uma eritropoiese ineficaz, responsavel pela diminuigao na
produgao de eritrocitos e do seu volume celular (31). Um valor de HCT elevado pode ser

devido a eritrocitose ou a diminui¢ao do volume de plasma (39,40).
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5.3.4. VOLUME
CORPUSCULAR MEDIO

O VCM corresponde a média
dos volumes de uma populagao de
eritrocitos (41). Este parametro é
expresso em fentolitros (fL) e pode

ser determinado diretamente pelo

Nomero de oyl

WO

KAl o sy

Macrodiioie

LI Tamsnho da cdlula

equipamento ou ser calculado

através da seguinte formula:

Figura 37 - Histograma de eritrécitos.

VCM (fL)=[HCT (L/L) / RBC (10'*/L)]*10’

As variacoes acentuadas de VCM assim como a deslocagio do histograma dos

eritrocitos (Figura 37) sao indicativas de uma ineficaz eritropoiese e permitem classificar as

anemias (Tabela 8) (31).

Tabela 8 - Classificacdo genérica das anemias em 3 grupos (31).

VCM <80 fL
HCM <26 pg
Deficiéncia de ferro

Talassemia

Anemia por

VCM 80-97 fL
HCM> = 26 pg

Hemorragia aguda

Anemia das doengas
cronicas
Nefropatia

VCM> 97 fL

Anemia Megaloblastica:

Défice de vitamina Bl2 e de folato

intoxicagao por
chumbo

Insuficiéncia da

medula dssea

Anomalias no metabolismo da
Vitamina BI2 ou folato

Defeitos na sintese do ADN

Anemia nio Megaloblastica
Consumo de alcool
Hepatopatia
Mielodisplasia

Anemia Aplastica
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5.3.5. HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA
A Hemoglobina Corpuscular Media (HCM) indicaa quantidade média de hemoglobina
presente numa populagio de eritrécitos. E expressa em picogramas (pg), podendo ser
calculada através da formula:
HCM (pg) =[HCB (g/dl) / RBC (10"*/L)]*10
Este parametro permite classificar os eritrocitos segundo a sua coloragio em:
hipocromicos (HCM baixo) e normocrémicos (HCM normal). Nas anemias microciticas e

macrociticas podemos encontrar valores de HCM baixos e altos, respetivamente (42).

5.3.6. CONCENTRAGCAO DE HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA

A Concentragao de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) indica a proporgao
média de hemoglobina dentro de cada eritrécito. E expressa em g/dl podendo ser calculada
pela féormula:

MCHC (g/dl) = [HCM (g/dl) / HCT (L/L)]

Tal como a HCM, a MCHM permite classificar os eritrocitos em hipocromicos
(MCHC baixo) e normociticos (MCHC normal). Valores de MCHC dentro do intervalo de
referéncia sio encontrados nas situagoes de anemia macrocitica, e isto deve-se ao facto da
HCM e VCM aumentarem paralelamente (42). Associados a anemia falciforme ou a

esferocitose hereditaria estao os valores de CHCM elevados.

5.3.7. DISTRIBUICAO DO VOLUME ERITROCITARIO

A distribuicao do volume eritrocitario (RDW) indica a amplitude de distribuicao do
volume dos eritrocitos. E expresso em percentagem, sendo o seu calculo feito através da
base da curva de distribuicao dos eritrocitos (Figura 37) de modo automatico pelo proprio

equipamento.

5.3.8. CONTAGEM DE RETICULOCITOS

A contagem de reticulécitos é um teste que permite avaliar a taxa de producao de
eritrocitos, visto que o seu numero no sangue periférico reflete a atividade da eritropoiese
pela medula 6ssea (41). Encontra-se um niimero aumentado de reticulocitos nos casos de
anemia, devido ao aumento da eritropoietina, sendo que um nimero nao aumentado em
individuos com anemia é sugestivo de uma diminui¢ao da fungao da medula éssea ou de falta

de estimulo eritropoiético (Tabela 9) (31).
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Tabela 9 - Fatores que diminuem a resposta normal dos reticulécitos a anemia (31).

Doencas da medula éssea (hipoplasia, infiltragdo por carcinoma, linfoma, mieloma, leucemia aguda,

tuberculose)

Deficiéncia de ferro, vitamina B,, ou folato
Falta de eritropoietina (nefropatias)
Diminuigao do consumo de oxigénio pelos tecidos (mixedema, deficiéncia proteica)
Eritropoiese ineficaz (talassemia major, anemia megaloblastica, mielodisplasia, mielofibrose)

Doenca inflamatéria crénica

5.3.9. CONTAGEM DE PLAQUETAS

As plaquetas sao células pequenas, discoides, sem material nuclear e com um tempo
de meia vida de 7-10 dias. Sao produzidas na medula ossea por fragmentagao do citoplasma
dos megacariocitos, que amadurecem por replicagao nuclear, havendo aumento do volume
do citoplasma e de lobulos nucleares (31). Quando no estadio de desenvolvimento se
atingem 8 globulos nucleares, o citoplasma torna-se granular, e como resultado da
fragmentacao das extremidades deste, sio formadas as plaquetas (31). Estas, no seu
citoplasma, possuem varios tipos de granulos (densos, o e lisossomas) onde estao
armazenados diversas proteinas e outros compostos importantes na vasoconstrigao,
amplificagao da agregacao plaquetdria, estimulagao da coagulagao e cicatrizagao das lesoes
vasculares (31). Dado que a principal fungao das plaquetas é a formagao de um tampao em
resposta a lesdes nos vasos sanguineos, a contagem de plaquetas permite avaliar o
mecanismo da hemostase primaria.

A contagem das plaquetas é feita pelo proprio equipamento através do principio da
impedancia elétrica, sendo os resultados expressos por numero de células por litro (n x
10°/L). A diferenciagio é feita com base num valor limite para o volume celular, que varia em
funcao da populagao de microcitos presentes na amostra (25 fL como padrao). Quando o
numero de plaquetas é menor que que o valor de referéncia (Tabela 7) situagao denominada
por trombocitopenia, existe um maior risco de haver um sangramento nao sé anormal como
também prolongado, sendo a principal causa a diminuigao da produgao de plaquetas devido a
um défice na medula 6ssea causado por diversos fatores como: farmacos, infegoes virais e
leucemias (menos frequentemente) (42,43). A trombocitopenia também pode resultar do
aumento do consumo/destruicio de plaquetas por processos autoimunes (purpura

trombocitopénica idiopatica), determinados fairmacos ou infe¢oes (sindrome hemolitico-
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urémico por Escherichia coli), pdrpura pos-transfusional, coagulagao intravascular disseminada,
purpura trombocitopénica trombética e esplenomegalia (42,43). E importante a preparagio
de um esfregago de sangue periférico por forma a poder distinguir esta situagao de uma falsa
trombocitopenia, pois pode haver agregados plaquetdrios que pelo equipamento sao
contabilizados como sendo uma plaqueta isolada. Trombocitose é o termo usado para
designar um aumento do nimero de plaquetas e resulta do aumento da producao de
plaquetas pela medula o6ssea, sendo esta situacao associada ao aumento do risco de
formagao de trombos no interior dos vasos sanguineos. A trombocitose pode ser de origem
primaria (disfungao da medula &ssea observada na trombocitémia essencial e em outras
doengas mieloproliferativas) ou de origem secundaria (trombocitose reativa), que pode estar
associada a hemorragia, infecao, inflamacgao, cirurgia, trauma, esplenectomia, diminuicao da

funcao do bago, entre outras causas (44).

5.3.10. CONTAGEM DE LEUCOCITOS
5.3.10.1. CONTAGEM DE LEUCOCITOS TOTAIS

A contagem dos leucocitos totais é realizada na cdamara WBC/HCB do equipamento
por medi¢cao da impedancia elétrica e da adigao de um reagente responsavel pela lise dos
eritrocitos, permitindo assim que sejam diferenciados destas células. A aplicagao de um valor
limite para o volume celular permite a diferenciagao dos leucécitos com as plaquetas e com
os eritrocitos lisados. Os resultados obtidos para os leucocitos totais e para os seus
diferentes tipos sdo expressos por nimero de células por litro (n x 10°/L).

Um nimero aumentado de leucocitos € encontrado como resposta a processos
infeciosos e inflamatérios, sendo este aumento também associado a disfuncio da medula
ossea (doengas mieloproliferativas), a reagoes resultantes da administragao de determinados
farmacos e de desordens de natureza imunoldgica (alergias e doengas autoimunes) (42,45).
Uma anormal estimulagdo da medula &ssea pode levar ao aumento dos precursores
mieloides/linfoides nas contagens automaticas de células e na observagao de esfregagos de
sangue periférico (desvio esquerdo). Nas anemias hemoliticas e pos-hemorragicas, também
se encontra um aumento do numero de linfocitos totais (31).

A contagem de leucocitos encontra-se diminuida quando ha perda da fungio da
medula 6ssea, que por sua vez pode estar associada a determinadas infegoes virais, doengas
congénitas (sindromes mielodisplasicos), neoplasias (leucemias), doengas autoimunes e
administragao de farmacos (radioterapia e quimioterapia) (31,42). A diminuicao do numero

de leucocitos totais também pode ser devido a sua destruigao a um ritmo superior a que sao
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produzidos como nos casos de infe¢oes severas, doengas autoimunes, esplenomegalia e agao

de determinados farmacos (42).

5.3.10.2. DIFERENCIAL LEUCOCITARIO
O diferencial leucocitario consiste na classificagao de uma populacao de leucocitos
nos seus diferentes tipos de células. No equipamento utilizado, esta classificagao é feita

com base em duas carateristicas: o volume e a

complexidade celular. O volume celular e o

Eosindfilos

numero de células sio obtidos a através da
medicdo da impedancia elétrica. Para a

determinagao da complexidade celular ¢é

Absorvancia

adicionado um reagente responsavel pela lise

dos eritrocitos, estabilizacao dos leucocitos nas

suas formas nativas e pela sua coloragao

citoquimica diferencial. A intensidade da

coloragao citoquimica € proporcional a Figura 38 - Matriz LMNE. Volume

composicao em granulos e de nucleos nas
células (complexidade celular) e é medida através da leitura da absorvancia Isto permite
que as células sejam distribuidas na matriz linfocitos,mondcitos, neutréfilos, eosindfilos
(LMNE) (Figura 38) em fun¢ao do seu volume celular (eixo XX) e da sua complexidade
(eixo YY). A interpretacao é feita segundo as regioes da matriz. As contagens nas camaras
LMNE e basofilos (BASO) sao comparadas com as contagens de leucécitos totais de

modo a fazer-se a diferenciagao em nimeros absolutos e em percentagens.

5.3.10.3. NEUTROFILOS

Os neutrofilos (Figura 39) sao os leucécitos que,
em conjunto com os eosindfilos e os basofilos, formam o
grupo dos granuldcitos. Sao células com nucleo denso
caracteristico, com dois a cinco lobulos, e citoplasma

palido com contorno irregular e granulos finos azulados

(39,40). Tem como principal funcao a defesa contra L
. - . , . . Figura 39 - Neutroéfilo.
infe¢oes bacterianas através do mecanismo de fagocitose e

da libertagao de substincias citotoxicas (31). Em doengas infeciosas e inflamatorias, assim
como resposta a determinados farmacos, apresentam granulagdes citoplasmaticas

grosseiras (granulagoes toxicas) na observagao dos esfregacos de sangue periférico (39).
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Uma contagem elevada de neutrdfilos € designada por neutrofilia, enquanto
neutropenia € o termo usado para denominar uma contagem baixa de neutréfilos.

Nas situacoes em que ocorre um grande aumento do numero de leucocitos em
paralelo com o aumento significativo dos neutrofilos imaturos verifica-se a ocorréncia de
uma reagao leucemoide, normalmente associada a infegao (particularmente em criangas) e
hemolise severa (31,42). A reagao leucoeritroblastica consiste numa reagao leucemoide com
presenca de precursores eritroides e estd associada principalmente com invasao medular
(fibrose e neoplasias), podendo surgir nas hemorragias e situagoes de hemolise em casos

mais raros (31, 42).

5.3.10.4. LINFOCITOS

Os linfocitos sao divididos em trés grupos diferentes,
dependendo da sua fungao: os linfocitos T, mais
predominantes (cerca de 70%), que maturam no timo e sao '
importantes na eliminagido de antigénios estranhos ao "X
organismo (imunidade celular) (31); os linfécitos B, que
sofrem maturagao na medula 6ssea e sio importantes na

Figura 40 - Linfécito.

resposta humoral contra agentes estranhos através da sua
maturagao em plasmocitos e da produgao de imunoglobulinas; e os linfécitos natural killer
(NK), semelhantes aos linfécitos T citotoxicos, tendo um papel importante na destruicao
celular de virus e células neoplasicas. A observagao ao microscépico nao permite distinguir
os diferentes tipos de linfocitos, tendo a maioria destas células baixo volume celular, com
um rebordo fino de citoplasma, e contém ocasionalmente na sua composi¢ao granulos
azurodfilos pequenos e escassos (Figura 40). Os nucleos sao de tamanho uniforme e sao
compostos por cromatina homogénea com alguma aglomeragao na periferia celular. Alguns
dos linfocitos circulantes apresentam dimensoes superiores, com citoplasma azul palido mais
abundante e granulos azurdfilos mais predominantes. Os plasmocitos estio normalmente
presentes na médula ossea sendo raros no sangue periférico. A sua presenga neste ultimo
pode estar associada a infegoes severas ou a mieloma multiplo (39,40).

Um aumento do numero de linfocitos (linfocitose) é mais frequente em lactentes e
em criangas jovens e esta associada a infe¢oes que produzem reagao neutrofila em adultos.
As infe¢oes virais sao as mais comuns, particularmente as infe¢oes pelo virus Epstein Barr

(EBV) (mononucleose infeciosa) e pelo citimegalovirus (CMV) (39,45). Nestas infe¢coes

verifica-se a presenga de numerosos linfécitos atipicos (Figura 41), caraterizados por nucleos
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ligeiramente maiores e irregulares, com cromatina menos

uniforme, e citoplasma muito abundante e baséfilo na

periferia, que tende a espalhar-se em torno dos eritrocitos

nos esfregagos de sangue periférico (39). A ocorréncia dos <.

linfécitos  atipicos  pode também  estar associada a | ———
administracio de determinados farmacos. Para além das Figura 4l - Linfocito atipico.
situacoes de infecoes, também sao encontrados niveis

aumentados de linfécitos em leucemias linfoides cronicas, leucemias linfoblasticas agudas e
em alguns linfomas (45). A deficiéncia em linfocitos (linfopenia) pode ocorrer em
insuficiéncias graves da medula o6ssea, no tratamento com glucocorticoides ou outros
imunossupressores, em linfomas (linfoma de Hodgkin avangado), em sindromes de

imunodeficiéncia (infecao virus da imunodeficiéncia humana do inglés “human immunodeficincy

virus” (HIV) e ap6s irradiagao sistémica (31).

5.3.10.5. MONOCITOS

Os mondocitos (Figura 42) sao, em média, os
leucocitos com maior volume celular presentes no sangue
periférico. Possuem nlcleos grandes, centrais, ovais ou
endentados, e com cromatina aglomerada. O citoplasma é
abundante, com cor azulada, e contém pequenos vacuolos.

Os granulos citoplasmaticos estao também normalmente

presentes (39,40). A principal fungao destas células é a

defesa contra microrganismos e outras particulas Figura 42 - Monécito.
estranhas, através do mecanismo da fagocitose (31). Nos tecidos estas células transformam-
se em macrofagos, um dos principais fagocitos do organismo.

O aumento do numero de monodcitos (monocitose) esta associado a determinadas
doencas infeciosas e inflamatorias crénicas, incluindo doencas autoimunes do tecido
conjuntivo, e a neutropenia crénica (31). A monocitose pode também estar associada a
leucemia mieloide aguda, leucemia mielomonocitica crénica e a outras neoplasias malignas
(39,45). Uma diminuicio do nimero de mondcitos (monopenia) podem resultar da agao
imunossupressora dos glucocorticoides, de agentes quimioterapicos, certos tipos de

leucemia e sindromes mielodisplasicos (42).
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5.3.10.6. EOSINOFILOS

Os eosinofilos (Figura 43) apresentam uma
morfologia semelhantes a dos neutrofilos mas possuem
granulos citoplasmaticos maiores (maior intensidade na
coloragao citoquimica), apresentando coloragao vermelho-
alaranjada intensa devido a sua afinidade para corantes
acidos como a eosina, e tém normalmente trés ou menos

[6bulos nucleares. Tém como principal fungao a regulagao

das respostas alérgicas e agao citotoxica contra parasitas (3 1,40).

Figura 43 - Eosinéfilo.

Um aumento significativo na contagem de eosinofilos (eosinofilia) esta principalmente

associado a ocorréncia de infecoes parasitirias e de reagdes alérgicas (incluindo

hipersensibilidade a firmacos), mas pode também resultar de determinadas doengas

autoimunes, leucemia mieloide aguda/croénica e sindrome hipereosinofilica (eosinofilia créonica

idiopatica) (40,45). A diminuicao do nimero de eosindfilos (eosinopenia) ocorre por agao

imunossupressora prolongada dos glucocorticoides (39,42).

5.3.10.7. BASOFILOS

Os basdfilos (Figura 44) sao os leucocitos presentes
em menor quantidade no sangue periférico. Possuem no seu
citoplasma varios granulos grosseiros, de cor azulada, devido
a sua afinidade pelos corantes basicos, que cobrem o nucleo
multissegmentado da célula (31,40). A principal fungao
destas células consiste em regular reagoes, nao so alérgicas
como também inflamatorias, através da sua desgranulagao,

que leva a libertagao de histamina e de heparina (31).

5.4. ESFREGACO DE SANGUE PERIFERICO

Figura 44 — Basofilo.

Através da observagao ao microscopio ético de um esfregago de sangue periférico

(ESP) é possivel fazer-se uma avaliagao qualitativa e quantitativa dos eritrécitos, leucocitos e

plaquetas. A andlise dos eritrocitos permite fazer uma classificagdo com base nas variagoes

de volume (macrocitose, microcitose e anisocitose), cor (hipocromia, policromasia),

inclusoes eritrocitarias e presenga de células com morfologia anormal (Figura 45), em que

estas Ultimas podem sugerir determinadas patologias (31).
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Figura 45 - Células com morfologia anormal associadas a determinadas patologias (31).

O estudo das plaquetas nao sé permite identificar
alteragoes morfologicas e numéricas, como também permite
fazer a distingao entre uma verdadeira trombocitopenia de

uma trombocitopenia devido a presenga de agregados

plaquetarios (Figura 46).
Para além do estudo morfoldgico, a observagio dos Figura 46 - Agregados plaquetarios.
leucocitos incide na sua avaliagao quantitativa, sendo esta realizada nas situagdes em que os
contadores de células sao incapazes de determinar corretamente o diferencial leucocitario.
Nestes casos é feita a contagem manual de 100 leucocitos presentes no esfregago, é
calculada a percentagem de cada tipo de célula e é obtida a sua contagem absoluta a partir
do valor de leucécitos totais fornecido pelo auto-analisador e das percentagens calculadas
através da contagem manual. O equipamento pode acusar a presenca de leucocitos imaturos,
devendo entio ser confirmada a presenca destes e ser referida nas observagdes aos
resultados, em conjunto com a sua identificagao possivel (31).
O ESP é feito manualmente, usando-se uma amostra de sangue total. De modo a
permitir a boa observagao tanto das células assim como de hemoparasitas, é importante que

a técnica usada na sua preparagao seja correta (Figura 47) (Anexo l) (31).
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A L} C D

Figura 47 - Técnica correta para realizar um
esfregaco de sangue periférico.

No Hemobiolab, a coloragao dos esfregacos é feita pela técnica Hemacolor
(reagentes Hemacolor Applichem Pancreac ITW companies), que se baseia na coloragao de
Pappenheim (combinagao do método de coloragao de May-Gruenwald-Giemsa). Os nlcleos
das células ficam corados com as cores basicas (da tiazina) e os elementos citoplasmaticos

com as cores acidas (da eosina) (46).

5.5. ALGUMAS PATOLOGIAS ASSOCIADAS A LINHAGEM ERITROIDE

A patologia mais frequente relacionada com os eritrocitos é a anemia, sendo esta
definida como a redugao da concentragao de hemoglobina no sangue, tendo em conta a
idade, sexo, etnia e altitude. A classificagao das anemias é feita com base em dois critérios:

- Origem e mecanismo fisiopatologico da anemia;

- Tamanho e quantidade de hemoglobina nos eritrocitos (31,41).

As anemias sao assim, a partir do valor de VCM e de HCM, classificadas em

microciticas, normociticas ou macrociticas, hipocromicas e normocromicas (Tabela 8).
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Caso Clinico de individuo com macrocitose e trombocitopenia

Homem de 59 anos cujo hemograma
apresenta um valor de MCV indicativo de
Macrocitose, e uma contagem de plaquetas abaixo
do valor de referéncia (figura 48). Foi solicitado
pelo clinico que fossem analisados outros
parametros (apresentados na Tabela 10). Numa
observagao aos resultados obtidos, destaca-se um
aumento de GGT, o que justifica a macrocitose,
devido a um possivel caso de alcoolismo, visto que
esta enzima € induzida pela ingestao de alcool. Foi

observado o esfregaco de sangue periférico, o qual

Limites

4.0-10.0

4.50-5.50

13.0-17.0

40.0-50.0

83101 |

>| > |w|w jw

27.0-33.0
32.0-36.0
b 11.0-16.0

B 150-410 |

6.0-11.0
A 11.0'18;0,,... "

Figura 48 - Hemograma com
macrocitose e trombocitopenia.

nio revelou a presenca de agregados plaquetdrios, o que confirma a trombocitopenia

detetada através do hemograma.

Tabela 10 - Determinacdo de parametros para confirmaciao de macrocitose.

Fosfatase Alcalina 95
GGT 201
ALT 50

45-129
73

<34
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Caso Clinico de Anemia Microcitica Hipocréomica

Mulher de 46 anos em que no
Hemograma os valores de MCV e MCH
sao indicativos de Anemia Microcitica
Hipocréomica (Figura 49). Também foram
analisados outros parametros cujos
resultados estao apresentados na tabela
I'l. Numa analise aos resultados obtidos
verifica-se que a excecao da CFFT, todos

os outros parametros estao diminuidos o

[cBC Limites Unidades
{WBC 70 ! 4.0-10.0 10°3/mm3
RBC 440 ] 3.80-4.80 10%6/mm3
{HGB 87 | B 12.0-15.0 g/dL
IHCT 284 [ B 36.0-46.0 %

|Mcv 65 B 83-101 um3
{MCH 19.8 B 27.0-33.0 pg
IMCHC 306 B 32.0-36.0 gldL
'RDW 228 A 11.0-14.0 %

PLT 326 ' 150-410 10°3/mm3
MPV 99 6.0-11.0 um3
‘PCT 0322 0.150-0.500 %

PDW T 1080 %

Figura 49 - Determinacao de Parametros para

confirmacao de anemia ferropénica.

que é sugestivo de anemia ferropénica. A observagao do esfregago de sangue periférico

revelou a presenca de células em charuto, o que confirma que esta anemia é devido a

deficiéncia de ferro.

Tabela |1 - Determinacdo de parametros para confirmacao de anemia ferropénica.

Ferro sérico
CFFT
Ferritina

Acido Félico

448

4,78

50-170
250-450
10-281

>5,38

Caso Clinico de individuo com Anemia Normocitica e Normocromica

Homem de 83 anos. Os valores

de MCV e de MCH indicam anemia
Normocitica e Normocromica (figura
50).

Foram determinados outros

parametros cujos resultados estiao
apresentados na tabela 12. O valor de

ferro baixo acompanhado de ferritina

dentro dos valores de referéncia, o

que em conjunto com o aumento de

CBC e, Limites ‘Unidades
WBC [ 4.3 4.0-10.0 ~10"3/mm3
RBC 302 | B 4.50-5.50 110°6/mm3
HGB 96 | B 13.0-17.0 g/dL
HCT 27.9 B 40.0-50.0 %

MCV 92 83-101 um3
MCH 31.8 27.0-33.0 pg
MCHC 345 32.0-36.0 g/dL
ROW (65 al 11.0-16.0 %

PLT 187 150-410 1043/mm3
MPV 6.7 6.0-11.0 pum3

PCT 0.125 b 0.150-0.500 %

= 2 e -

Figura 50 - Hemograma com anemia normocitica e
normocrémica.

imunoglobulina A é sugestivos de doenga inflamatoria crénica ou de tumor maligno.

A observacgao do esfregago de sangue periférico revelou a presenca de fenémeno de roulaux

(agrupamento dos eritrocitos em forma de pilhas de moedas), que esta associado a
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processos inflamatorios. Desconhece-se se o individuo estd sujeito a algum tipo de
terapéutica e nao foi solicitado pelo clinico outros parametros tais como transaminases que
possam esclarecer o aumento de Imunoglobulina A, devido a uma possivel cirrose, PCR e VS
que surgem aumentados em situagoes inflamatorias, podendo confirmar a existéncia de

roulaux eritrocitario e consequentemente a anemia por doenga inflamatoria cronica.

Tabela 12 - Determinacdo de parametros para confirmacio de anemia por doenca inflamatéria

croénica.
Ferro 48 22-322
Acido Félico 3.16 > 5,38
Ferritina 88 22-322
Imunoglobulina A 3999 70-400

5.6 ALGUMAS PATOLOGIAS ASSOCIADAS A ALTERAGCOES NO NUMERO
DE LEUCOCITOS

O estudo da série branca permite evidenciar estados infeciosos e leucémicos que,
com os dados do exame clinico, auxiliam o médico tanto no diagnostico como na orientagao
terapéutica. Para interpretar as alteragoes que ocorrem nos valores e nas proporgoes entre
os diferentes tipos de leucocitos, deve relacionar-se a fungao especifica de cada tipo de

célula com as possiveis causas do seu aumento ou diminuigao (Tabela 13) (31).
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Tabela 13 - Patologias associadas a alteracées no numero de leucécitos.

Neutrocitose

Neutrofilos
Neutropenia
Eosinofilia
Eosinéfilos
Eosinopenia
Basofilia
Basofilos
Basopenia
Linfocitose
Linfocitos
Linfocitopénia
Monodcitose
Monécitos

Monocitopénia

Infecao bacteriana, dano tecidual,
doencgas metabdlicas, neoplasia
hemorragia ou hemodlise aguda,
farmacos, doencas mieloproliferativas,
tratamento com fatores de
crescimento mieloide.

Congénita:  Ex.: Sindrome de
Kostman, neutropenia ciclica.
Adquirida: drogas, infe¢ao viral e
bacteriana.

Alergia, parasitas, reagoes a farmacos,
recuperagao de doenga aguda, infecao
da pele, linfoma de Hodgkin e outros
tumores malignos, poliartrite nodosa,
tumores metastaticos com necrose
tumoral.

Infecoes agudas com neutrofilias
acentuadas.

Infe¢oes (varicela, variola, sinusite
croénica), doenga endodcrina, estados
alérgicos, LMC, carcinoma pulmonar.
Infegdes agudas com neutrofilias
acentuadas, uso de corticoides,
tratamento com hormonas da tiroide.
InfecSes virais, hipersensibilidade a
farmacos, doencas enddcrinas,
leucemia linfoblastica cronica,
leucemia linfoblastica aguda.

Faléncia medular grave, doenga de
Hodgkin, imunossupressores,
radioterapia, HIV.

Infecao bacteriana cronica, infecao
por  protozoarios,  neutropenia
cronica, doenga de Hdgkin, e outros
tumores malignos.

Anemia aplastica, Lucemia linfoide
cronica, leucemiadas células
cabeludas, HIV, terapiacom

corticoides.
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5.7. COAGULAGAO

A hemostase consiste na interrup¢ao de uma hemorragia que surge em resposta a
um dano vascular, através de um conjunto de mecanismos fisiologicos que ocorrem em trés
etapas: hemostase primaria (constrigao do vaso lesado e formagao do trombo plaquetario),
coagulagao (formagao de coagulo de fibrina insoluvel) e fibrindlise (dissolugao do coagulo).
Esta resposta deve ser controlada por forma a evitar a formagao excessiva de coagulos e
desfazé-los apos o dano vascular ser reparado. Deve haver um equilibrio entre os
mecanismos pro-coagulantes, antigoagulantes e o processo de fibrindlise (31).

Hemostase primaria: imediatamente apds a lesio de um vaso sanguineo ocorre
vasoconstrigao, processo responsavel pela diminuigao do fluxo sanguineo no local onde se
deu a rutura do vaso, que por sua vez leva a ativacao das plaquetas que escapam dos vasos
sanguineos e atingem o tecido sub-endotelial, onde ocorre a sua adesao, via glicoproteinas
la/ glicoproteinas Ib (GPla/GPIb) existentes na superficie das plaquetas, ao tecido exposto
por intermédio do fator Von Willebrand (VWF) formando-se um tampao plaquetario. O VWF
é responsavel pelo transporte do fator VIII (31).

A coagulagao é composta por dois sistemas (intrinseco e extrinseco) nos quais
ocorre um conjunto de reagdes em cascata por forma a ativar proteinas percursoras

circulantes (fatores da coagulagao) (Tabela 14), culminando na formacao de fibrina (Figura

51) (31).

Lesdo vascular
Contacto
[ 1 TF
| Vila |,
X | TF-Vila — | IX f —— | Xia s ————:ﬁw— | X
« Villa-IXa '
T VI VWF
Xa-Va«—up— V ;
:’Trombina I
[ Protrombina Il } Fibrinogénio ‘ > Mondmero de fibrina
, Polimero de fibrina | | Fibrinopeptideo A + B
X }' '*-[Xllla al
‘ Fibrina estavel l

Figura 51 - Cascata da coagulacio.
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Os fatores de coagulagao sao denominados em numeragao romana, e, quando
ativados, esta numeragao € acompanhada da letra “a”. Alguns necessitam de vitamina K para

a sua produgao.

Tabela 14 - Fatores de coagulacdao (31).

Nome descritivo  Vida Local de Producao

Sistema de Atuagao

média
36-90
I Fibrinogéni Intri Extri Figad
ibrinogénio Horas ntrinseco e Extrinseco igado
60-70 Figado
Il i ? ?
Protrombina Horas Intrinseco e Extrinseco Dependente de Viamina K
I Factor tecidular Extrinseco Virios tecidos
v Célcio Intrinseco e Extrinseco
v . 12-36 , , ,
Proacelerina Intrinseco e Extrinseco Figado
Horas
7 Figado
4 P ti Extri
roconvertina Horas rnseco Dependente de Vitamina K
. : 10-12 , . .
Vil Factor anti-hemofilico A Intrinseco Varios tecidos
Horas
24 Figado
IX Factor anti-hemofilico B Horas Intrinseco Dependente de
Vitamina K
48 Figado
X Factor Start-Prower H Intrinseco e Extrinseco Dependente de
oras
Vitamina K
Factor anti-hemofilico C Intrinseco
Horas
Xl Factor Hageman ou htrinseco
contacto
Xl Fator es?:i.lizante de 34 Dias Intrinseco e extrinseco Figado
ibrina
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Uma coagulagao descontrolada de sangue leva a que ocorra a oclusao dos vasos
sanguineos (trombose), sendo importante a existéncia de mecanismos de prote¢ao, como a

inibicao dos fatores coagulantes, através de fatores anticoagulantes (Tabela I5).

Tabela I5 - Fatores anticoagulantes (31).

Inibidor do Fator Tecitual (TFPI) Inibe os fatores Xa, Vlla e o TF Figado e endotélio

Antitrombina Inativa as serina proteases Figado
o,-macroglobulina

a,_antiplasmina Inibem as serinas

o, antitripsina

Proteina C Inibem os cofatores da coagulagio

Figado e endotélio
Proteina S Va e Vlla

Em torno da regido lesada, o fluxo sanguineo é responsavel pela diminuigao e
dispersao dos fatores de coagulagao ativados, sendo estes destruidos pelas células do
parénquima hepatico, e removidos pelas células de Kupfler (31).

A fibrinolise consiste na remogao do excesso de fibrina de modo a nao comprometer
o normal fluxo de sanguineo. O plasminogénio (pré-enzima B-globulina) no sangue e fluido
tecidual é convertido a plasmina (serina protéase), por ativagao da parede vascular (ativagao
intrinseca) ou dos tecidos (ativagao extrinseca) (31).

O Ativador Tecidual de plasminogénio (TPA) é uma serina protéase que se liga a
fibrina, aumentando a capacidade de conversio do plasminogénio ligado ao trombo em
plasmina. Esta conversao também é facilitada pela uroquinase ou Ativador Plasminogénio
Urinario (UPA). A formacgao de plasmina nos locais de lesao limita a extensao do trombo em
formagao e tem a capacidade de degradar a fibrina (31). A plasmina circulante é inativada
pela a,-antiplasmina e a,-macroglobulina, enquanto a formagao de palmina pode ser inibida
por acao do Inibidor de Plasminogénio (PAI -1), que inativa o TPA (31).

A avaliagao laboratorial da hemostase consiste em testes que nao s6 permitem avaliar
a eficacia da via extrinseca e intrinseca da coagulagao, e da conversao de fibrinogénio em
fibrina, como também permitem a monitorizagao da terapéutica com anticoagulantes.

No Hemobiolab os testes realizados sao: tempo de protrombina (TP), tempo de

tromboplastina parcial ativado (PTTa) e a quantificagao de fibrinogénio.
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5.7.1. TEMPO DE PROTROMBINA

O TP mede o tempo de coagulagao (formagao do codgulo de fibrina) apos a adicao
de concentragoes otimas de calcio (CaCl,) e de tromboplastina (fator tecidular e
fosfolipidos). Este teste avalia a eficacia global da via extrinseca da coagulagao e esta
dependente dos fatores Il (protrombina), V, VIl e X e da concentragao de fibrinogénio no
plasma (39). O TP depende da tromboplastina usada em laboratério, e como tal foi
desenvolvido o indice internacional normalizado (I.N.R. do inglés ““ international normalized
ratio”) por forma a internacionalizar-se este teste, através da seguinte formula:

INR= (TP doente/TP controlo)®,
onde ISI representa o indice de sensibilidade internacional.

O INR foi introduzido pela Organizagao Mundial de Saide (OMS) para padronizar o
controlo do tratamento com anticoagulantes orais, sendo o ISI determinado comparando
cada reagente com a tromboplastina padrao (OMS).

Pode encontrar-se este parametro aumentado em certas situagoes tais como:
deficiéncia de vitamina K, doengas hepaticas, deficiéncias especificas na coagulagao e em

determinadas terapias anticoagulantes com varfarina (39).

5.7.2. TEMPO DE TROMBOPIASTINA PARCIAL ATIVADO

O TTPa ativado consiste na medigao do tempo de formagao do coagulo de fibrina
apos a cascata da coagulagao ser ativada através da adicao de um ativador de superficie
(acido elagico), fosfolipidos (tromboplastina parcial) e calcio (CaCl,). Este teste permite
avaliar a eficacia global da via intrinseca da coagulagao, uma vez que esta é ativada na
auséncia do fator tecidular e por uma superficie de contacto, e esta dependente dos fatores
I, V, VIII, IX e X e da concentragao de fibrinogénio no plasma (39). A determinagao do TTPa
possibilita a monitorizacdo de doentes sujeitos a terapia com heparina classica (nao
fracionada), visto que se verifica o aumento dos valores com a sua administragao (39). Os
valores aumentados para o TTPa estio também associados a coagulagao intravascular
disseminada, doenca hepatica, presenga de anticoagulantes circundantes (imunoglobulinas) e
deficiéncia em fatores da coagulagio para além do fator VIl (39,47). Também se podem
encontrar valores moderadamente elevados em doentes sujeitos a terapéutica com
anticoagulantes orais e na deficiéncia em vitamina K. A determinagao do TTPa é também util
na pesquisa do anticoagulante lUpico, um autoanticorpo com agao pro-trombodtica no

organismo que € responsavel pela inibigao da coagulagao in vitro (39,47).

Sénia Simdes Antunes

66



Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas

5.7.3. FIBRINIGENIO

A quantificacao do fibrinogénio pode ser efetuada por dois métodos diferentes. O
fibrinogénio derivado corresponde a uma estimativa fornecida pelo equipamento
relativamente a concentragao de fibrinogénio calculada a partir do TP. Este método tem
menor exatidio na presen¢a de determinadas condi¢oes patoldgicas e em doentes com
tempos de coagulagdo prolongados, sendo utilizado o método de Clauss modificado para
estes casos. Este método permite determinar o fibrinogénio, medindo-se o tempo de
coagulagao corrigido por adigao de trombina em excesso, por forma a garantir que o tempo
de coagulagao seja independente da sua presenga na amostra, e da diluicao do plasma, de
modo a evitar a interferéncia de inibidores da coagulagao que possam estar presentes
(produtos de degradagao da fibrina e heparina) (31).

Baixas concentragoes de fibrinogénio podem ser associadas a: defici€éncias congénitas
e adquiridas, terapia com fibrinoliticos e a presenca de produtos de degradagio do

fibrinogénio.

5.8. VELOCIDADE DE SEDIMENTAGAO

A velocidade de sedimentagao (VS) € um paridmetro que permite caraterizar a
velocidade a que os eritrocitos sedimentam no plasma sanguineo, através da medigao da
altura do sedimento eritrocitario. Os valores obtidos sao principalmente dependentes da
concentragao plasmatica de proteinas de fase aguda, nomeadamente de fibrinogénio e de
imunoglobulinas (42). Um aumento de VS esta principalmente associado com a formagao de
rouleaux eritrocitario, fenomeno caraterizado pela agregacao de eritrocitos e aumento da
concentragao plasmatica de proteinas de fase aguda (31). O aumento destas proteinas é
responsavel pela diminuicao das forgas de repulsao entre os eritrocitos, conferidas pelas
cargas negativas das membranas eritrocitarias (31). A determinagao da VS é um teste
inespecifico, uma vez que o seu aumento pode estar associado a diversas doengas
inflamatorias sistémicas, incluindo doengas autoimunes como a artrite reumatoide e o lupus
eritematoso sistémico, nas quais se verifica um aumento das proteinas de fase aguda (31).
Para além das doengas inflamatérias, a VS encontra-se aumentada na tuberculose, assim
como em outras doengas infeciosas, no linfoma de Hodgkin, no mieloma multiplo e em
diversas neoplasias (31).

Fisiologicamente, as elevagoes da VS podem ser observadas na gravidez e com o
aumento da idade.

A determinagao da VS Permite, para além da monitorizagdo da progressao de

doencas inflamatérias, a do seu tratamento.
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No Hemobiolab a determinagao da VS é feita através do autoanalisador VES-MATIC
30 Plus (Figura 35), sendo os resultados expressos em mm/h, que sao equivalentes aos
calculados usando o método de Westergren.

Nos casos em que o equipamento ¢ incapaz de efetuar uma leitura adequada devido a
interferéncia das etiquetas dos tubos na leitura 6tica ou de volume de amostra reduzido, a
determinagao da VS é feita manualmente, através do uso de um suporte com uma graduagao
especifica para os tubos utilizados, e, de tubos graduados de Westergren, que requerem

menor quantidade de amostra, respetivamente.

5.9. DETERMINAGAO DE HEMOGLOBINAS ESPECIFICAS

A hemoglobina humana é formada por dois pares de cadeias proteicas, cada uma
delas ligada a um grupo heme. No inicio da fase embrionaria, as principais cadeias de globina
da fase adulta nao sao expressas, sendo produzidas as hemoglobinas transitorias Gower |
(¢,€,), Portland (C,y,) e, posteriormente, a Gower 2 (a,€,), apos a ativagao da expressao da
a-globina. No feto, a forma predominante é a Hb F (a,y,), mantendo-se até cerca de 3-6
meses apos O nascimento, em que a expressao da y-globina é substituida pela d-globina e
depois pela B-globina para a sintese da Hb A, (a,0,) e da Hb A (a,$,), respetivamente (31).

A determinacao de hemoglobinas especificas € util nos casos em que se suspeita de
uma hemoglobinopatia, que pode estar associada a sintese das cadeias de globina numa
extensao inferior as que sdo necessarias (talassemias) ou a expressao de variantes

estruturais de Hb A devido a mutagoes nos genes das globinas.

5.9.1. HEMOGLOBINA Alc

Parametro discutido em 4.9.3.

5.9.2. HEMOGLOBINA A2 E HEMOGLOBINA F

Em condi¢oes normais, a Hb A, (a,6,) e a Hb F (a,y,) sao expressas em quantidades
muito reduzidas nos adultos e em criangas apos os 6-12 meses. O aumento da produgao
destas hemoglobinas é normalmente detetado nas P-talassemias e esta associado a um
mecanismo destinado a evitar a acumulacao de cadeias a resultante do défice na sintese das
B-globinas necessarias a producao da Hb A (31). Nas a-talassemias o défice na sintese das a-

globinas afeta também a produgao da Hb A, e da Hb F, o que leva a uma diminuigao destas

hemoglobinas. Assim sendo, a determinagao da Hb A, e da Hb F é importante para avaliar as
B-talassemias, que sao classificadas em menor (trago B-talassémico), intermédia e maior, de

acordo com a severidade da doenga e os defeitos genéticos primarios envolvidos. As
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manifestagoes clinicas sao variaveis, e podendo verificar-se uma anemia ligeira assintomatica
a anemia hemolitica severa dependente das transfusdes, e surgem como consequéncia da
inadequada produgao de hemoglobina (anemia microcitica hipocromica) e da acumulagao
desequilibrada das a-globinas (eritropoiese ineficaz com hemélise e aumento do nimero de
reticulocitos e eritroblastos) (31). O aumento mais significativo da Hb F é normalmente
observado nas formas mais graves de B-talassémia, visto que a sintese das cadeias y favorece
a eliminagao do excesso de a-globinas, embora esteja dependente da capacidade do
organismo em sintetizar estas cadeias (31). Nas formas mais ligeiras de [B-talassémia, os
niveis de Hb F estio normalmente dentro dos limites de referéncia ou ligeiramente

aumentados (31).

5.9.3. HEMOGLOBINA S

A Hb S é a variante estrutural resultante de mutagoes nos genes das globinas mais
comum. A sua producdo esta associada a mutagoes que provocam a substituicao do acido
glutamico pela valina na posi¢ao 6 das B-globinas (31). A Hb S tem baixa solubilidade na
presenca de baixas pressoes de oxigénio, podendo polimerizar no interior dos eritrocitos e
originar alteragoes morfoldgicas em que as células assumem a forma de foice (drepanocitos).
A formagao de polimeros resulta ainda em alteragoes da membrana celular, na produgao de
substincias oxidantes e adesao anormal dos eritrécitos ao endotélio vascular (39).

A Hb S esta associada as sindromes falciformes, que ocorrem em dois genotipos
diferentes. A doenca homozigética (genotipo Hb SS) é designada por anemia falciforme e
origina anemia moderada resultante tanto da hemolise como da afinidade diminuida da Hb S
para o oxigénio. O principal aspeto clinico da anemia falciforme surge através da oclusao
vascular pelas células em foice e resulta em crises agudas com eventual lesao dos orgaos
afetados. Na anemia falciforme a Hb A nao é detetavel e a Hb F é variavel (5-15%) de acordo
com a severidade da doencga (quantidades maiores sao detetadas em doenga menos severa)
30.

A doenca heterozigética (genédtipo Hb AS), designada por trago falciforme, é benigna
e nao demonstra anormalidades hematologicas, embora em condigdes de baixa pressao de
oxigénio (altitudes elevadas) haja a deformagao dos eritrocitos que assumem a forma de
drepandcitos, com o desenvolvimento das complicagoes associadas (31,39). No trago de

células falciformes a Hb S varia entre 25 a 45% da hemoglobina total (31).
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5.10. GRUPO SANGUINEO - SISTEMA ABO E RHESUS

Na superficie dos eritrocitos encontram-se proteinas que funcionam como antigénios
(Ags), usados para classificar os grupos sanguineo através dos sistemas ABO e Rhesus (Rh)
considerados como sendo os mais comuns. A sua determinagao tem interesse no estudo de
histocompatibilidade aplicado as transfusoes, transplantes e gravidez (49).

O sistema ABO consiste em trés genes alelos: A, B e O, sendo a sua classificagao
feita com base na determinagao dos antigénios A e B nos eritrécitos, que correspondem a
anticorpos naturais (aglutininas naturais). Os Ags A e B podem aparecer isolados ou juntos e
definem os tipos de sangue: tipo A (antigénio A), tipo B (antigénio B), tipo AB (antigénio
A+B) e tipo O (auséncia de antigénio A e B) (49).

O grupo sanguineo Rh é composto por dois genes, RhD e RhCE, que codificam
proteinas de membrana que tém os Ags D, C e. O Ag D é o que possui maior importancia
na patologia clinica. O gene RhD pode estar presente ou ausente, o que origina os fenotipos

Rh D+ e Rh D-, respetivamente (31).

A técnica utilizada para a determinagao do grupo ABO/D combina os principios de
aglutinacao e filtragado em microtubos de gel impregnados com o reagente especifico do Ag
eritrocitario a determinar. Para cada amostra sao utilizados quatro microtubos: A, B, D (Rh)
e Ct (controlo). No po¢o de cada microtubo é colocada uma suspensio de globulos
vermelhos, sendo esta imediatamente centrifugada. Os globulos vermelhos nao aglutinados
concentram-se no fundo do microtubo, enquanto os aglutinados sao retidos na coluna de gel

(tabela 16 e 17). A sua posigao no gel determina a intensidade da reagao (Figura 52) (30).

Tabela 16 - Interpretacdo do grupo ABO.

Sem aglutinagao Sem aglutinagao 0
Com aglutinagido Sem aglutinagao Sem aglutinagao A
Sem aglutinagao Com aglutinagao Sem aglutinagao B
Com aglutinagao Com aglutinagao Sem aglutinagao AB

Tabela 17 - Interpretacdo do grupo Rh.

Com aglutinagao Sem aglutinagao Positivo

Sem aglutinagao Sem aglutinagao Negativo
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Caso de individuos com grupo sanguineo A/Rh+

Analisando os microtubos, verifica-se que
houve aglutinagao dos globulos vermelhos no
microtubo A ao contrario do que aconteceu
no microtubo B, o que permite identificar no
grupo ABO, ambas as situagoes como sendo
do grupo A. Nos microtubos D ocorreu
aglutinagdo o que nao aconteceu no

microtubo Ctl, o que permite no grupo Rh,

identificar as situagoes como sendo positivas
(Figura 52).

Grupo A/Rh+

Grupo A/Rh+

Figura 52 - Individuos com grupo sanguineo

A/Rh+.

5.11. CONTROLO DE QUALIDADE EM HEMATOLOGIA.

Antes de qualquer processo analitico ser iniciado, é realizado diariamente o CQI.
Nos contadores de células sao usados trés niveis de controlo (patologico baixo, normal e

patologico alto), sendo usado apenas um nivel de controlo para os reticulocitos, o que é

feito em apenas um dos equipamentos. Para a determinagao de hemoglobinas (Hb Al ., Hb

A,, Hb F) em ambos os equipamentos, e para avaliar a velocidade de sedimentagao, também

nos dois aparelhos, sao usados dois niveis de controlo (normal e patologico), assim como

nos analisadores usados para as provas de coagulagao.

A andlise da qualidade das amostras também tem um papel importante, devendo-se

verificar se ha presenca de coagulos visto que estes podem alterar varios parametros,
nomeadamente as contagens celulares, assim como o nivel do volume de amostra,

particularmente para as provas de coagulagao, dado que a quantidade de amostra e de

anticoagulante devem estar numa determinada proporgao.
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CONCLUSAO

Considero que a realizagao do meu estagio descrito neste relatério, em conjunto
com o restante plano de estudos do Mestrado, ser uma mais-valia para a aquisicao de
competéncias tanto tedricas como praticas dentro da area das analises clinicas. O contato
com a rotina laboratorial e com os profissionais de saude responsaveis pelos servigos
contribuiu para um melhor entendimento da realidade associada ao laboratério clinico, assim
como a aquisicao de conhecimentos a nivel dos principios dos métodos analiticos, dos
equipamentos utilizados nos ensaios, da interpretagio de dados laboratoriais e dos
procedimentos empregados para garantir a qualidade dos servicos prestados.

Como Farmacéutica, este estagio permitiu-me ter um contato com um mundo
completamente diferente daquele que eu ja tinha experienciado dentro das areas de
atividade farmacéutica, o que foi para mim uma experiéncia muito enriquecedora e que deu

ainda mais valor ao facto de eu ter realizado este mestrado.
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ANEXOS

ANEXO|1.  TECNICA PARA REALIZACAO DE ESFREGACO DE SANGUE
PERIFERICO

| — Recorre-se a uma lamina devidamente limpa e uma lamela ou lamina com os cantos
arredondados, para permitir uma melhor distribuicao da amostra pela lamina.

2 — Coloca-se, cuidadosamente, uma pequena gota de sangue (cerca de 10 pl) no eixo
central da lamina a cerca de | cm de uma das suas extremidades.

3 — Coloca-se a extremidade da lamela ou da segunda lamina em contacto com a primeira
lamina, que deve estar apoiada numa superficie horizontal, um pouco a frente da gota de
sangue, criando um angulo de 45° entre as duas.

4 — Faz-se retroceder a lamina ou lamela até que entre em contacto com a gota de sangue e
este flua rapidamente por todo o comprimento da zona de contacto entre as duas laminas
(ou lamina e lamela).

5 — Apoiando a lamela ou segunda lamina sobre a lamina horizontal com um angulo de cerca
de 45° faz-se avancar esta rapidamente ao longo de todo o comprimento da lamina
horizontal.

6 — O esfregago seca rapidamente ao ar, procedendo-se seguidamente a coloragao do

mesmao.
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