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Resumo

O presente trabalho apresenta as atividades desenvolvidas no ambito do estagio
curricular, inserido no Mestrado em Anadlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra. O referido estagio realizou-se no Laboratoério de Analises Clinicas
do Centro de Saude Militar de Coimbra, de Dezembro de 2014 a Maio de 2015, sob a

orientagao do Dr. Mdrio Joao Roque.

Neste relatério serao apresentados os métodos usados na execugao das andlises, a
sua importancia clinica, a organizagio diaria e o sistema de gestao de qualidade
implementado no laboratério. Serao desenvolvidos de modo mais detalhado os sectores de

hematologia e bioquimica.

Abstract

The present work exposes the activities developed in the internship within the
context, of the Master’s degree of Clinical Analysis, of the Faculty of Pharmacy, University of
Coimbra. The training was performed at the Clinical Analysis Laboratory of Centro de Saude
Militar of Coimbra, from December to May 2015, under the supervision of Dr. Mario Joao

Roque.

In this report will be present the methods used in the execution of laboratorial
assays, the clinical interest of the laboratory test, the daily organization and quality
management system implemented in the laboratory. This report presents a more detailed

description of the hematology and biochemistry sectors.
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Introducao

O estagio curricular realizado no decorrer do Mestrado de Analises Clinicas da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra tem como principal objetivo a iniciagao
profissional como técnico superior de Anadlises Clinicas, colocando em pratica os
conhecimentos adquiridos durante a formagao académica.

Este estigio apresenta uma componente laboratorial de modo a conferir
competéncia para a realizagao e validagao de técnicas laboratoriais aplicadas a prevengao,
diagnostico e monitorizagao da doenga.

O presente relatério descreve as atividades laboratoriais realizadas no estagio, nas
valéncias de Hematologia, Bioquimica, Imunologia e Microbiologia.

Este estagio realizou-se no Laboratério de Anidlises Clinicas do Centro de Saude
Militar de Coimbra, sob a orientagao do Dr. Mario Joao Roque, com uma duragao de 600
horas. O estagio decorreu todos os dias da semana, de acordo com o horario do
laboratério, permitindo acompanhar todo o dia-a-dia nas varias areas.

O tempo de estagio foi dividido de modo a que fosse possivel permanecer durante
aproximadamente um més em cada valéncia e um ultimo més nas duas valéncias com maior
interesse, para aprofundar conhecimentos nessas areas.

O objetivo do relatério a seguir apresentado é descrever, as principais atividades
desenvolvidas ao longo do estagio, dando especial enfase as areas de Hematologia e

Bioquimica.

Mariana Jordao Nunes
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| .Caraterizacao do laboratorio

O estagio foi realizado no Laboratério de Andlises Clinicas do Centro de Salde
Militar de Coimbra. Este servico encontra-se sob a direcao do Dr. Mario Joao Roque,
Tenente-Coronel, farmacéutico especialista em Analises Clinicas e Mestre em Saude Publica.
O servigo dispoe de varias areas bem equipadas e funcionais de modo a garantir um correto
funcionamento do laboratorio e um atendimento adequado. Apresenta uma sala de
atendimento/secretariado, uma sala de colheitas e uma sala de arrumos. Para além destes
espacos o laboratorio encontra-se dividido em 3 setores: setor de Hematologia, setor de
Bioquimica e Imunologia e setor de Microbiologia. Estes setores encontram-se praticamente
todos automatizados e informatizados.

O laboratério é composto por 3 técnicos de andlises clinicas e 2 administrativas. Os
utentes que frequentam este laboratorio sao essencialmente militares, ex-militares, familiares
de militares, GNR e PSP.

O servico tem em média 30 a 40 utentes por dia, mas em situagoes pontuais pode
apresentar um fluxo de amostras aumentado, de cerca de 50 a 100 amostras, devido a
realizagao de andlises para as Provas de Aptidao Fisica.

Na rotina do laboratério é realizado o registo na rececio onde é atribuido um
numero interno associado a um cédigo de barras registadas num programa interno (SISLAB),
posteriormente ¢é realizada a colheita, onde as amostras sao futuramente encaminhadas para
os diferentes setores onde siao processadas. Apos o processamento, os resultados sao
disponibilizados no sistema informatico, para que possam ser avaliados e validados pelo
especialista. Por fim, a parte administrativa pode facultar os resultados das anailises aos

utentes.

l.1. Hematologia

Este setor ocupa uma sala devidamente equipada com os aparelhos necessarios a

realizagao dos testes hematologicos (Tabela I).
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Neste setor sao realizados:

e Hemogramas;

e Provas de coagulagao;

e Velocidade de sedimentagao;

e Determinagao de hemoglobina glicada;

e Coloragao de May-Grundwald Giemsa;

e Observagao ao microscopio oético.

Neste setor sao determinados os mais diversos parametros hematologicos, no

sangue total ou plasma. As analises efetuadas no laboratorio de Hematologia executam-se na
sua maioria de forma automatizada, com excegao dos testes de coagulagao que envolvem a

realizacao de técnicas semi-automaticas.

1.2. Bioquimica e Imunologia

Neste setor sao efetuados os doseamentos de hormonas, marcadores tumorais,
proteinas e efetua-se ainda o estudo de parametros bioquimicos, que permitem avaliar o
estado funcional de varios 6rgaos e vias metabolicas.

As amostras chegam ao setor em tubos apropriados associados a etiquetas com
codigo de barras. O Laboratorio do Centro de Saude Militar de Coimbra apresenta os
aparelhos necessarios para a realizagao dos varios testes bioquimicos e imunolégicos (Tabela
.

Alguns testes pouco usuais, que nao sao realizados no Laboratério de Analises
Clinicas do Centro de Salide Militar de Coimbra, sao enviados para um laboratorio externo,

com o qual o laboratério estabeleceu protocolo.

1.3. Toxicologia

No Laboratério do Centro de Saude Militar de Coimbra sao realizadas varias analises
toxicoldgicas, na sua maioria para pesquisar o consumo de drogas de abuso no ambito do
programa de Controlo do Alcoolismo e Toxicodependéncia nas Forgas Armadas. As
substancias doseadas em amostras de urina, sio anfetaminas, canabinodides, cocaina e
opiaceos. Estes testes sao realizados em caso de suspeita ou para controlar o uso de drogas

de abuso. A sua colheita é feita sob vigilincia e em duplicado. No caso de a amostra
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apresentar resultado positivo a segunda amostra colhida é enviada para o Laboratério de

Toxicologia da Diregao de Saude do Exército em Lisboa, para confirmagao do resultado.

1.4. Microbiologia

Neste setor sao realizados estudos microbiologicos, parasitolégicos ou micologicos
dos mais variados produtos biolégicos (urina, fezes, exsudatos, entre outros), sendo o mais
usual o estudo bioquimico da urina (Urina Tipo II).

A urina tipo Il consiste numa andlise as caracteristicas fisicas e quimicas da urina
seguida de um exame microscopico ao sedimento urinario.

As amostras de urina devem ser analisadas o mais rapido possivel num intervalo de
tempo maximo de duas horas, entre o tempo de colheita e o tempo da analise, para nao
falsear alguns resultados. No laboratério do Centro de Saude Militar de Coimbra este
tempo é bastante reduzido uma vez que as amostras provenientes da sala de colheitas vao
quase imediatamente para o setor de Microbiologia.

Os equipamentos usados neste laboratorio encontram-se indicados na seguinte tabela:

Tabela |. Tabela dos diferentes equipamentos presentes em cada setor, com a sua

funcionalidade.

Seccdo Equipamento Funcionalidade
Bioquimica e  Architect Ci8200 Analise de parametros bioquimicos e
. imunoldgicos.
Imunologia
ADAMS Alc HA-8160 Determinagio de Hemoglobina
Glicada.
Mini-Vidas Anilise de pardmetros imunoldgicos.
Hematologia Option 4 plus, Biomérieux Testes de Coagulagao.
BD Sedi-15 Velocidade de Sedimentagao.
Cell Dyn Ruby Hemogramas.
Microbiologia Cdmara de fluxo laminar Tratamento e manipulagado  de
amostras em ambiente assético.
URIT, Uritest-300 Andlise de parametros bioquimicos na
urina.
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2. Controlo de qualidade

A qualidade dos procedimentos esta associada a 3 fases principais no laboratorio, a
fase pré-analitica, fase analitica e a fase pods-analitica. Os controlos de qualidade no
Laboratorio de Andlises Clinicas do Centro de Saude Militar de Coimbra estao mais focados
para o controlo da fase analitica, nao sendo comumente realizados controlos para as fases
pré-analitica e pds-analitica. Estudos mostraram que a maioria dos erros ocorre na fase pré-
analitica, sendo os erros mais importantes, erros na colheita dos produtos biologicos, no seu
transporte e manuseamento. Neste laboratério, o controlo de qualidade da fase analitica é

assegurado pela realizagio de controlos internos e controlo externo .

2.1. Avaliacido Interna da Qualidade

O controlo interno de qualidade consiste numa analise de amostras padrao que
permite avaliar a precisao dos ensaios com base nos valores de parametros conhecidos.
Assim, podemos avaliar o funcionamento eficaz das técnicas laboratoriais realizadas,
facultando resultados validos aos clinicos. Este controlo tem como objetivo garantir a
reprodutibilidade dos valores, verificar a calibragao e indicar quando é necessario promover
acdes corretivas ou preventivas devido a nao conformidades que possam ocorrer .

No laboratério do Centro de Saiude Militar de Coimbra o controlo interno é
realizado todos os dias ou semanalmente, dependendo do tipo de equipamento, sendo este
fornecido por casas comerciais como a Biorad. E necessirio a obtengio de resultados

aceitaveis nos controlos internos para se prosseguir com a validagao dos resultados obtidos.

2.2. Avaliaciao Externa da Qualidade

O controlo externo da qualidade é um controlo inter-laboratorial que visa
comparar a exatidao dos testes do laboratério com a do universo dos outros participantes,
sendo analisadas amostras do mesmo material, de concentracdes desconhecidas, fornecidas
por laboratérios independentes 2.

No caso dos valores obtidos no controlo de qualidade externa surgirem alterados

sao aplicadas medidas corretivas. No Laboratério de Anilises Clinicas do Centro de Saude
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Militar de Coimbra inicialmente sao verificados os valores dos controlos internos, de modo
a determinar a presenca de alteragdes, e posteriormente é repetida a amostra, de modo a
tentar identificar e eliminar possiveis erros.

O controlo externo é realizado quinzenalmente. A avaliagio externa deste
laboratério é proporcionada pelo laboratorio de referéncia nacional, Instituto Nacional de
Saude Dr. Ricardo Jorge através do Programa Nacional de Avaliagao Externa de Qualidade
(PNAEQ) e pelo laboratorio internacional através do programa Randox International Quality

Assessment Scheme, (RIQAS).

3. Hematologia

O sangue é o constituinte mais facil e menos invasivo de ser colhido. Como tal, o
sangue representa uma biopsia a partir de uma pequena pungao venosa, permitindo estudar
os elementos figurados do sangue e as doengas a este associadas .

Na rotina diaria deste laboratério, para o equipamento Cell-Dyn Ruby, responsavel
pela realizagao de hemogramas, é efetuado o controlo de qualidade interno diariamente,
antes do processamento das amostras. Sao usados trés niveis de controlo (alto, normal e
baixo), sendo realizados alternadamente, dois por dia.

No caso do Option Plus, responsavel pela realizagao das provas de coagulagao sao

realizados controlos semanais.

3.1. Equipamento e seu Funcionamento

3.1.1. Cell-Dyn Ruby

Para a realizagdgo de hemogramas e
contagem de reticulocitos, no laboratério do
Centro de Salde Militar de Coimbra é usado o
Cell-Dyn Ruby. O principio de funcionamento do
Cell-Dyn Ruby baseia-se na citometria de fluxo. A

citometria de fluxo permite uma analise

quantitativa e qualitativa rapida, exata e precisa, de

um grande nimero de amostras P

Figura 1: Cell-Dyn Ruby da Abbott Diagnostics.

6 Mariana Jordao Nunes



Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas

Esta técnica usa a tecnologia laser para a determinagao de glébulos brancos, plaquetas
e eritrocitos. Para a determinagao da concentragao de hemoglobina é usada a tecnologia

LED (Light Emitting Diode).

No caso da tecnologia laser, a amostra é iluminada e as células separadas de acordo
com os sinais:
e forward scatter - indica o volume celular;

e Side scatter - determina o conteutdo celular, como o nucleo e granulos.

Figura 2: Exemplo de Light Scatter.

As amostras para a realizacio de hemogramas sao colhidas em tubos com EDTA
(acido etilenodiaminotetracético) que permite uma estabilidade morfologica dos eritrocitos,
leucocitos e plaquetas até 24 horas. O EDTA atua como quelante para o calcio, impedindo a

coagulagao.

Contagem diferencial de eritrocitos e plaquetas

O Cell-Dyn Ruby usa a focagem hidrodinamica para a contagem de eritrocitos e
plaquetas. Neste método as particulas, sob uma ligeira pressao, sao injetadas a partir de uma
abertura formando um feixe de particulas. Esta pressao obriga a um alinhamento particula a
particula que ao atravessar uma fonte de luz, leva a sua dispersao pela passagem de células.
Esta dispersao é posteriormente detetada e convertida num impulso elétrico, permitindo a

contagem de células ™.
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Podem ser determinados os seguintes parametros:

e Em relacao aos eritrocitos:

e VGM
e HGM
e CHGM
e RDW

e Em relagao as plaquetas:

e MPV

e PDW
A contagem de plaquetas tem de ser vigiada para assegurar a sua precisao. Como
tal, sempre que a contagem esteja em causa, o esfregaco sanguineo deve ser realizado para

corroborar a contagem ou detetar anomalias plaquetares.

Um dos erros mais comuns é a presenga de plaquetas falsamente diminuidas. Este
fenomeno parece estar relacionado com o EDTA, levando a uma agregagao plaquetar que
leva a uma pseudotrombocitopenia. Para evitar este fendbmeno, pode ser usado o citrato

como anticoagulante, em vez do EDTA ™.

Contagem de reticuldcitos

A automatiza¢ao da contagem de reticulécitos aumentou a precisao da contagem em
comparagdo com a contagem manual em microscopio oOtico. Para a contagem dos
reticulocitos sao usados os sinais forward e side scatter que detetam eritrécitos com RNA
corado, usando o corante azul de cresil brilhante, que leva a precipitagio de RNA como um
complexo entre o corante e as proteinas de RNA ™,

O Cell-Dyn Ruby permite além da contagem de reticulocitos determinar a razao de
reticulocitos imaturos (IFR). A fracao de reticuldcitos imaturos descreve quantitativamente
os reticulocitos mais jovens com uma maior intensidade de coloragao. Este parametro
permite uma dete¢ao mais inicial de um aumento da resposta eritropoiética, que ¢é
importante na determinagao da resposta da medula 6ssea. O IFR pode ser usado em

conjunto com o nimero absoluto de reticuldcitos para classificar anemias ©.
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Doseamento de hemoglobina

A contagem da hemoglobina é feita usando ensaios espectrofotométricos. Os
eritrocitos sofrem lise sob a agao de um lisante que ¢ adicionado a amostra. Posteriormente,

ha medigdo da absorvancia através de um LED de baixa energia ™.

Contagem diferencial de leucoécitos

Para a contagem de leucocitos, o Cell-Dyn Ruby usa os sinais forward e side scatter. Por
andlise da dispersao da luz causada pelas particulas é possivel diferenciar o tamanho,
morfologia e granularidade dos leucocitos e assim identificar os diferentes leucocitos
presentes.

A contagem diferencial permite distinguir os leucocitos em 5 populagoes normais
diferentes: neutrofilos, eosindfilos, basofilos, mondcitos e linfocitos. Esta técnica permite a

contagem em termos percentuais e também em valores absolutos .

3.1.2. Option 4 Plus

Neste laboratorio os testes de coagulagao sao & 4
realizados no Option 4 Plus (Figura 3). Este aparelho
baseia-se na detegao otica do coagulo com agitagao s S
magnética constante do meio reacional.

Para a realizacdo dos testes de coagulagao é

~a
usado como anticoagulante o citrato de sodio (9

partes de sangue para | parte de citrato de sédio), que - - .-‘ -"
funciona como um agente quelante reversivel de cilcio, -

prevenindo a ativacdo de proteinas coagulantes. Figura 3: Option 4 Plus da Biomerieux.
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3.1.3. Sedi-15 da Becton Dickinson

No laboratério do Centro de Saude Militar
de Coimbra a velocidade de sedimentagao é
realizada no Sedi-15 da Becton Dickinson (Figura
4). Este parametro mede a distincia que os
eritrécitos percorrem depois de um determinado

tempo de espera, numa coluna vertical de sangue

nao coagulado, sob a influéncia da gravidade.
A velocidade de sedimentacio sera por isso, a  Figura 4: Sedi-15 da Becton Dickinson.

velocidade a qual os eritrocitos agregam, em condigoes laboratoriais controladas, sendo o

espaco medido em milimetros, expresso em mm/h. Para este teste a amostra é colhida em

citrato trissodico (4 partes de sangue para | parte de citrato de sodio).

3.2. Realizacio do Hemograma

3.2.1. Fundamento do Método e Utilidade Clinica do Hemograma

O hemograma é o exame laboratorial mais requisitado e mais completo em
hematologia. Este exame fornece-nos um conjunto de informagoes hematoldgicas quer
quantitativas quer qualitativas, sendo usado pelos clinicos para triagem e diagnostico de
diversas patologias e monitorizagao terapéutica.

O hemograma abrange a contagem de leucocitos, eritrocitos, plaquetas e
reticulocitos (quando pedido especificamente pelo clinico). Além disto, oferece informagao
nao so6 sobre o nimero de células presentes mas também sobre o tamanho, forma e grau de
hemoglobinizagao dos eritrocitos, e identifica também os tipos morfoldgicos dos leucocitos
31

O hemograma deve ser prescrito tendo em conta a situagao clinica do doente, como
no caso de eritrocitopatias, de trombocitopatias, de leucopatias, entre outras situagoes.
Deve também ser prescrito independentemente da situagao clinica do doente, no caso de
gravidas (estudos demonstram que em condi¢oes normais, as gravidas apresentam uma
reducao de hemoglobina a partir do segundo trimestre), idosos institucionalizados (¢ comum

os idosos apresentarem anemia), em situagdes de pré-operatério, entre outras .
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3.2.2. Hemograma - Pariametros

o FEritrocitos (RBC): é o nimero total de eritrocitos por unidade de volume de sangue

total, expresso em 10%/pL.

A sua principal fungao é o transporte da hemoglobina, cuja fungao é o transporte do
oxigénio e do dioxido de carbono, mantendo-a no seu estado funcional.

A contagem de eritrécitos € influenciada por varios fatores como a hora de colheita,
postura, variagao mensal e diurna, exercicio, altitude e o tabaco.

Uma diminuicao de eritrocitos (eritrocitopenia) pode estar associada a uma disfungao
da medula 6ssea, a hemorragias ou a hemdélise. O aumento de eritrocitos (eritrocitose) pode

estar associado a um aumento de eritropoietina ou a policitémia vera ™,

o Hematoécrito (Hct): Determina o volume sanguineo ocupado pela massa dos

eritrocitos, expresso em percentagem (%).
Este parametro reflete a concentracao de eritrocitos e nao a sua massa total. O
hematocrito depende maioritariamente do nimero de eritrécitos, mas também do efeito do

seu tamanho médio. Correlaciona-se com a viscosidade sanguinea .

o Yolume Globular Médio (VGM): é o volume médio dos eritrocitos expresso em

fentolitros (fl):

HCT x 10 (fl)
veM = RBC

7

E um parametro muito util na classificacao de anemias, permitindo uma avaliagao do
tipo de anemia presente: macrocitica (VGM aumentado), microcitica (VGM diminuido) ou
normocitica (VGM normal).

As principais causas de macrocitose sao deficiéncia em acido félico, deficiéncia na
vitamina B2 e alcoolismo. As principais causas associadas a microcitose sao a deficiéncia de

ferro e talassemia [,
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o Hemoglobina Globular Média (HCM): representa o conteido de hemoglobina

presente no eritrocito, expresso em picogramas (pg):

MM =—Rpc
A HGM ¢ influenciada pelo tamanho dos eritrécitos. 1!

o Concentracao de Hemoglobina Globular Média (CHGM): razao entre a quantidade

de hemoglobina e o volume total de eritrocitos:

HGB x 100 (g/dl)

CHGM = HCT

Estima a concentragao de hemoglobina média contida em cada eritrocito. A CHGM
depende da relagao entre a quantidade de hemoglobina e o volume do eritrécito. Permite
classificar as anemias de acordo com a concentragao em hemoglobina: hipocrémica (CHGM
diminuido) e normocrémica (CHGM normal).

Os eritrocitos mais maturos apresentam uma area de superficie mais pequena e logo

um aumento da CHGM, quando comparado com eritrécitos mais jovens ™,

o Red Cell Distribution Width (RDW): é o coeficiente de variacao da distribuicao dos

volumes eritrocitarios individuais.

Permite avaliar a heterogeneidade da populagio dos eritrocitos e é expresso em
percentagem (%).

Um RDW aumentado € sindénimo de deficiéncia de ferro, de fragmentagao de
eritrocitos e também estd associado a hemoglobinopatias homozigoticas. Em talassemia e
anemia por doencas crénicas o RDW pode apresentar valores normais .

Como teste auxiliar pode ser determinado o indice de Mentzer que permite
distinguir a talassemia da deficiéncia de ferro. Este teste é realizado dividindo o volume
globular médio pela contagem de eritrocitos:

VaM

Indice de Mentzer = ——
ndice de Mentzer = ==

Valores superiores a |3 sao sugestivos de anemia por deficiéncia de ferro e valores

inferiores a |3 de talassemia.
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o Hemoglobina (HGB): A hemoglobina é diretamente medida e é expressa em g/dl.,

A hemoglobina é uma proteina essencial encontrada nos eritrécitos. Esta é constituida por
dois pares de cadeias polipeptidicas, denominadas globulinas (0,3,), e quatro grupos
prostéticos heme, cada um contendo um atomo de ferro ferroso.

A principal fungao da hemoglobina é o transporte do oxigénio para os tecidos.
Existem trés tipos diferentes de hemoglobinas presentes no adulto: hemoglobina A (Q,[3,),
mais dominante, hemoglobina A2 (8,0,) e a hemoglobina F (y,0,), menos comuns.

A sua diminuicao permite o diagnostico de anemia, patologia mais frequentemente
detetada pelos laboratérios de hematologia, € normalmente é acompanhada de uma
diminuicao da contagem de eritrocitos e do hematécrito.

Uma das maiores causas de anemia é a deficiéncia de ferro, mas também pode estar

associado a hemolise, a hemorragia aguda, doenca crénica, entre outras causas ©.

o Plaquetas (PLT): A contagem de plaquetas é expressa em 10°/pl.

As plaquetas sao fragmentos celulares anucleados derivados do megacariocito. Estas tém
corpos irregulares com granulos vermelhos finos que podem encontrar-se dispersos ou
centralizados. Podem circular durante 6 a 8 dias na corrente sanguinea, sendo depois
destruidas pelo bago.

As principais fungoes das plaquetas sao manter a integridade dos vasos sanguineos, a
formagao de tampoes hemostdticos de modo a parar a perda sanguinea e promover a
coagulagao.

Um aumento na contagem de plaquetas (trombocitose) pode ser de origem
inflamatoria, idiopatica, induzida por drogas, entre outras causas. A diminuicao de plaquetas
(trombocitopenia) pode estar associada a uma diminuigao da produgao de plaquetas (como
no caso da deficiéncia da medula dssea), a um aumento do consumo de plaquetas (como no
caso de doengas auto-imunes e causas idiopaticas) ou a uma distribuicao anormal de
plaquetas (como retengao de plaquetas no bago). Pode ocorrer também trombocitopenia

induzida por farmacos ou devido a distirbios hereditarios >’

o Yolume Plaquetar Médio (MPV): vantajoso na avaliagao do tamanho e morfologia das

plaquetas.
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o Dispersao do Volume Plaquetar (PDVV): traduz o indice de variagao do tamanho

plaquetar. Um PDW elevado indica aumento da heterogeneidade do volume plaquetario

enquanto um PDW baixo é observado em populagdes plaquetarias homogéneas Pl.

o Reticuldcitos: Sao eritrocitos imaturos nao nucleados com RNA remanescente. Os
reticulocitos sao maiores que os eritrécitos e permanecem na medula | a 2 dia antes de
serem libertados para o sangue. Em situagoes de hipdxia, os reticulocitos presentes na
medula 6ssea podem ser libertados.

A contagem de reticuldcitos é dada em percentagem (%) de eritrocitos. E feita para
avaliar a capacidade de produgao de eritrocitos pela medula ossea e distinguir anemias
relacionadas com perda sanguinea, por destruicao excessiva de eritrocitos ou anemia por
diminuigao de produgao de eritrocitos.

A falta de elevagao da contagem de reticuldcitos em pacientes anémicos sugere a
diminuigao da fungao da medula 6ssea ou falta de estimulo eritropoetinico.

Apresentam-se aumentados em caso de anemia hemolitica, apés hemorragia aguda,
na talassemia, entre outras causas. A sua diminuigao esta associada a eritropoiese ineficaz
(como ocorre na deficiéncia de ferro e acido folico) na anemia crénica, na anemia aplastica,
na sindrome mielodisplasica, na fibrose, entre outras causas. Os reticuldcitos permitem
também monitorizar a resposta da medula éssea apds quimioterapia, transplante de medula

ossea ou tratamento de anemias .

o Leucograma: Os leucocitos sao constituidos por polimorfonucleares ou granulocitos
(neutrdfilos, eosindfilos e basofilos) e por mononucleares (linfocitos e monocitos).

A principal fungao dos leucocitos é proteger o organismo contra infegoes. Os
leucocitos atuam com componentes proteicos de resposta imune (como interleucinas),
imunoglobulinas e com o complemento.

As anomalias na contagem dos leucécitos podem estar associadas a diversas
patologias. Ao aumento do numero de leucocitos designa-se leucocitose, enquanto a

diminuicao designa-se leucopenia.
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o Neutrdfilos: Em adultos normais os neutrofilos
representam mais de metade dos leucocitos em circulagao.

Normalmente, tém um tamanho uniforme com ndcleo
segmentado com 3, 4 a 5 lobulos. Na coloragaio May-
Grunwald Giemsa mostram uma tonalidade rosa no
citoplasma e uma granulagao fina (Figura 5).

Apresentam como principal fungao a fagocitose e sao
extremamente importante na defesa contra infe¢oes Figura 5: Neutréfilo segmentado.
bacterianas e em doencas infeciosas.

O aumento de neutrofilos (neutrdfilia) esta presente em infegoes bacterianas,
inflamagao, necrose muscular aguda, tabagismo, entre outras causas. A diminuicao

(neutropenia) pode estar associada a medicamentos ou toxicos, situagoes de auto-

imunidade, anemia apléstica, entre outras .

o Eosindfilos: o seu didmetro é um pouco maior
que os neutrofilos.
Normalmente apresentam 2 |6bulos nucleares e

o citoplasma apresenta granulos com coloragao laranja-

avermelhada, quando coradas com May-Grunwald
Giemsa (Figura 6). Figura 6: Eosindfilo.

Os eosindfilos sao fagocitos e modulam a
resposta inflamatéria. Apresenta como principais fungoes a atividade parasitaria (apresentam
acao citotoxica direta contra parasitas), a fagocitose, a resposta alérgica e a diminuigao de
reagoes inflamatorias.

O aumento do numero de eosindfilos (eosinofilia) pode estar associado a alergias e a

infegdes com parasita .,

o Basdfilos: sao os leucocitos mais raros a circular na
corrente sanguinea.

Apresentam um nucleo denso, compacto e irregular e

um citoplasma com granulos purpura ou azuis-escuros, que

vao escurecer o citoplasma, quando coradas com May-

Grunwald Giemsa (Figura 7). Estes granulos siao ricos em

Figura 7: Basdfilo.
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histamina, serotonina e heparina. Estas substancias levam a um aumento da permeabilidade
vascular no local de atividade de agentes patogénicos levando a um recrutamento de células
inflamatorias.

Os basofilos estao associados a reagoes de hipersensibilidade imediata e algumas
reagoes de hipersensibilidade retardada.

O aumento de basdfilos (basofilia) € frequentemente encontrado na leucemia
mieldide croénica, policitemia vera ou na varicela. Podem estar também aumentados noutras

doengas mieloproliferativas e ocasionalmente em alguns tumores ',

o Monocitos: Sao os leucocitos circulantes de maior
tamanho na corrente sanguinea.
Apresentam um citoplasma cinzento-azulado que

contétm um ndmero variavel de granulos finos

avermelhados, quando coradas com May-Grunwald Giemsa.
O nlcleo é grande e curvado, apresentado normalmente
em forma de ferradura ou em forma reniforme (Figura 8). A
cromatina é fina e distribuida mais uniformemente do que
o o o Figura 8: Monaocito.

no neutrdfilo. Os monodcitos apresentam como principal

funcao a fagocitose, processamento de antigénios, imunidade mediada por células e sao
relevantes na defesa contra bactérias, fungos, virus e corpos estranhos.

Um aumento de monodcitos (monocitose) pode estar relacionado com infegoes

cronicas, leucemia mieldide cronica e leucemias agudas .

o Linfocitos: Os linfocitos sao  células =
mononucleares com  granulos citoplasmaticos
especificos. A maioria dos linfocitos circulantes sao
células pequenas com uma margem de citoplasma
reduzida e um nucleo bem definido com cromatina
condensada. O nlcleo apresenta-se com tamanho
uniforme e com cromatina homogénea, quando Figura 9: Linfocito.
coradas com May-Grunwald Giemsa (Figura 9).

Os linfocitos estao divididos em de acordo com a sua fungao em linfocitos T,

linfocitos B e NK.
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Os linfocitos T sofrem maturagao no timo, representam cerca de 70% dos linfocitos
circulantes, permitem uma defesa local contra antigénios de corpos organicos e inorganicos
estranhos. Estes sao divididos em células de ajuda e células citotoxicas. As células T estao
associadas a imunidade mediada por células, que envolve reagoes de hipersensibilidade
retardada, a rejeicao de enxerto, a defesa contra organismos intracelulares (como o bacilo
da tuberculose), e defesa contra neoplasias.

Outro grupo sao os linfécitos B, sofrem maturagao na medula éssea, perfazem cerca
de 20% dos linfocitos circulantes. Estas células podem depois da interagao com antigénios
diferenciar-se em plasmocitos, células efetoras, produtoras de imunoglobulinas. Sao
responsaveis pela defesa humoral contra virus, bactérias, fungos, parasitas e alérgenos.

As células que nao apresentam carateristicas nem de linfocitos T nem de linfocitos B
sao designadas de células Natural Killer (NK). Estas células sao orientadas inativar células
alvo que tenham baixo nivel de expressao de moléculas HLA classe |, que estao associadas
normalmente a infegoes virais ou a células malignas.

Um aumento de linfécitos (linfocitose) esta associado doengas infeciosas, bactérias
(como a tuberculose), a infegoes virais, a leucemia linfocitica, a mononucleose infeciosa
(presenga de linfocitos atipicos), entre outras. A diminuigao do numero absoluto de
linfocitos (linfopenia) pode estar associada a insuficiéncia grave da medula ossea, tratamento
com corticosteroides, a origem idiopatica, em doengas auto-imunes (Lupus Eritematoso

Sistémico e Miastenia Graves) e SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) ©.

3.3. Preparacao do Esfregaco Sanguineo

O esfregago sanguineo é uma ferramenta importante para determinar e confirmar
diagnosticos. Este permite avaliar o tamanho e morfologia dos eritrécitos, dos leucécitos,
das plaquetas e detetar artefactos e parasitas presentes no sangue.

Os esfregacos de sangue periférico foram preparados a partir de sangue com

anticoagulante, neste caso com EDTA.
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As laminas sao preparadas se no hemograma estiver pelo menos um dos seguintes

critérios presente:

e Inversao de féormula igual ou superior a 10%;

e Ou houver inversao de férmula, se os leucécitos forem superiores a 8.0 x 10°L;

e Monocitos superiores a 15%;

e Leucocitoses elevadas;

e Basofilos superiores a 2%;

e RDW superior a |15;

o RDW superior a 14 se as constantes eritrocitarias se encontrarem alteradas;

e Plaquetas inferiores a 150x10%/pl;

e Plaquetas superiores a 300x10°/pl.

E outras situagoes nomeadamente, alarmes do aparelho Cell Dyn Ruby.

3.3.1. Metodologia Usada

3.3.1.1. Coloracdo May-Grunwald-Giemsa

Para a observagao ao microscopio otico do esfregaco e para detetar possiveis
alteragoes morfologicas é realizada uma coloragao de May-Grunwald-Giemsa.

Esta coloragao é do tipo Romanowsky, consiste huma combinagao das coloragoes de
Grunwald e Giemsa, sendo a mistura de dois corantes que contém eosina e derivados de
azul-de-metilo.

Esta permite que moléculas como os acidos nucleicos e proteinas que tém afinidade
para o corante basico, o azul-de metilo, apresentem uma coloragao azulada. No caso das
moléculas de hemoglobina, estas tém afinidade para corantes acidos, a eosina, apresentando
coloragoes mais avermelhadas. Com esta coloragao os leucocitos apresentam uma cor azul
palida, sendo o citoplasma muito claro ou incolor. No caso dos eritrécitos, devido a

presenca da hemoglobina, vio apresentam uma coloragao mais avermelhada ['*],

3.3.1.2. Observaciao ao microscopio otico

A observacao de esfregacos sanguineos é realizada num microscépio otico. Esta
observagao deve comegar pela objetiva mais baixa e aumentar progressivamente até chegar

a ampliagao maior.
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Na objetiva de 10x e 20x é possivel determinar:

e A qualidade da preparagao;

e Aglutinagao de eritrocitos, aglutinagao de plaquetas e presenca de eritrocitos
em pilha de moedas;

e Coloragao dos leucocitos;

e Densidade celular;

e A drea mais favoravel para a observagao do esfregaco. Esta area deve ser
aquela onde os eritrocitos se encontram uniformemente distribuidos e nao
distorcidos.

Na objetiva de 40x e 60x é possivel avaliar a variagao do tamanho celular, forma e

coloragao.
Para a observagao com a objetiva de 100x é usado imersao de oleo. Esta permite

uma observagao mais detalhada da morfologia das células sanguineas Pl.

3.4. Anomalias Eritrocitarias

3.4.1. Variacido da Morfologia

A anisocitose e poiquilocitose sao as caracteristicas nao especificas mais presentes
na maioria das desordens sanguineas. Estes dois termos implicam uma maior variabilidade em

forma e tamanho do que normalmente esta presente ™,

3.7.1.1. Alteracées no tamanho

A anisocitose consiste huma variacao de tamanho.

e Macrocitose: Eritrocitos com tamanho superior ao
normal (Figura 10). Encontrado normalmente em
anemia megaloblastica, em sindromes

mielodisplasicos, em doentes com consumo de

alcool e em doentes com hepatite croénica .
Figura 10: Macrocitose.
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Microcitose: Apresentam um volume inferior ao

normal (Figura I1). Associado a defeitos na formagao

da hemoglobina. Carateristico de anemia por

deficiéncia de ferro, varios tipos de talassemia e casos

severos de anemia cronica. Casos mais raros estiao

associados a anemia sideroblastica adquirida

congénita .

3.4.1.2. Alteracdes na forma

Pode ocorrer a presencga:

20

A poiquilocitose consiste numa variagao da forma
dos eritrocitos (Figura 12) e esta presente em varios
tipos de eritropoiese anormal, como na anemia
megaloblastica, deficiéncia de ferro, talassemia,
mielofibrose e sindrome mielodisplasica. Esta
encontra-se também na anemia hemolitica congénita

causada por deficiéncias na membrana do eritrocito
(8l

Esferocitos: Células mais esféricas do que o
normal (Figura 13). Esta alteracio pode estar
associada a defeitos genéticos da membrana dos
eritrocitos, como a esferocitose hereditaria, na
anemia hemolitica autoimune e devido 4 acao de

toxinas de bactérias .

Esquizécitos: Também denominados de eritrocitos
fragmentados (Figura 14), siao encontrados em varias
patologias sanguineas. Os esquizocitos apresentam
um tamanho inferior ao normal e variagao da forma.
Estao associados a doengas genéticas, consequéncia
de stress mecanico, queimaduras graves e em

deficiéncias adquiridas na eritropoiese .

e

&

Figura | I: Microcitose.

S

~

Figura 12: Poquilocitose.

Figura 13: Esferocito.

Figura 14: Esquizocito.
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e Acantocito: Anormalidade dos eritrécitos em
que ha um pequeno numero de espiculas de
comprimento inconstante, com forma e espessura ¥
irregulares (Figura |5). Associado a metabolismo

de fosfolipidos anormal ou com alteragoes das

proteinas membranares dos eritrocitos. Pode ocorrer . )
Figura 15: Acantocito.

também em caso de doenga hepitica grave ..

e Equindcito: Eritrocitos desenvolvem numerosas
projecoes regulares e curtas na sua superficie
(Figural6). Podem aparecer na presenca de
substancias gordas na lamina na qual o esfregago

foi realizado. Pode também ser um artefacto

devido a atraso na realizagio do esfregago . . o
Figura 16: Equinocito.

e Células-alvo: Eritrocito que apresenta uma area
redonda corada central e uma zona periférica de
citoplasma com pouca coloragao (Figura 17). Esta
alteragao resulta destas células apresentarem uma
superficie  desproporcionalmente longa em g
comparagao com o volume. Associada a doenga W v,
hepatica croénica, em anemia por deficiéncia de Figura 17: Células-alvo.
ferro e talassemia. Também presentes em

hemoglobinopatias .

e Drepanocitos: quase sempre presentes em
esfregacos com presenga de hemoglobina S. As
células em foice podem variar desde forma de
barco a forma de foice (Figura 18). Pode estar
associado em alguns casos a sangue sujeito a anoxia.

. . o . Fi 18: D Scito.
Permite o diagnéstico da drepanocitose . igura 18: Drepanocito
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e Dacriocitos: eritrocitos em formato de
lagrima  (Figura 19). Estas células sao
caracteristicas de situagdes de mielofibrose,

mas também podem ocorrer em sindromes

mieloproliferativos .. . )
P Figura 19: Dracriocito.

e Leptocitos: Eritrécitos extremamente finos .

(Figura 20). Associadas a deficiéncia de ferro _ ™ 3
severa, assim como no caso de talassemia e t. "
doenca hepatica . : o

Figura 20: Leptocito.

e Estomatocitos: eritrocitos com uma area central e
biconcava (Figura 21). Observado em doengas
hepaticas, alcoolismo e mais raramente em

sindromes mielodisplasicos ..

Figura 21: Estomatocito.

3.4.2. Variacdao da Concentracdo de Hemoglobina

Os eritrocitos podem apresentar uma menor concentragao de hemoglobina,
apresentando uma colora¢ao mais palida, denominada hipocromia. Nestes casos o CHGM
apresenta-se diminuido. O decréscimo da concentracao de hemoglobina pode resultar de
uma sintese de hemoglobina alterada ou devido a um tamanho anormal dos eritrocitos. A
alteragao na sintese de hemoglobina pode dever-se a falha na sintese do grupo heme, que
tem como principal causa a deficiéncia em ferro, ou mais raro, por falha na sintese das
globulinas, sendo neste caso a causa mais comum a talassemia. Se a causa for devido a um
tamanho anormal de eritrocitos pode estar associado a defeito na sintese de hemoglobina

ou devido a doenca hepatica .
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A anemia também pode ser causada por deficiéncia em vitamina B12 ou acido fdlico,
originando uma anemia megaloblastica. Neste caso, os eritrocitos apresentam-se maiores,

apresentando uma coloragao mais intensa, levando a um aumento do HCM.

3.4.3. Inclusées Eritrocitarias

Em alguns casos pode estar presente pontuado
baséfilo. Este consiste na presenca de numerosos granulos
basofilicos distribuidos por toda a célula (Figura 22). A sua
presenca esta associada a uma eritropoiese alterada. Esta
presente em situagoes de talassemia, anemia megaloblastica,
infecoes, doengas de figado, envenenamento por chumbo ou
outros metais pesados e hemoglobina instavel . Figura 22: Pontuado bascfilo.

Existem outros tipos de inclusoes eritrocitarias como os corpos de Howell-Jolly e
corpos de Pappenheimer, mas estes nao foram possiveis de serem observados durante este

estagio. Todos os outros tipos de alteragoes apresentadas foram possiveis de ser observadas

durante o estagio.

3.4.4. Eritrocitos nucleados

Os eritrocitos nucleados sao percursores de
eritrocitos maturos (Figura 23). Em situagdes normais,
estas células estio presentes apenas no sangue do feto g
ou em criancas muito novas. No adulto, estas células

estao confinadas 4 medula ossea, e aparecem na

circulagao apenas em situagao de doenga, estando
associada a hematopoiese extra-medular ou anemias Figura 23: Eritrécito nucleado.
graves.

Normalmente, as células nucleadas que aparecem no sangue periférico em caso de
doenga sao normoblastos policromaticos. Um grande numero de eritrocitos nucleados é

encontrado na doenga hemolitica do recém-nascido e na talassemia major ..
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3.5. Determinacdo da Velocidade de Sedimentacio

3.5.1. Fundamento do Método e Utilidade Clinica

A velocidade de sedimentagao é um marcador indireto de inflamagao que reflete a
presenca no plasma de proteinas de fase aguda, que leva que os eritrocitos precipitem mais
rapidamente.

Este teste continua a ser amplamente usado ainda que a sua utilidade tenha
diminuido. Apesar de este parametro ser relativamente facil e barato de determinar,
concluiu-se que responde lentamente a estimulos e, consequentemente, a alteragoes na
atividade da doenga. Adicionalmente foi referido que este parametro pode ser influenciado
por varios fatores como a idade, anemia, gravidez, presenca de infegoes, tumores, alteragoes
na forma e tamanho dos eritrdcitos, a concentragao das proteinas plasmaticas e o valor do

hematocrito '

3.6. Determinacio das Provas de Coagulacio

3.6.1. Introducio a Coagulacio Sanguinea

Hemostase é um processo que mantem a integridade dos vasos sanguineos apos um
dano vascular. Danos no vaso ou uma rapida saida de sangue iniciam eventos na parede do
vaso para parar a hemorragia. Adicionalmente as plaquetas em circulagao sao recrutadas
para o local do dano, onde comegam a formar o trombo.

A coagulagiao do sangue ¢ iniciada pelo fator endotelial expresso pelo endotélio que
leva a formagao de trombina e fibrina. Sob condi¢oes normais, os mecanismos regulatorios
restringem a formagao do trombo tanto em tempo como em espago. Deste modo, o
sistema hemostatico consiste num equilibrio entre mecanismos pro-coagulantes e

anticoagulantes ['2.
Vias de cascata de coagulacao

A via de coagulagao pode ser ativada por duas vias, a via intrinseca e extrinseca. A via
intrinseca pode iniciar-se quando o revestimento endotelial de um vaso sanguineo é

danificado ou quando o sangue entra em contato com certos tipos de superficies estranhas.
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A ativagao desta via comega com substancias que normalmente estao presentes no sangue e
como tal é chamada de via intrinseca.

No caso da via extrinseca o iniciador é a tromboplastina, que nao é uma molécula
normalmente presente no sangue, mas que pode ser libertada pelas células endoteliais ou
dos tecidos, quando ocorre dano nas células dos tecidos. As duas vias tém em comum a
parte final de formagao de fibrina.

A deposicao e remogao de fibrina sao reguladas pelo sistema fibrinolitico. Apesar de
este sistema ser complexo e com multiplos componentes, com muitos ativadores e
inibidores, tudo se centra em torno do fibrinogénio e da fibrina resultante da clivagem do

fibrinogénio pela trombina ',

3.6.1.1. Via extrinseca

A tromboplastina tecidular forma um complexo com o fator VI, tornando-o ativo.
Este complexo converte o fator X para a sua forma ativa. O fator X ativado em conjunto
com a tromboplastina tecidular, com o fator V ativado e na presen¢a de cilcio leva a
conversao da protrombina em trombina. A trombina por sua vez vai levar a conversao do
fibrinogénio em fibrina. Posteriormente ocorre uma polimerizagao da fibrina, estabilizada

pelo fator XlII permitindo a formagio do coagulo (Figura 24) [,

3.6.1.2. Via intrinseca

Esta via estd normalmente associada a dano do endotélio com exposicao do
colagénio. As plaquetas aderem ao colagénio exposto e libertam o fator plaquetar 3 (PF-3),
que leva a ativagao do fator Xll. O fator XIl ativado leva a ativagiao do fator Xl que por sua
vez ativa o fator IX. Posteriormente ha ativagao do fator X na presenca do fator VI, de PF-
3 e de calcio. Os restantes passos sao iguais aos da via extrinseca, a partir da ativagao do

fator X (Figura 24) ",
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Modelo da coagulagdo baseado em superficies celulares

Vv

Vila

FT 4 l
Xa. I

; Imcmc;éo Célula expressando
(nas celulas que o fator tecidual
expressamo FT)

. Vl|a

13 (Trombina)

@
J@@

Amplificagdo

(na superficie das Viila Vil + Fvw Xla
plaquetas ativadas) l
1Xa 1X
‘ Il
Va ‘
Propagacgao (Complexo

(na superficie das protrombinase) . >
plaquetas ativadas) Xa 13 (Trombina)

XasVilla | — 5

(Complexo

tenase) X

Fibrinogénio —— Fibrina

Figura 24: Cascata de coagulagao.

3.6.2. Parametros Analisados

3.6.2.1. Tempo de protrombina (PT)

Este parametro informa sobre a eficiéncia da via extrinseca. Este teste consiste na
medicao do tempo de coagulagiao de plasma apds a adicao de cilcio na presenca de uma
concentragao 6tima de tromboplastina. O tempo de protrombina é expresso em segundos
(s). E também determinada a Taxa de Protrombina, em percentagem (%), que permite avaliar
a atividade da protrombina em relagao a um plasma normal.

O valor de PT determinado serve de base para a determinagao da taxa de
normalizagao internacional, o INR. O INR baseia-se na razao entre o PT do doente e um PT

de controlo, elevado ao indice de sensibilidade internacional (ISI). O ISl é determinado
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através de comparagao de cada reagente com uma tromboplastina padrao primaria fornecida

pela Organizagao Mundial de Saude (OMS). Este pode ser dado pela formula:

ISI

INR - PT Patient
PT Reference Plasma

Neste caso, a origem da tromboplastina nao tém influéncia na determinagao dos valores,
permitindo que o valor de INR obtido seja 0 mesmo em qualquer laboratério do mundo.

O INR é muito usado para a monotorizagao de pacientes que usam terapias
anticoagulantes. Para doentes que se encontrem em terapia anticoagulante, o valor de INR

6timo sera préximo de 2-3 !4,

Algumas causas de PT alongados:

e Administragao de anticoagulantes orais, como antagonistas da vitamina K;
e Doengas de figado;

e Deficiéncias na vitamina K;

e Coagulagao intravascular disseminada (DIC);

o Deficiéncias congénitas num dos fatores VII, X, V ou da protrombina;

e Doenca hemorragica do recém-nascido.

3.6.2.2. Tempo de tromboplastina ativado (PTTa)

Este teste mede o tempo de coagulagao do plasma apés adigao de fatores de contato,
de fosfolipidos e CaCl,, mas sem adicao de tromboplastina. O tempo de tromboplastina
ativado é expresso em segundos (s). Este parametro permite avaliar a eficiéncia da via

intrinseca.
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Algumas causas de PTTa alongado:

e Coagulagao intravascular disseminada;
e Doenca hepatica;
¢ Administragao ou contaminagao com heparina ou de alguns anticoagulantes orais;
e Anticoagulantes em circulagao;
e Deficiéncia nos fatores V, VII, IX, X, Il e I;
e Anticoncecionais orais.
Encontra-se moderadamente alongado no caso de deficiéncias da vitamina K.
Casos de hemofilia ou de outras doengas congénitas levam a um prolongamento isolado do

PTTa. Este é o método mais usado para monitorizar a terapéutica com heparina !,

3.6.2.3. Fibrinogénio

O fibrinogénio € uma glicoproteina presente no plasma sintetizada no figado e nos
megacariocitos, que se transforma em fibrina sob a influéncia da trombina, para a formagao
do coagulo

Para a determinagao do fibrinogénio, o plasma encontra-se diluido e necessita-se de
uma solugao rica em trombina de modo a que o tempo de coagulagao seja independente da
sua concentragao. O tempo de coagulagao sera inversamente proporcional a concentragao
de fibrinogénio presente na amostra. A sua concentragao € expressa em mg/dl.

Esta proteina apresenta um tempo de semi-vida de 3 a 5 dias e € uma proteina de
fase aguda, podendo encontrar-se aumentada na inflamagao. Um aumento dos niveis de
fibrinogénio pode aumentar a agregacao dos eritrocitos e a viscosidade do sangue.

O fibrinogénio pode encontrar-se aumentado durante a inflamagao, em caso de
necrose tecidular ou em doentes com tromboses e diminuido em caso de alteracao do

metabolismo hepético, de fibrindlise e no DIC ',

3.7. Imunohematologia

3.7.1. Fundamento do método e Utilidade Clinica — Sistema ABO

Os antigénios ABO estao integrados na superficie dos eritrocitos. Estes sao
expressos a nivel da membrana do eritrocito, desempenhando um papel muito importante

como antigénios de histocompatibilidade. Estes antigénios estao presentes tanto em células
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epiteliais, endoteliais e plaquetas, como de forma soluvel no plasma e noutros fluidos
organicos. Os grupos sanguineos de acordo com este sistema podem ser divididos em 4
grupos: A, B, AB e O.

Os anticorpos do sistema ABO, anti-A e anti-B ocorrem no plasma de individuos
cujos eritrocitos nao possuem o antigénio correspondente e que nunca tiveram contato com
ele por meio de transfusdes ou gestaciao prévia. Estes anticorpos geralmente sao
imunoglobulinas M, e a reagdo com os antigénios correspondentes é 6tima a temperaturas

baixas, sendo por isso denominados anticorpos frios, apesar de também serem reativos a

370 [IO].

3.7.2. Sistema Rh

Formalmente este sistema é conhecido como Sistema de Rhesus, é muito complexo
e, por essa razao, classifica-se os individuos como Rh positivo e Rh negativo, dependendo da
presenca ou auséncia de Antigénio D.

Os anticorpos do sistema Rh, anti-D sao do tipo IgG e reagem otimamente a 37°,
sendo por isso denominados de anticorpos quentes. Estes anticorpos raramente ocorrem de
forma natural, a maioria ocorre devido a presenga de transfusdes ou devido a gravidez

anterior com imunizacio feto-materna !'%.

3.7.3. Metodologia Usada — Método em Lamina

O método usado é a aglutinagiao direta com um reagente que indica a presenc¢a do
antigénio correspondente. Para a realizagao deste teste usam-se soros comercializados que
contém anticorpos conhecidos dirigidos contra os respetivos antigénios, que existem a
superficie dos eritrocitos. No caso do sistema ABO, coloca-se uma gota de sangue em cada
lamina, as quais se junta uma gota de soro anti-A e uma gota de Anti-B. Seguidamente,
observa-se a presenga ou auséncia de aglutinagdo. O resultado é positivo se ocorrer

aglutinagao, sugerindo a presenga do antigénio, e negativo na auséncia de aglutinagao.
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Na tabela seguinte sao apresentados os anticorpos presentes nos diferentes grupos

sanguineos.

Tabela 2. Anticorpos presentes nos diferentes grupos sanguineos.

Grupo Sanguineo

B - +
AB + +
(@] - -

Para a determinacao do Rh a técnica usada é igual ao Sistema ABO, ou seja, a
aglutinagio. O procedimento é o mesmo e é realizado ao mesmo tempo do ABO %,

Neste caso, a aglutinagao corresponde a Rh positivo (possui o antigénio D) e a sua
auséncia a Rh negativo (auséncia de antigénio D). No laboratério do Centro de Saude Militar

de Coimbra, a auséncia de aglutinagao é confirmada ao microscépio otico.
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4. Bioquimica

No setor de Bioquimica a principal atividade é o doseamento de moléculas
biologicamente importantes presentes nos fluidos corporais como eletrolitos, proteinas e
lipidos necessarios para a monitorizagao e diagnostico de diversas patologias.

Neste setor a maioria das analises sao realizadas no aparelho Architect Ci8200. Todos
os dias eram executadas as calibragoes e controlos dos parametros determinados, com
niveis diferentes de controlo, de acordo com o parametro analisado.

No caso da hemoglobina glicada, o controlo era realizado apenas uma vez por

semana com o uso de dois niveis diferentes, um alto e um baixo.

4.1. Equipamento e seu Funcionamento

No Laboratério de Analises Clinicas do
Centro de Saude Militar de Coimbra todas as
analises bioquimicas, a exce¢ao da hemoglobina
glicada (HbAlc), eram realizadas recorrendo
ao aparelho automatico Architect Ci8200 que

esta dividido em dois médulos, o da bioquimica

e o da imunologia (Figura 25).

No médulo da bioquimica sao realizados Figura 25: Architect Ci8200 da Abbott

diversos ensaios importantes para o diagnostico e Diagnostics.
monotorizagao clinica. O Architect Ci8200
apresenta varias metodologias como a espectrofotometria, turbidimetria, potenciometria e

nefelometria.
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Neste laboratoério o doseamento da
hemoglobina glicada era realizado no
aparelho ADAMS AIC - HA-8160 (Figura
26). A ténica aplicada é a Cromatografia
Liquida de Alta Pressao (HPLC). Este tipo
de cromatografia usa uma coluna composta

por resina de troca ionica de carater

cationico de fase reversa.
Figura 26: ADAMS AIC — HA-8160 da Arkray.

4.2. Parametros Analisados e Utilidade Clinica

4.2.1. Eletrodlitos

Os eletrdlitos sao moléculas com baixa massa molecular carregadas positivamente
(catioes) ou negativamente (anides), presentes no plasma. Estas moléculas sao encontradas
em todos os fluidos, intracelular ou extracelulares.

Sao responsaveis pela manutengao da pressao osmotica e sao importantes em muitos
processos metabodlicos, na manutengao do pH, em reagoes de oxidagao-redugao e como co-

fator de varias enzimas ['®!.

lonograma

Consiste na determinagao de sodio, potassio e cloretos, para avaliagao do equilibrio
eletroquimico. O ionograma deve ser realizado tendo em conta o contexto clinico,
nomeadamente a patologia de base do doente ou a terapéutica instituida. Situagoes de
doentes graves com perda de consciéncia, doentes renais ou hepaticos, doentes que
apresentem terapéutica com determinados farmacos (diuréticos), que apresentem vomitos,
diarreia, tonturas, fadiga muscular ou alteragdes comportamentais devem ser sujeitos a este
teste, pois sio possiveis de apresentar valores alterados de potassio, cloreto ou sédio ['*'"),

A quantificacao dos ides Na+, o K+ e o Cl-, pelo Architect ci8200 é realizada por

potenciometria, através de elétrodos seletivos a cada um dos ides.
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4.2.1.1. Sédio

O sadio é o principal catido encontrado no fluido extracelular e como tal a regulagao
do sédio é um fator critico na manutengdo da quantidade de agua total. O sédio é
livremente filtrado pelo glomérulo, sendo que 70-80% é ativamente reabsorvido no tubulo
proximal com o cloreto e agua. Dos restantes 20-25%, uma parte é depois reabsorvida pela
Ansa de Henle.

Disturbios na homeostase do sédio podem ocorrer devido a um excesso de perda
ou por aumento da retencdo de Na’ ou agua. A diminui¢io do sédio no plasma
(Hiponatremia) pode ocorrer em situagao de hipoosmolaridade, hiperosmolaridade e
isoosmolaridade e como tal a osmolalidade necessita de ser avaliada para determinar o tipo
de hiponatremia presente. Destes o mais comum é a hipoosmolaridade. A hiponatremia
pode estar associada a vomitos, a diarreia prolongada, a diminuigao da reabsorgao renal e a
retencao excessiva de liquidos.

A concentragao de sodio aumentada no plasma (Hipernatremia) esta sempre
associada a uma hiperosmolaridade, sendo a principal causa a desidratagao, que pode ser
causada por ingestao insuficiente de agua, por aumento da excregao renal de agua (como
ocorre na diabetes insipida) ou por aumento da perda pelo trato gastrointestinal. Também
pode estar relacionada com aldosteronismo secundario, Doenca de Cushing, doenca

cardiaca congestiva, sindrome nefrético, entre outras causas ['*'®.

4.2.1.2. Cloreto

O ido cloreto é o aniao mais abundante no espago extracelular. Juntamente com o
sodio representa a maioria dos constituintes osmoticamente ativos no plasma. Apresenta
fungoes na manutengao da distribuicao da agua, na pressaio osmotica e no balango aniao-
catiio no meio extracelular. Este é filtrado pelo glomérulo e reabsorvido passivamente
juntamente com o sodio no tubulo proximal.

A diminuicdo da concentragao plasmatica de cloreto esta associada a acidose
metabdlica, secregiao gastrica persistente e vémito prolongado. O aumento da concentragao
pode estar relacionado com situagoes de desidratagao, falha renal aguda e acidose

metabdlica associada a diarreia prolongada ou perda de bicarbonato de sédio ['*'®l.
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4.2.1.3. Potassio

O potassio é o principal catido presente no meio intracelular. A manutencao da
concentragao normal de potassio é essencial para a sobrevivéncia celular. Cerca de 98% do
potassio total do corpo encontra-se no meio intracelular, estando apenas 2% no meio
extracelular.

A fungao renal é o principal mecanismo pelo qual o potassio é regulado, sendo
totalmente filtrado pelo glomérulo e praticamente todo reabsorvido pelo tubulo proximal. A
alteragao na homeostase do potassio tem consequéncias graves.

A redugao da concentragao de potassio (hipocaliemia) levam a fraqueza muscular,
irritabilidade, paralisia, problemas neuromusculares graves e taquicardia. A hipocaliemia pode
ser devida a redistribuicao do potassio extracelular ou por défice de potassio devido ao
aumento da perda ou diminuicdo da ingestao. No caso de aumento do potassio
(hipercaliemia) associa-se a confusao mental, fraqueza, dorméncia e fraqueza dos musculos
respiratérios. A hipercaliemia pode estar associada a queimaduras graves, cetoacidose

diabética e retencio de potéssio a nivel renal !'*'®,

4.2.1.4. Osmolalidade

A osmolalidade é uma medida da forca osmoética ou do numero de ides
osmoticamente ativos ou particulas presentes por unidade de solugao. Esta consiste na
concentragao das moléculas expressas em mmol por quilo de solvente.

E um teste nio especifico, que permite avaliar o grau de hidratacio do doente. Pode

ser calculada pela seguinte férmula !

Osmolalidade (mOsm/kg) = (1.86 [Na"] mmol/L) + (0.36 [Azoto Ureico] mmol/L) +
(0.056 [Glucose] mmol/L) + 9

Um aumento da osmolalidade pode estar associado a desidratagao, a uma quantidade
anormal de um constituinte normalmente presente no soro ou a presen¢ca de um
constituinte anormal. Uma diminuicao da osmolalidade esta frequentemente associada a
hiponatremia (sédio plasmatico diminuido), devido ao facto do sédio ser o principal

responsavel pela osmolalidade do plasma !'®.
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4.2.1.5. Calcio

E o quinto elemento mais comum do corpo e o catido mais prevalente. O esqueleto
contém cerca de 99% do cilcio do corpo, predominantemente como cristais de
hidroxipatite. Este existe no plasma de 3 formas: livre, ligado a proteinas plasmaticas (como a
albumina) e complexada com pequenos anides. O calcio livre é o que esta biologicamente
ativo, sendo a sua concentracao altamente regulada por hormonas (como hormona
paratiroideia (PTH)) e 1,25-dihidroxivitamina D).

O célcio intracelular apresenta um papel essencial na contragao muscular, na
secre¢ao hormonal, no metabolismo do glicogénio e na divisao celular. O calcio extracelular
€ necessario para a mineralizagao ossea e para a coagulagao sanguinea.

O equilibrio do calcio plasmatico é maioritariamente mantido em controlo pela
absorcao e libertagao do calcio presente nos ossos e pela absorgao gastrointestinal, e menos
significativamente a nivel renal.

Hipoalbuminémia é a causa mais comum para a diminuigao do calcio, esta associada
a patologias que diminuem a concentragao plasmatica de albumina (doenga hepatica,
sindrome nefrética e malnutrigao). Também ocorre na pancreatite aguda e na hipotensao. O
aumento do calcio plasmatico resulta de um fluxo de calcio para o fluido extracelular do
esqueleto, intestino e rins superior ao seu efluxo. Pode ser causado por absorgao intestinal
aumentada, aumento da retencao renal, aumento da reabsorcao do osso e
hiperparatiroidismo primario.

Para a determinagao do calcio é usado o método arsenazo lll, onde a ligagao do
calcio ao «corante, leva a uma alteragao de cor, possivel de ser medida

espectrofotometricamente %,

4.2.1.6. Magnésio

O Mg* é um catido bivalente muito abundante nas células vivas. Dentro das células a
maioria do magnésio encontra-se ligado a proteinas e a moléculas carregadas negativamente,
especialmente o ATP. O magnésio extracelular perfaz cerca de 1% do conteldo total de
magnésio. Este desempenha varios papéis essenciais, como estabilizagio de complexos
macromoleculares, de membranas, de acidos nucleicos e nucledtidos e atua como um co-

fator numa grande variedade de reagdes enzimaticas. Mais ainda, desempenha um papel
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importante na fungao fisiologica do cérebro, coragao e musculos esquelético e apresenta
propriedades anti-inflamatorias.

A deficiéncia de magnésio é maioritariamente devida a perdas a nivel intestinal, pela
diarreia. Também pode ocorrer devido a ma absorgao, vomitos e perdas renais. O aumento
de magnésio pode resultar de um incremento da ingestao e devido 4 toma de antiacidos.

O doseamento do magnésio é feito através de formagao de complexos corados entre

o magnésio e o arsenazo, posteriormente medido espectrofotometricamente °2',

4.2.1.7. Fésforo

O fosforo é um componente fundamental dos organismos vivos. A maioria do
fosforo nas células é organico e incorporado nos acidos nucleicos, fosfolipidos,
fosfoproteinas (como a ATP e AMP) e NADP. E importante na atividade de varias enzimas e
tem uma fungao essencial para o metabolismo. A manutenciao do equilibrio do fésforo é
mantida maioritariamente pela excregao renal.

Valores diminuidos de fosforo (hipofosfatemia) estao associados a perda
gastrointestinal  (vomitos, diarreia, antiacidos), a diminuicdio do limiar renal
(hiperparatiroidismo), a diminuicao da absorc¢ao, entre outras causas. Um aumento do
fosforo pode estar associado a insuficiéncia renal (devido a uma diminuicao da taxa de

filtragao glomerular) ou a um aumento do fésforo na dieta.

Para a determinagao do fésforo o corante mais frequentemente utilizado é o verde
malaquita, um corante basico. Da reagao do fosfato com este corante resulta o composto

fosfomolibdato, determinado por espectrometria ?°.

4.2.2. Glicémia e Diagndstico da Diabetes

4.2.2.1. Glicémia

A glicose € um agucar simples com seis atomos de carbono que atua como principal
fonte de energia de muitos tecidos e € um importante percursor de muitos constituintes. A
concentragao da glucose no sangue € normalmente regulada em limites reduzidos por
hormonas, como a insulina e o glucagon. A diabetes mellitus é a complicagao mais associada

ao metabolismo da glicose #2.
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O controlo dos niveis de glicémia é essencial na diabetes, pois o desenvolvimento e
progressao de complicagdes macrovasculares e microvasculares estao associados a altos
niveis de glicémia. Valores de glicémia em jejum superiores a 126mg/dl permitem o
diagnéstico da diabetes mellitus ™.

A determinagao da glicose baseia-se num ensaio enzimatico que utiliza a hexoquinase
e a glicose-6-fosfato desidrogenase, com formag¢ao de NADH, sendo este possivel de ser

medido espectrofotometricamente 2,

4.2.2.2. Hemoglobina Glicada

A hemoglobina glicada (HbAlc) resulta de uma modificagao pos-tradugao das
moléculas de hemoglobina por glicagao, uma reagao nao-enzimatica da extremidade-N da
cadeia beta de hemoglobina com um residuo de glicose. Esta alteragao quimica é irreversivel
logo que se forme a ligagao cetoamina, que leva a um bloqueio dos centros de fixagao do
2,3-difosfoglicerato a hemoglobina ™4,

O nivel de hemoglobina glicada no sangue depende do tempo de vida do eritrocito
(média de 120 dias), da concentragao de glicose no sangue e pode ser influenciada por
hemoglobinopatias e por fatores étnicos.

A hemoglobina glicada é um parametro Gtil na monitorizagao a longo prazo de
doentes diabéticos, por nao sofrer alteragao com variagoes episddicas dos niveis de glicose
no sangue e ser proporcional aos niveis médios de glicose no sangue das ultimas 4 semanas.
HbAIc é determinada, por rotina, em todas as pessoas diagnosticadas com diabetes mellitus,
para avaliar o grau de controlo glicémico. Mais ainda, é usada na prevencao de risco de
desenvolver complicagbes croénicas relacionadas com a diabetes e complicagdes na gravidez
e parto de mulheres com diabetes prévia a gravidez **.,

No laboratério do Centro de Saude Militar de Coimbra a determinacio da
hemoglobina glicada é realizada pelo aparelho ADAMS AIC — HA-8160, como referido

anteriormente.
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4.2.2.3. Teste de Toleriancia a Glicose Oral (PTGO)

Este teste avalia a clearence de glicose da circulagao apdés uma toma de glicose sob
condigoes definidas e controladas. Esta prova consiste em determinar a glicémia em jejum e
2 horas apos a ingestao de uma solugao de 200mL com 75g de glicose.

A PTGO é mais sensivel para o diagnostico de diabetes e deve ser realizado quando a
glicémia em jejum apresenta valores elevados mas nao o suficiente para estabelecer um
diagnéstico, nomeadamente para valores superiores a | 10 mg/dl e inferiores a 126 mg/dl ..

No caso de gravidez, para despiste da diabetes gestacional é feita uma PTGO com
75g de glicose, as 24 e 28 semanas, com colheita de sangue ao minuto 0, aos 60 minutos e

aos 120 minutos.

4.2.2.4. Diagnéstico da Diabetes

O diagnostico de diabetes é feito com base nos seguintes parametros e valores para
plasma venoso na populagao em geral:
e Glicémia de jejum 2 126 mg/dl ou;
e Sintomas classicos com glicemia ocasional 2 200 mg/dl ou;
e Glicemia 2 200 mg/dl as 2 horas, na prova de tolerancia a glicose oral (PTGO) com
75g de glicose ou;
¢ Hemoglobina glicada Alc (HbAlc)= 6,5%.

A determinagao da HbAlc pode ser considerada para o diagnostico da diabetes mas
devera privilegiar-se o valor tradicional da glicose em jejum ou os valores da PTGO .,

O diagndstico da diabetes gestacional faz-se com base nos seguintes valores para
plasma venoso:

e Glicemia em jejum, a realizar na |.* consulta de gravidez 2 92 mg/dl e <126 mg/d|;

e Se a glicemia em jejum for inferior a 92 mg/dl, realiza-se a PTGO, como indicado
anteriormente. E critério para o diagnéstico da diabetes gestacional, a confirmagio
de um ou mais valores:

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

o as 2 horas, glicemia 2 153 mg/dl (ou = 8,5 mmol/l).
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4.2.3. Avaliaciao do Metabolismo Lipidico

O:s lipidos sao moléculas lipossoluveis que sao essenciais para a estrutura membranar
e fornecedores de energia. Estes encontram-se associados a processos biolégicos como
sinalizagao e interagoes célula-célula. Os lipidos podem estar relacionados com doengas
como a diabetes, obesidade, aterosclerose, Alzheimer, cancro e doengas infeciosas.

Deve ser determinado o perfil lipidico para avaliar o risco cardiovascular (CV) em
doentes com doencga cardiovascular aterosclerdtica clinicamente evidente, com diabetes
mellitus, historia de dislipidemia familiar, doen¢a inflamatoria crénica (artrite reumatoide,
lGpus eritematoso sistémico, psoriase) e em caso de doenga renal cronica.

O diagndstico das dislipidémias realiza-se pela avaliacao laboratorial, em jejum, do

colesterol total, triglicéridos, colesterol das HDL e colesterol LDL .

4.2.3.1. Colesterol Total

O colesterol € um componente membranar muito importante em todas as células
animais. A sua sintese realiza-se maioritariamente no figado e intestino. Este pode esterificar
formando esteres de colesterol pela agao de enzimas, ser usado por células endocrinas para
a formagao de hormonas esteroides e pelo figado para a formagao de acidos biliares.

O colesterol total no soro compreende todo o colesterol presente nas varias
lipoproteinas. E o principal componente da LDL e um componente minoritario de VLDL.

Um aumento de colesterol no soro (hipercolesterolémia) pode estar associado a
fatores ambientais como a alimentagao (ingestao de alimentos ricos em colesterol e
gorduras saturas), e a fatores genéticos (como no caso da hipercolestorolémia familiar). A
hipercolesterolémia pode também ser causada por hipotiroidismo, gravidez, sindrome de
Cushing, agentes imunossupressores e terapéutica com corticosteroide.

A determinacao do colesterol difere da maioria dos restantes testes no sentido em
que nao ¢ utilizado para diagnosticar ou monitorizar uma doen¢a mas sim para estimar o
risco de desenvolver doenga, nomeadamente, doenga cardiovascular. Existe uma forte
correlagao entre niveis séricos de colesterol consideravelmente elevados e um aumento do
risco de doengas cardiovasculares como a aterosclerose, enfarte agudo do miocardio e
acidentes vasculares cerebrais.

O colesterol é determinado por métodos enzimaticos. Neste método sao usadas a

enzima colesterol esterase e colesterol oxidase, levando a formacgio de peréxido de
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hidrogénio. O peroxido de hidrogénio sob a agao de uma peroxidase, leva a formagao de um

composto corado, seguidamente medido por espectrofotometria 7.,

4.2.3.2. Colesterol HDL

As lipoproteinas de alta densidade ou HDL contém cerca de 50% de proteina e 50%
de lipidos. Esta é a lipoproteina mais pequena, com maior densidade. Quantitativamente a
classe de lipidos maioritarios nas HDL sao os fosfolipidos, sendo a fosfatidilcolina o mais
importante, perfazendo 70-80% dos fosfolipidos presentes.

O HDL é uma lipoproteina com propriedades anti-aterogénicas uma vez que
promove o transporte do colesterol dos tecidos periféricos para o figado, pelo sistema de
transporte de colesterol reverso. Em contraste com o colesterol LDL, um aumento do
colesterol HDL tem mostrado um efeito protetor para doengas cardiovasculares.

A quantificacao do colesterol HDL ¢é realizada por métodos espetrofotométricos. O
método de quantificagao consiste numa reagao de aceleragao de colesterol oxidase usando

um detergente acelerador seletivo ),

4.2.3.3. Colesterol LDL

As lipoproteinas de baixa densidade ou LDL contém aproximadamente 80% de
lipidos e 20% de proteina. Cerca de 50% dos lipidos presentes na LDL sao constituidos por
colesterol. As LDL perfazem cerca de 40% a 50% das lipoproteinas presentes no plasma. Esta
molécula é o maior transportador de colesterol e é considerada uma molécula facilitadora
do desenvolvimento de aterosclerose, estando associada ao desenvolvimento de doencas
coronarias.

A determinagao do LDL pode ser feita por métodos indiretos. Estes métodos partem
do principio que o colesterol total € composto principalmente por colesterol nas VLDL,
LDL e HDL. Este é calculado pela equagao de Friedwald. Neste método o colesterol total,
os triglicerideos e o colesterol HDL sao medidos e o colesterol LDL é calculado a partir

destes parametros, pela equagao:

[Triglicerideos]

Colesterol LDL = [Colesterol Total] — [Colesterol HDL] — .
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A fracao [Triglicerideos] /5 corresponde a uma estimativa do colesterol VLDL. Esta
equagao nao deve ser usada para amostras que apresentem concentragoes de triglicerideos
acima de 400 mg/dl, que possuam quantidades significativas de quilomicrons ou em doentes
com disbetalipoproteinémias, pois nestes casos esta fragao nao da uma estimativa correta
sobre o colesterol VLDL. No laboratério de Andlises Clinicas do Centro de Saude Militar de
Coimbra quando as concentragoes de triglicerideos apresentavam valores superiores a 400

mg/dl, o colesterol LDL era quantificado por uma técnica especifica de doseamento 7.,

4.2.3.4. Triglicerideos

Os triglicerideos (TG) sao constituidos por trés acidos gordos esterificados ligados a
um glicerol. Estas moléculas sao transportadas no plasma em lipoproteinas e armazenados
no tecido adiposo.

Um aumento de triglicéridos esta associado a consumo de dlcool, dieta rica em
hidratos de carbono simples, obesidade, diabetes tipo 2, hipotiroidismo, gravidez (as
concentragoes de triglicéridos duplicam fisiologicamente durante o terceiro trimestre),
doengas auto-imunes, a farmacos e a hipertrigliceridémia familiar.

Os triglicerideos sao determinados por reagao colorimétrica direta. Estes sao
hidrolisados pela lipase, e o glicerol libertado sofre a agao do glicerol-fosfato-oxidase,
produzindo peroxido de hidrogénio. O peroxido de hidrogénio formado, sob a agao de uma
peroxidase, forma um composto corado, que seguidamente ¢é medido por

espectrofotometria 7,

4.2.4. Avaliacio da Funciao Renal

Os rins desempenham um papel muito importante na regulagao do equilibrio hidro-
eletrolitico e acido-base, bem como na neutralizagao e eliminagao de compostos toxicos
para o organismo. O rim é responsavel pela formacao de urina, pela regulacio da sua
densidade e concentragao, e também é o local de sintese de varias hormonas (como a
eritropoietina e o calcitriol).

A doenga renal é um das principais consequéncias de doengas comuns, como a
diabetes e hipertensao. O doseamento da ureia e creatinina séricas € um método fiavel para
a identificar lesdes glomerulares e/ou tubulares. A proteinuria e a albumina de baixa

concentragio sio outros parimetros que permitem detetar lesdes glomerulares graves 2%,
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4.2.4.1. Creatinina

A creatinina é um produto enddgeno resultante da quebra da creatina-fosfato
durante o metabolismo muscular, sendo normalmente filtrada livremente nos rins, embora
uma pequena quantidade seja excretada ativamente pelo tubulo renal. Esta proteina é
influenciada pela idade, sexo, exercicio, algumas drogas, massa muscular, estado nutricional e
pela ingestao de carne.

A determinagao deste parametro € util no diagndstico e monitorizagao de disturbios
renais cronicos e agudos, apesar de apresentar uma sensibilidade baixa em estados iniciais de
dano renal, pois quando o seu aumento é detetado no soro, ji ocorreu um declinio
significativo da taxa de filtragao glomerular.

Uma concentragao de creatinina plasmatica elevada é sugestiva de dano renal, mas
uma concentragao de creatinina normal nao sugere necessariamente uma boa fungao renal.

A creatinina no soro ou na urina é determinada pela reagao de Jaffe. Nesta reacao a
creatinina com o acido picrico, em meio alcalino, produz um composto corado possivel de

ser medido espectrofotometricamente 3,

Taxa de filtracao glomerular

A taxa de filtragao glomerular (GFR) é o melhor marcador para avaliar a fungao de
excrecao renal. Esta pode ser baseada na clearence plasmatica de um marcador. Este
marcador tem de apresentar caracteristicas especificas, como uma concentragao plasmatica
estavel, ser fisiologicamente inerte, ser filtrada livremente pelo glomérulo e nao ser
excretada, reabsorvida, sintetizada ou metabolizada pelo rim, permitindo que a quantidade
de substincia filtrada pelo glomérulo seja igual & quantidade excretada pela urina. O
marcador endogeno mais usado para avaliar a taxa de filtragao glomerular ¢ a creatinina.

A clearence de creatinina pode ser dada pela formula simplificada:

[Creatinina Urinaria]x Volume de Urina

Clearence de creatinina (mL/min) = Creatinina Plasmatical
a

Com creatinina urinaria e plasmatica em mg/dl e o volume dado em mL/min %,
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Taxa de Filtracio Glomerular Estimada

A relagao matemadtica entre a creatinina plasmatica e a taxa de filtragao glomerular é
melhorada pela corregao das varidveis que fazem desta relagdo nao linear. Esta formula
corrige a concentragao plasmatica de creatinina com a idade, sexo, tamanho corporal, raga e

idade P'1.
A taxa de filtragao glomerular estimada pode ser dada pela férmula abreviada:

GFR (mL/min/1.73 m?) = 186 x [creatinina plasmatica (mg/dl)] - 1.154 x [idade] — 0.203 x
(1.210 se negro) x (0.742 se mulher)

4.2.4.2. Ureia

A ureia é o produto final azotado do catabolismo das proteinas, sendo produzida no
figado a partir de varios aminoacidos. Mais de 90% da ureia é eliminada pelos rins podendo
haver algumas perdas minimas a nivel gastrointestinal e pela pele.

Os niveis séricos da ureia podem apresentar variagoes durante o dia e de acordo
com a dieta.

Uma fungao renal debilitada pode levar a um aumento da ureia no soro, e portanto a
avaliagao da ureia pode fornecer uma boa estimativa da fungao renal. A medigao da ureia
plasmatica foi usada durante muitos anos como um indicador de doenga renal, contudo
atualmente determinou-se que a creatinina permite obter melhor informagao a respeito da
funcao renal.

Varios fatores extra renais podem levar a um aumento da concentragao de ureia no
plasma, como dieta rica em proteina, aumento do catabolismo de proteinas, tratamento com
cortisol ou analogos, desidratagao e diminuigao da perfusao renal. Nestas condigoes pré-
renais a creatinina usualmente encontrar-se normal. Em condigoes de obstrugao pés-renal,
ocorre um aumento simultaneo da ureia e da creatinina. A ureia pode também encontrar-se
aumentada devido a causas renais como na nefrite cronica, necrose tubular ou na
glomerulonefrite. Niveis diminuidos podem estar associados a doenga hepatica grave e baixa
ingestao de proteinas.

A determinagao da ureia é realizada por reagoes enzimaticas, usando a urease. Neste
método a ureia sofre hidrdlise (pela urease) e oxidagao (pela glutamato desidrogenase), com

formacio de NAD®, possivel de ser quantificada espectrofotometricamente ™,

Mariana Jordao Nunes 43



Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas

4.2.4.3. Acido Urico

O 4cido urico é o principal produto do catabolismo de purinas. As purinas sao
metabolizadas inicialmente a hipoxantina e xantina pela via enzimatica xantina oxidase até
chegar a acido Urico, sendo este o produto final. A maior parte da formagao do acido urico
ocorre no figado e é eliminado através dos rins.

O aumento da concentragao de acido urico no plasma pode estar associado a um
aumento da sua formacao ou devido a uma eliminagao deficiente. Esta relacionado com
doengas do metabolismo, com excesso de consumo de purinas, aumento do turnover de
acidos nucleicos, alcool, doenca renal aguda ou croénica, devido a aumento da reabsor¢ao
renal ou a redugao da excregao renal de acido urico. A diminui¢ao de acido urico no plasma
€ menos comum, pode estar relacionada com doenc¢a hepatica severa com redugiao da
sintese de purinas e defeito na reabsorgao tubular do acido urico.

A determinacao do acido Urico no soro baseia-se em métodos enzimaticos com o
uso da enzima uricase, responsavel pela conversao do acido Urico a alantoina e peréxido de
hidrogénio. Este na presenga de uma peroxidase, forma um composto corado possivel de

ser detetado espectrofotometricamente *®.

4.2.4.4. Albumina de Baixa Concentracio

A albumina de baixa concentragao é geralmente definida como uma taxa de excregao
de albumina entre 30 a 300 mg na urina de 24h. Esta associada a danos glomerulares que se
manifestam por um aumento da excregao de albumina, em quantidades muito pequenas para
ser detetavel pelos procedimentos habituais de dete¢ao de proteinuria do laboratorio.

Este pardmetro é usado como marcador de doenca renal inicial. E também usada por
clinicos como despiste e diagndstico de nefropatia diabética e como fator de previsao de
desenvolvimento de hipertensao.

A albumina de baixa concentracio é determinada por imunoturbidimetria. Neste
ensaio, a albumina é detetada usando um anticorpo para a albumina humana que leva a sua

imunoprecipitagio, com posterior detegdo da turvagio da amostra por difusio da luz ®2.
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4.2.5. Avaliac3ao da Funciao Hepaitica

Testes da fungao e integridade do figado sao Uteis para o diagndstico, monitorizagao
da terapéutica e avaliagao da gravidade e prognostico da doencga hepatica. Sao marcadores
de agressao aos hepatocitos e permitem classificar os principais tipos de doenca hepatica. Os
resultados dos testes de avaliagdo da fungao hepatica estao alterados no caso de doengas
severas como: hepatite viral, hepatite auto-imune, hemocromatose e doen¢a do figado

alcodlico B3,

4.2.5.1. Bilirrubina Total e Direta

A bilirrubina é um pigmento da bilis e um metabolito produto do metabolismo do
grupo heme. Este metabolito é biotransformado no figado e excretado na bilis e na urina. A
bilirrubina é transportada até ao figado pela albumina, na sua forma nao-conjugada. No
figado, a esta é transportada para o interior do hepatdcito onde é conjugada para produzir a
bilirrubina diglicuronideo (bilirrubina conjugada), que pode depois ser eliminada pela bilis
para o intestino.

No intestino a bilirrubina sofre a agao de bactérias dando origem aos compostos
incolores designados urobilinogénios, que podem ser reabsorvidos pelo intestino. A maioria
dos urobilinogénios absorvidos sao novamente excretados pelo figado para o intestino, e
uma pequena fragdo pode ser excretada na urina. Posteriormente no intestino, o
urobilinogénio é convertido nos pigmentos responsaveis pela coloragao das fezes, as
estercobilinas. A auséncia de formacao de estercobilinas leva a formagao fezes incolores, um
sinal precoce de metabolismo alterado da bilirrubina.

Alteragdes no metabolismo podem levar a ictericia. Elevagoes da bilirrubina
(hiperbilirruninémia) podem ser devidas a causas pré-hepaticas, hepatica ou pés-hepatica. No
caso de causa pré-hepatica, ocorre uma produgao aumentada de bilirrubina, que se traduz
num aumento mais significativo da bilirrubina nao-conjugada (como ocorre na anemia
hemolitica). Se a causa for hepatica pode estar associada a um uptake de bilirrubina anormal
(como no Sindrome de Gilbert e na hepatite), por uma conjugacao da bilirrubina ineficiente
(como nos recém-nascidos prematuros) ou por uma secre¢ao anormal da bilirrubina na bilis
(como na lesao hepatocelular generalizada), nestes casos, ocorre um aumento tanto da

forma conjugada como da forma nao-conjugada da bilirrubina. Finalmente, pode ser poés-
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hepatica, estando associada a uma obstrugao do fluxo biliar, levando a um aumento mais
significativo da forma conjugada da bilirrubina (como em situagao de colestase).

Geralmente, quando ocorre um aumento de bilirrubina conjugada no soro, este
reflete-se na urina, devido a apresentar-se na forma soluvel. O mesmo nao ocorre no caso
da bilirrubina nao-conjugada.

O método de determinacao da bilirrubina baseia-se na reacao diazo. Esta consiste
na reagao entre a bilirrubina e um reagente diazo, resultando na formacgao de azo-pigmentos,

que sio possiveis de ser medidos espectrofotometricamente %,

4.2.5.2. Fosfatase Alcalina

A fosfatase alcalina (ALP) é uma glicoproteina membranar, responsavel pela hidrolise
de uma grande variedade de substratos naturais e sintéticos. ALP é encontrada em varios
tecidos, com concentragoes mais elevadas no figado, no epitélio dos ductos biliares, no osso,
na mucosa intestinal e placenta. O figado e os ossos sao os dois tecidos mais comumente
responsaveis pela elevagao da ALP. Esta enzima é composta por varias isoenzimas, associadas
a diferentes tecidos e apresenta uma meia-vida de |-10 dias. A ALP é um indicador global
excelente da formacao ossea.

Os niveis séricos de ALP sao usualmente utilizados na pratica clinica como um
marcador de doenca hepitica ou do osso, encontrando-se aumentados no caso de
obstrugao do trato biliar, tumor metastizado do figado e em condi¢oes mais raras no caso
de cirrose biliar primaria. O grau de elevacao da ALP reflete a gravidade da obstrugao e da
quantidade de tecido biliar envolvido.

Esta enzima encontra-se mais aumentada em criangas do que em adultos, devido ao
crescimento 4sseo ativo.

Para a determinacao da fosfatase alcalina é usado o substrato p-nitrofenil fosfato. Este
€ um composto incolor, que apés sofrer hidrolise forma um composto corado (p-nitrofenil),

possivel de ser medido espectrofotometricamente 3%,
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4.2.5.3. Alanina Aminotransferase

A alanina aminotrasferase (ALT) catalisa a transferéncia de um grupo amino para a
conversao de aminoacidos para os correspondentes O-cetoacidos. Também catalisa a reagao
reversa. Esta proteina apresenta uma meia-vida de aproximadamente 47 dias.

Esta enzima esta presente no citoplasma e nas mitocondrias dos hepatdcitos, mas nas
mitocondrias a sua concentragdo € muito baixa. Encontra-se também presente noutros
tecidos como no musculo, tecido adiposo, intestino, colon, prostata e no cérebro, no
entanto, a concentragao de ALT nestes 6rgaos é muito mais baixa do que no figado.

A ALT é libertada durante lesoes celulares do hepatodcito, surgindo relativamente
rapido no plasma. A atividade da ALT nas células hepaticas é de aproximadamente 3000
vezes mais elevada do que a atividade ALT no soro. Quando ocorre uma lesao hepatica, a
ALT é libertada dos hepatocitos levando uma elevagao significativa da atividade da enzima no
soro.

A determinagao desta enzima é amplamente usada para detetar a incidéncia,
desenvolvimento e prognostico de doenga hepatica com sintomas clinicos evidentes.

Presenga de miosite severa (inflamagao muscular) ou rabdomiolise (lise do musculo
esquelético) pode aumentar ALT para niveis normalmente associados a hepatite viral aguda.
O aumento pode estar associado a hepatite, cirrose, ictericia obstrutiva, carcinoma hepatico
e no abuso crénico de alcool. Niveis de ALT elevados semelhantes aos niveis de aspartato
aminotransferase (AST) estao presentes na hepatite causada por virus e na lesao celular
hepatica aguda induzida por drogas.

A determinagao da ALT ¢é realizada por métodos enzimaticos. Esta enzima vai ser
responsavel pela formagao de piruvato, que posteriormente sob a agao do lactato
desidrogenase, forma L-lactato e NAD", medido seguidamente por métodos

espectrofotométricos ***,

4.2.5.4. Aspartato Aminotransferase

A aspartato-aminotransferase (AST) pertence ao grupo das transaminases que
catalisam a conversio dos aminoacidos para os correspondentes a-cetoacidos por
transferéncia de grupos amina, também catalisa a acao reversa. Apresenta uma meia-vida de

17 horas.
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A AST esta presente no citoplasma e nas mitocondrias dos hepatoécitos. Ao contrario
da ALT apresenta uma concentragao mitocondrial mais significativa. O aumento desta
enzima esta associado a doencgas hepatocelulares, apresentado um aumento mais significativo
do que a ALT em casos de cirrose, na doenga alcodlica e no tumor metastatico para o
figado.

A determinagao da AST é realizada por métodos enzimaticos. Esta enzima vai ser
responsavel pela formacao de oxaloacetato, que posteriormente sob a agao da enzima
malato desidrogenase, forma L-malato e NAD®, medido seguidamente por métodos

espectrofotométricos 4.

4.2.5.5. Gamaglutamiltransferase

A Gamaglutamiltransferase (Gama GT) esta envolvida no transporte transmembranar
de aminoacidos, no metabolismo dos leucotrienos e do glutatiao. Catalisa a transferéncia de
uma por¢ao da gama-glutamil da GSH ou GSH conjugada para aceitadores como
aminoacidos, peptideos e moléculas com caracteristicas semelhantes.

A Gama GT é uma enzima normalmente presente no soro e na superficie de varios
tipos celulares, apresentando-se na membrana dos canaliculos biliares, sendo por isso um
bom indicador de doengas do figado e do trato biliar. Esta enzima esta também presente em
varios tecidos como bago, pancreas e canais biliares, mas principalmente no figado.
Recentemente tem sido demonstrada a sua importancia no desenvolvimento de doengas
cardiovasculares e os niveis séricos de Gama GT tém sido demonstrados bons indicadores
de diabetes, hipertensao, sindrome metabdlico e de doenga arterial coronaria.

Esta enzima é particularmente sensivel aos efeitos do etanol, e pode estar elevada
mesmo quando os outros indicadores se encontram normais. A Gama GT apresenta uma
meia-vida de 7 a 10 dias na circulagao, aumentando no caso de dano no figado associado ao
alcool para 28 dias.

Os niveis séricos de Gama GT podem ser afetados pela massa corporal, hipertensao,
diabetes, hiperuricemia, fatores genéticos, ingestao de alimentos, gravidez, farmacos e
tabaco.

A determinacao da Gama GT deve ser realizada como marcador isolado na avaliagao
e monitorizagao do abuso de ingestao alcodlica, na detegao e monitorizagao de lesao

hepatica desencadeada por farmacos hepatotdxicos e para o diagnodstico diferencial entre
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origem hepatica ou extra-hepatica, quando o valor da fosfatase alcalina se encontra elevado e
o diagnéstico nao é obvio.

O método para determinagao de GGT usa o composto L-gamma-glutamyl-3-carboxy-
4-nitroanilide como substrato, com formagao de um composto corado possivel de ser

medido espectrofotometricamente 4%,

4.2.5.6. Lactato Desidrogenase

A lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima de transferéncia de hidrogénio que
catalisa a oxidag¢io do lactato a piruvato com a intervengio do NAD" como aceitador de
hidrogénio.

A LDH é um tetramero composto por dois tipos de subunidades H (coragao) ou M
(musculo). A combinagao destas subunidades forma as cinco isoenzimas do lactato
desidrogenase encontradas nos tecidos. Diferentes tecidos apresentam diferentes
composicoes de isoenzimas, as proporgoes relativas das isoenzimas individuais encontradas
no soro estao relacionadas com a gravidade da lesao no 6rgao ou tecido em que as
isoenzimas estdo presentes. As isoenzimas LDH-1 e LDH-2 estao maioritariamente presente
no musculo cardiaco, eritrocitos e rins. No caso das LDH-4 e LDH-5 estao predominante
no figado e musculo-esquelético, enquanto a LDH-3 é predominante no pulmao.

Devido 4 sua grande distribuicao por todos os tecidos, a lactato desidrogenase
encontra-se elevada em varias situacdes clinicas como: enfarte do miocardio, hemolise e
disfungoes do rim, figado, pulmao e musculo. O aumento da atividade da LDH em doenca
hepatica € menor ao aumento sofrido pelas aminotransferases.

A determinacdo do LDH tem por base a reacao reversivel do lactato a piruvato
pela LDH, a pH 9. O NADH formado pela reagao pode ser medido diretamente por

espectrofotometria P4,

4.2.5.7. Albumina

A albumina é uma proteina carregada negativamente, relativamente pequena,
sintetizada pelas células do figado na forma de preproalbumina. E a proteina mais abundante
do fluido extracelular, constitui aproximadamente 50% do conteldo total de proteina e

contribui com cerca de 70% para a pressao oncética do plasma. Como tal tem um papel
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crucial na regulacio da distribuicao do fluido corporal. Mais ainda, a albumina possui
dominios funcionais com propriedades antioxidantes, de ligagdo a metais altamente reativos
e a um grande numero de substancias endogenas e exogenas. Esta proteina liga e transporta
em meio aquoso diversos compostos como a bilirrubina, calcio e acidos gordos de cadeia
longa e é um marcador de fase aguda negativo, podendo a quantidade de albumina diminuir
durante a inflamacao.

A albumina funciona como um indicador de doenga croénica e da gravidade na doenga,
apresentando-se diminuida no caso de hepatite crénica com insuficiéncia hepatica. O mesmo
pode ser observado no caso da hepatite aguda, na desnutrigao, em distlrbios inflamatérios,
na sindrome nefrotica, edema e perda gastrointestinal.

O método para a determinagao da albumina é o verde de bromocresol. A albumina
presente na amostra reage com o verde de bromocresol em meio acido, formando um

complexo corado que é detetado espectrofotometricamente 3%,

4.2.5.8. Proteinas Totais

As proteinas sao macromoléculas formadas por aminoacidos que fazem parte de
todas as células, fluidos e orgaos. As proteinas apresentam varias fungoes biologicas, como
funcao enzimatica, hormonal, estrutural, protecao e defesa contra infegoes, e de transporte
de varias substancias. Mais ainda as proteinas plasmaticas permitem manter a pressao
osmotica.

Um aumento das proteinas totais esta associado a desidratagao grave e a doencas
como o mieloma multiplo. A diminuicao das proteinas totais pode estar relacionada a
hemorragias, queimaduras, glomerulonefrite, doenga hepatica, malnutricao, ma absorgao e
sindrome nefrética. Normalmente um valor baixo de proteinas totais significa que a
concentragao de albumina esta baixa, devido a albumina ser a principal proteina plasmatica.

O método de biureto é o método espectrofotométrico mais comum para
quantificagao de proteina total no soro. A reagao biureto depende do numero de ligagoes
peptidicas presentes na amostra, permitindo determinar a concentracao de proteina
presente. Na reagao, as proteinas formam complexos com o cobre em solugao alcalina

formando um produto corado possivel de ser medido por espectrofotometria *®.
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4.2.6. Marcadores de Lise Muscular

4.2.6.1. Creatina Cinase

A creatina cinase (CK) é uma enzima dimérica que catalisa a fosforilagao reversivel da
creatina a adenosina trifosfato (ATP). A CK é encontrada no misculo cardiaco, no musculo-
esquelético e cérebro.

A CK total pode ser separada em trés fragoes principais (isoenzimas):
e CK - BB encontra-se predominantemente no cérebro;
e CK - MM encontrada no musculo-esquelético;
e CK - MB encontra-se predominantemente no musculo cardiaco.

Apresenta-se elevada num nUmero consideravel de condi¢oes de lesao muscular
aguda ou esforgo fisico aumentado, estando por isso geralmente aumentada em caso de
trauma muscular, miosite, distrofia muscular, pods-cirurgias, pds-parto, convulsées e no
enfarte do miocardio.

Estudos demonstram que apenas o musculo-esquelético e o musculo cardiaco
contém grandes quantidades de CK, assim, aumentos consideraveis na atividade desta
enzima no soro reflete quase exclusivamente doengas e lesoes do musculo-esquelético ou
cardiaco.

A determinagao da creatina cinase € composta por duas reagoes acopladas. Na
primeira reagao ocorre a formagao da creatina e ATP pela fosofocreatina, e na segunda a
fosforilagao da glucose pela hexoquinase A glucose-6-fosfato formada nas reagoes anteriores,
na presenga de wuma desidrogenase origina NADH, que pode ser medido
espectrofotometricamente P4,

A LDH apresentada anteriormente pode ser determinada também como um

marcador de lise celular.

4.2.7. Marcadores de Lesido Cardiaca

As doengas cardiovasculares continuam a ser, em Portugal, a principal causa de
morte, sendo responsavel por 32% do total dos obitos, apesar dos avangos alcangados a

nivel de diagndstico e da terapéutica.
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As doengas cardiovasculares tém uma natureza multifatorial, como resultado da
multiplicidade de fatores intervenientes (genéticos, ambientais, dietéticos, metabolicos,

hemodinamicos e inflamatérios) P*4%,

4.2.7.1. CK-MB

A creatinina cinase isoenzima MB (CK-MB) é uma proteina similar a troponina e é
libertada para a circulagao devido 4 necrose dos cardiomiocitos, estando relacionada com a
extensao do enfarte e inversamente relacionada com a esperanca de vida. A principal
desvantagem deste marcador é o tempo de resposta comparando com a troponina, pois
comeca a aumentar 4 a 6 horas apos a lesao cardiaca, atingindo o pico as 24h, enquanto a
troponina atinge o pico as 18h. Os valores regressam ao normal apos 48 a 72 horas.

Valores aumentados de CK-MB podem também estar associados a distrofia muscular
ou devido a exercicio extremo. O aumento de CK-MB no caso de exercicio extremo pode
estar relacionado com uma adaptagao do musculo-esquelético durante o treino, resultando
num aumento de CK-MB, que se reflete no soro. Nestas patologias a troponina encontra-se
habitualmente dentro da normalidade, quando nao ha dano do tecido cardiaco.

A determinagcao da CK-MB é realizada por métodos imunoquimicos, na qual a
atividade da CK derivada de musculo (CK-MM) e metade da atividade da CK-MB (inibe a
subunidade M mas nao a B), é inativada com anti-CK-MM. Para este método considera-se a

auséncia da isoenzima CK-BB 341,

4.2.7.2. Troponina

Trés subunidades de troponina formam um complexo que regula a interagao da
actina e miosina e consequentemente, regula a contragao cardiaca. As 3 troponinas sao a C, |
e T. A troponina esta localizada principalmente nas miofibrilhas com uma pequena fragao no
citoplasma.

A troponina | e T apresentam especificidade cardiaca devido a codificagao por genes
diferentes daqueles presentes no musculo-esquelético. No caso da troponina C esta nao
apresenta especificidade para o musculo cardiaco.

O aumento da troponina € o marcador mais eficaz e sensivel na detegao do enfarte

de miocardio. A concentragao de troponina no soro € muito baixa ou indetetavel em
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individuos sem doenga cardiaca. Como tal, é possivel detetar a presenca de lesoes cardiacas
pela libertagao de pequenas quantidades de troponina.

Esta proteina apresenta um aumento 4-6 horas apés lesao cardiaca, e um pico as 18
horas. A troponina apresenta uma maior sensibilidade clinica, pois apos o enfarte agudo do
miocardio permanecendo elevada de 4 a |14 dias, mantendo-se por isso, durante mais tempo
do que a CK-MB (mantém-se durante 4 a 7 dias).

A determinagao da troponina é realizada através de imunoensaio, com utilizagao de

anticorpos monoclonais para a medicio da troponina presente no soro .

4.2.8. Avaliacio do Metabolismo do Ferro

A maioria do ferro esta complexado pela hemoglobina, produzida na medula éssea,
por uma via que termina com a incorporacio do ferro na protoporforina IX pela
ferroquelatase.

A quebra do grupo heme leva a libertagao de ferro, que é reutilizado para formar
novamente o grupo heme. A transferrina é a proteina responsavel pelo transporte
extracelular do ferro, na forma férrica (Fe’). A absorcio do ferro vai depender da
quantidade de ferro na dieta, da sua biodisponibilidade e da necessidade do organismo.

A transferrina liga com grande afinidade ao recetor TfRI, presente na superficie da
membrana celular. Ha a formagao de um complexo, que é posteriormente endocitado,
formando um endossoma. O pH acidificado dos endossomas leva a uma alteragcio da
conformagao da transferrina e posterior libertagcao do ferro. O ferro é depois reduzido pela
ferriredutase, formando o Fe** que é transportado para o citoplasma pelo Transportador de
Metal Divalente | (DMTI). O ferro pode depois sofrer dois destinos, ou é armazenado ou é
usado pela célula. No caso de ser armazenado vai incorporar a ferritina, uma proteina

armazenadora de ferro 2.

4.2.8.1. Ferro

A medicgao de ferro sérico reflete principalmente o ferro ligado a proteinas séricas.
Em condigoes normais, a maioria encontra-se ligado a transferrina.
O ferro apresenta varias fungoes como co-fator essencial de enzimas e componente dos

citocromos. O seu doseamento pode variar de forma significativa ao longo do dia.
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A homeostasia do ferro é regulada por um complexo sistema para controlar a
distribuicao e consumo do ferro. Alteracoes do seu metabolismo levam a um excesso de
acumulagao de ferro em células e tecidos ou a uma deplegao das reservas de ferro o que
consequentemente pode levar a patologias.

O ferro sérico pode encontrar-se diminuido a anemia associada a deficiéncia de
ferro, como consequéncia de uma dieta pobre em ferro, devido a absorcao inadequada,
cirrose ou por perda cronica resultado de hemorragia.

Perante suspeita de deficiéncia de ferro esta deve ser confirmada laboratorialmente
com hemograma, reticulécitos e parametros do metabolismo do ferro (TIBC, ferritina e
observagao de esfregagos da medula oOssea) na auséncia de doenga croénica ou
hemoglobinopatia. Devem ser também avaliados os habitos alimentares, a historia familiar de
ma absorgao, causas que levem a perdas sanguineas, doengas de coagulagao e talassemias.

Niveis de ferro aumentados estao associados a condigoes de sobrecarga de ferro, a
terapia de estrogénio (devido a um aumento da transferrina), a terapia com ferro
parentérico, hemossiderose, hemocromatose e envenenamento por ferro.

A determinagao do ferro é realizada em dois passos, inicialmente o ferro é libertado
da transferrina, a pH acidico, e seguidamente ocorre uma redugio do Fe’* para Fe”, que
depois complexa com um cromogénio, como o FERENE. O complexo formado apresenta

uma elevada absorvancia possivel de ser determinada espectrofotometricamente 2%,

4.2.8.2. Capacidade Total de Fixacdo do Ferro

No plasma o ferro encontra-se ligado a transferrina. O TIBC corresponde ao
doseamento do ferro ligado a transferrina sérica e nao entra em conta com o ferro ligado a

hemoglobina livre.

O TIBC é determinado pela concentragao de ferro no plasma mais a capacidade de

ligagio de ferro insaturado (UIBC) M4

TIBC = [Ferro] + UIBC

plasma

TIBC apresenta-se aumentado na deficiéncia cronica de ferro simples e em condigoes
que podem levar a um aumento da transferrina e consequentemente do TIBC como a

gravidez, a terapia com estrogénio, alcoolismo e hepatite aguda. A diminuicao do TIBC esta
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associada a hipoproteinémia, sobrecarga de ferro, doengas inflamatorias cronicas ou

malignidades “2.

4.2.8.3. Ferritina

A ferritina € uma proteina de armazenamento de ferro intracelular. E caracterizada
por uma capsula esférica com uma cavidade que pode acomodar até 4500 atomos de ferro.
A sua fungao primaria é sequestrar o ferro livre dos varios compartimentos subcelulares,
prevenindo reagoes com o oxigénio e consequentemente a formagao de espécies reativas de
oxigénio. Por esta razao, a ferritina esta amplamente distribuida pelos diferentes tecidos e
compartimentos subcelulares. A ferritina citoplasmatica € a mais comum mas também ja foi
caracterizada uma forma mitocondrial.

A determinagao da ferritina tem sido amplamente usada para detetar aumentos da
incorporacao de ferro ou deficiéncias de ferro. A ferritina sérica é uma proteina de fase
aguda apresentando-se aumentada no caso de infe¢ao e inflamagao, mas em condigoes
normais reflete o contelldo de ferro presente. No caso de inflamagao o aumento comega
entre 24-48 horas apos a inflamagao, apresentando-se aumentada durante semanas.

Em situagoes de deficiéncia de ferro, a concentragao da ferritina plasmatica diminui
antes de se observarem alteragoes na concentragao de hemoglobina, do tamanho dos
eritrocitos e na concentragao plasmatica do ferro.

A ferritina é determinada por imunoturbidimetria. Neste ensaio, a ferrtina é detetada
usando um anticorpo especifico para a ferritina que leva a sua imunoprecipitagio, com

posterior detecio da turvacio da amostra por difusio da luz 1,

4.2.8.4. Transferrina

A transferrina é a principal proteina plasmatica de transporte de ferro, sendo
produzida no figado. A transferrina tem a capacidade de ligar dois atomos de ferro e o
complexo formado permite o transporte do ferro para as células. Praticamente todos os
tipos celulares tém recetores para a transferrina. A sua concentragao depende da
disponibilidade de ferro, aumentando no caso de deficiéncia de ferro e diminuindo se o ferro
estiver aumentado.

A determinagao da transferrina é util para o diagndstico da anemia. Altas

concentragoes estao associadas 4 gravidez e durante a administragao de estrogénios. Baixas
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concentragoes estao presentes em caso de inflamagao, tumores malignos e sindrome
nefrotica.

A transferrina é determinada por imunoturbidimetria. Neste ensaio, a transferrina é
detetada usando um anticorpo especifico que leva a sua imunoprecipitagao, com posterior

detecdo da turvacio da amostra por difusio da luz M2,

4.2.9. Marcadores de Inflamacio

4.2.9.1. Proteina C Reactiva

A proteina C reativa (PCR) consiste em 5 subunidades polipeptidicas idénticas ligadas
nao convalentemente para formar um polimero em forma de disco. Esta proteina é
produzida no figado, com uma produgao maxima as 24-38 h apds o inicio do processo
inflamatorio.

PCR liga a bactérias Gam positivas e negativas. A principal fungao desta proteina é
ligar estruturas exogenas e enddgenas, de modo a estimular os mecanismos de defesa, ativar
o sistema complemento, estimular a opsonizagao e a fagocitose. Normalmente apresenta
uma baixa concentragoes no plasma.

Aumento desta proteina esta associado a trauma, enfarte do miocardio e stress. A
PCR encontra-se também elevada em certas doengas autoimunes, em algumas doengas
oncologicas, com trauma significativo e apds cirurgias. E uma das primeiras proteinas a
aumentar em caso de doenga inflamatéria e também a que apresenta um aumento mais
dramatico de concentragao.

Estudos demonstraram que um aumento de PCR no soro pode estar relacionado a
um aumento do risco cardiovascular, que pode ser devido a processos inflamatérios
decorrente do desenvolvimento e progressao desta patologia.

A PCR no soro é determinada por imunturbidimetria, usando particulas de latex
sensibilizadas com anticorpos anti-PCR. O aparecimento de aglutinacao é possivel de ser

detetado espectrofotometricamente %4,
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4.2.10. Avaliaciao da Func¢io Pancreatica

4.2.10.1. Amilase

A amilase é uma enzima que pertence a classe das hidrolases que catalisa a
hidrolise de ligagoes |,4-a-glicosideos em polissacarideos. Apresenta duas isoenzimas
diferentes: isoenzima pancredtica e isoenzima salivar. Esta enzima apresenta uma semi-vida
no plasma muito curta, de aproximadamente | a 2 horas. Mais de 90% da amilase sérica é
produzida pelas glandulas salivares e no pancreas, no entanto, existem outros érgaos onde
esta pode ser produzida.

A atividade da amilase no plasma é baixa e constante e aumenta exponencialmente
em caso de pancreatite aguda e em caso de inflamacao da glandula salivar. A atividade da
enzima no pancreas € superior do que no plasma o que permite que esta seja usada como
um marcador de dano pancreatico.

Devido 4 amilase nao ser especifica para o pancreas, varios estudos sugerem
necessario um aumento de 3 a 5 vezes o valor de referéncia para se considerar o
diagnostico de pancreatite. A amilase aumenta no soro umas horas apés o dano no pancreas
e permanece aumentada durante 5 a 7 dias apds o dano. A magnitude da elevacao da enzima
plasmatica nao esta relacionada com a severidade da pancreatite, contudo, quanto maior o
aumento, maior a probabilidade de ser uma pancreatite aguda. Doencas associadas ao trato
biliar podem levar a um aumento da amilase, como resultado do envolvimento primario ou
secundario do pancreas.

Hiperamilasemia (aumento da amilase plasmatica) pode ocorrer em situagoes de
lesao da glandula salivar como infegdes, cirurgias e tumores. Macroamilasemia pode estar
também presente no soro e causar hiperamilasemia. Esta consiste na formagao de
complexos entre a amilase e IgG ou IgA, estas moléculas nao sao filtradas pelo glomérulo
renal devido ao seu tamanho e como tal ficam retidas levando a um aumento da atividade da
amilase. Nao apresentam sintomas associados.

A determinagao da amilase baseia-se na quebra do substrato 2-cloro-4- nitrofenil-
a-D-maltotriose com a formagao de 2-cloro-4-nitrofenol. A formagao deste composto é

possivel ser detetado espectrofotometricamente %71,

Mariana Jordao Nunes 57



Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas

4.2.10.2. Lipase

A lipase é uma pequena glicoproteina produzida no pancreas, responsavel pela
hidrolise de triglicéridos a diglicerideos, com formagao de monoglicéridos e acidos gordos.
Esta enzima é filtrada pelo glomérulo, sendo totalmente reabsorvida pelo tubulo renal, e
normalmente nao é detetada na urina. A concentragao de lipase no pancreas é superior a
presente noutros tecidos (mucosa gastrica e intestinal). A auséncia desta proteina leva a mal
absorcao de lipidos e esteatorreia severa.

Esta enzima constitui um parametro importante no diagnodstico diferencial das
doengas pancreaticas. Apos uma pancreatite aguda, a atividade da lipase aumenta no espago
de 4-8 horas, atingindo um pico as 24 horas, e diminuindo entre 8 a |4 dias. A elevagao dos
niveis séricos da lipase nem sempre coincidem com o aumento da amilase pancreatica, como
tal, é recomendado que os niveis séricos de ambas sejam determinados no diagnéstico de
disturbios pancreaticos. Para o diagnostico da pancreatite aguda, uma elevacao da lipase 5
vezes superior ao normal permite um diagndstico mais especifico do que o aumento da
amilase pancreatica no soro.

O aumento da lipase também se encontra associado a colecistite aguda, a obstrugao
do ducto biliar por calculos ou no carcinoma do pancreas. Igualmente, encontra-se
aumentada em doentes com taxa de filtragao glomerular reduzida, como tal, tem de ser
interpretado com cuidado a presenca de elevagao da lipase em doentes com insuficiéncia
renal B4,

A lipase nao é um parametro determinado no laboratério do Centro de Saude Militar

de Coimbra, sendo a sua determinagao realizada por um laboratério externo.
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5. Conclusao

A realizagdo deste estagio foi essencial para a minha formagao, nao sé a nivel
profissional mas também a nivel pessoal, pois permitiu reconhecer que as analises clinicas
sao uma ferramenta indispensavel para uma boa prestagao de cuidados de saude, tornando-
se muitas vezes fundamental no diagnostico.

A concretizagao deste estagio permitiu aplicar as bases tedricas adquiridas durante o
Mestrado de Andlises Clinicas da Universidade de Coimbra e correlacionar esses
conhecimentos entre si, ajudando-me ainda na interpretacao dos resultados laboratoriais.

O laboratério do Centro de Saude Militar de Coimbra mostrou ser um excelente
laboratério de formacgao, nao sé pela qualidade dos colaboradores, como pela sua estrutura,
permitindo contactar com uma consideravel diversidade de metodologias.

Neste estagio foi ainda possivel a integracao total na rotina dos setores,
principalmente nas areas mais aprofundadas, o que permitiu vivenciar uma experiéncia muito
proxima do que sera efetivamente trabalhar num laboratoério de analises clinicas.

Considero ter atingido os objetivos propostos, uma vez que desenvolvi as minhas
competéncias profissionais, quer em termos de conhecimentos teoricos adquiridos quer em

termos do trabalho pratico de laboratério desenvolvido.
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Anexos

Anexo |- Valores de referéncia dos parametros analisados no setor de

Hematologia.

Parametro Valores de referéncia ‘
Eritrécitos (10%/ul) 4,0-5,5
Mulheres: 12-16
Hemoglobina (g/dl)

Homens: 13-18

Mulheres: 35-47

Hematoécrito (%) H 40.54
omens: 40-

Volume globular médio (fl) 85-95
Hemoglobina globular média (pg) 27-32
Concentracao de hemoglobina globular 32.36
meédia (g/dl)
Glébulos brancos (10°/pl) 4,0-11
Neutréfilos (%) 45-70
Neutroéfilos (10°/ul) 2,5-7,5
Linfocitos (%) 20-40
Linfécitos (10*/pl) 1,5-3,5
Monacitos (%) 3-10
Monécitos (10°/pl) 0,2-0,8
Eosinofilos (%) [-5
Eosinéfilos (10°/pl) 0,04-0,4
Basofilos (%) 0-2
Baséfilos (10°/ul) 0,01-0,1
Plaquetas (10*/pl) 150-450
Reticulocitos (%) 0.5-2.5
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Anexo Il - Parametros analisados no setor de bioquimica, a metodologia de

detecdao e fundamento da técnica.

Parametro

Metodologia de

deteccao

Fundamento da Técnica

Acido Urico

Espectrofotometria

Uricase

Albumina

Espectrofotometria

Verde de Bromocresol

Albumina de baixa

Imunoturbidimetria

Medicao da turvacao provocada

concentrac¢ao por imunocomplexos insoluveis
. 2-cloro-4- nitrofenil-a-D-
Amilase Espectrofotometria
maltotriose
Alanina
Espectrofotometria NADH
Aminotransferase
Aspartato
Espectrofotometria NADH
Aminotransferase

Bilirrubina Total e

Espectrofotometria

Reagente Diazo

Direta
Calcio Espectrofotometria Complexo Arsenazo |lI
Cloreto Potenciometria Eletrodio Seletivo de I6es

Colesterol Total

Espectrofotometria

CHOD-PAP Enzimatico

Colesterol HDL

Espectrofotometria

Detergente Acelerador Seletivo

Creatinina

Espectrofotometria

Jaffe mod/ Picrato

Creatina Cinase

Espectrofotometria

NADH

Creatina Cinase MB

Espectrofotometria

Imuno-inibicao

Ferritina

Imunoturbidimetria

Medicao da turvagao provocada

por imunocomplexos insoluveis

Ferro

Espectrofotometria

FERENE

Fosfatase Alcalina

Espectrofotometria

p -nitrofenil fosfato
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Fosforo Espectrofotometria Fosfomolibdato
L-gamma-glutamyl-3-Carboxy-4-
Gama GT Espectrofotometria
Nitroanilide
Glicose Espectrofotometria Hexoquinase
Lactato
Espectrofotometria Lactato a piruvato
Desidrogenase

Magnésio Espectrofotometria Enzimético

Proteina C Reativa

Imunoturbidimetria

Medicao da turvagao provocada

por imunocomplexos insoluveis

Proteinas Totais

Espetrofotometria

Método do Biureto

Potassio Potenciometria Elétrodo Seletivo de I6es
Sédio Potenciometria Elétrodo Seletivo de I5es
] Medicao da turvagao provocada
Transferrina Imunoturbidimetria ,
por imunocomplexos insoluveis
Triglicerideos Espectrofotometria Glicerol fosfatase oxidase
. Medicao da turvagao provocada
Troponina Imunoturbidimetria ,
por imunocomplexos insoluveis
UIBC Espectrofotometria FERENE
Ureia Espectrofotometria Urease
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Anexo Ill - Valores de referéncia dos parametros analisados no setor de
Bioquimica.

Parametro Valor de Referéncia
Acido Urico 3.5-7.2 mg/dl
Albumina 3.5-5.0 g/dl
Albumina de Iialxa <30 mg/24h
concentracao
25-125 U/L
Amilase
1-17 U/h
Alani
. anina <55 U/L
Aminotransferase
Aspartato 5-34 U/L
Aminotransferase
Bilirrubina Direta <0.5 mg/dI
Bilirrubina Total 0,2-1.2 mg/dl
Calcio 2.10-2.55 mmol/L
Cloreto 96-110 mmol/L
Colesterol Total <200 mg/dl
Colesterol HDL >40 mg/d|
Colesterol LDL <100 mg/di
Homens: 0.7-1.3 mg/dI
Creatinina
Mulheres: 0.6-1.1 mg/dl
Homens: 30-200 U/L
Creatina Cinase
Mulheres: 29-168 U/L
Creatina Cinase MB <25U/L
Ferritina Homens: 20-270 ng/ml

Mariana Jordao Nunes 69



Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas

70

Mulheres: 5-200 ng/ml

Ferro

Homens: 31-144 pg/d

Mulheres: 25-156 pg/dl

Fosfatase Alcalina 40-150 U/L
Fosforo 2.5-5 mg/100 ml
Homens: 12-64 U/l
Gama GT
Mulheres: 9-36 U/l
Glicose <99 mg/dl
Lactato Desidrogenase 125- 243 U/L
Magnésio [.6-2.6 mg/dI

Osmolalidade

275-300 mOsm/kg

Proteina C Reativa <0.5 mg/dl
Proteinas Totais 6.4-8.3 g/dl|
Potassio 3.5-5.0 mmol/L
Saédio 135-145 mmol/L
TiBC 250-450 pg/dL
Transferrina 175-370 mg/dI
Triglicerideos <150 mg/dI
Troponina <30 pg/L
Homens: 69-240 pg/dl
UIBC
Mulheres: 70-310 pg/dl
Ureia 9.0-20 mg/dI
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