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Resumo

Hoje em dia, o laboratério tem um importante papel na saide da populagao geral e a
decisao médica baseia-se, em grande parte, nos resultados obtidos nas andlises clinicas, & por
isso importante o rigor, a constante atualizagio dos conhecimentos, sentido de
responsabilidade e a interdisciplinaridade dos profissionais nesta area. No presente relatério
é descrito o trabalho que acompanhei no Laboratério de Analises Clinicas Dr. Joaquim
Chaves Algarve, onde decorreu o meu estagio curricular integrado no Mestrado de Analises
Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, descrevendo os pontos
fundamentais das fases pré-analitica, analitica e pos-analitica e, referindo em mais detalhe as
valéncias de Bioquimica Clinica e Hematologia, pretendendo-se transmitir sobretudo a

aplicabilidade destas areas na clinica.

Abstract

In current days, the laboratory has an important role in general population’s health
and medical decision is largely based on clinical analysis results, for this reason it is so
important for professionals in this field to have a sense of responsibility, an interdisciplinary
approach, to be rigorous when performing tasks and willing to update their knowledge. In
this report, the work I've followed at the Clinical Laboratory “Dr. Joaquim Chaves Algarve”,
where my internship in context of the Master degree in Clinical Analysis of the Faculty of
Pharmacy at the University of Coimbra took place, is described including the fundamental
points of pre-analytical, analytic and post-analytical phases, referring in further detail the
Clinical Biochemistry and Hematology fields, especially aiming to transmit their applicability

in clinical practice.

Xiii






Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas — FFUC Sofia de Brito Silva

I. Introducao

Os primeiros diagndsticos médicos baseavam-se no que se conseguia ver ou ouvir, o
que por vezes podia incluir a examinagao de espécimes humanos. Esta descrito que na
Grécia antiga (300 A.C), Hipocrates defendia um protocolo de diagnodstico que incluia provar
urina de pacientes e fazia associagao entre a presenga de determinados tipos de sedimentos
urinarios, pus e sangue a estados de doenga. Mais tarde a invengao do microscopio, por Hans
Janssen em 1590, abriu as portas para a descoberta do “mundo invisivel” possibilitando cada
vez melhor compreensao da fisiologia e patologia. Foi apenas no final do século XIX que a
utilizacao de técnicas de diagnostico mais sofisticadas se difundiram e somente no século XX
é que o laboratério clinico comegou ganhar uma importancia significativa como aliado no
diagnéstico médico a nivel mundial (I). Hoje existem inimeros parametros disponiveis que
podem ser analisados em equipamentos sofisticados, o que permite aliar o diagndstico,
acompanhamento de doentes e monitorizagao de terapias. Atualmente a decisao médica esta
muito dependente dos resultados das analises clinicas, no entanto as pessoas recorrem a
laboratorios de analises também na auséncia de sintomas ou doengas, de forma a
acompanhar o seu estado de salde e detetar alteragoes precocemente.

O estagio curricular teve como objetivo a minha integragdo num ambiente
profissional no laboratorio de andlises e consolidagao dos conhecimentos adquiridos durante
o mestrado de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra. O
estagio teve a duragao de 6 meses, e decorreu no Dr. Joaquim Chaves — Laboratdrio de Andlises
Clinicas Algarve, Lda. (LACJCA), atualmente localizado em Faro, que pertence ao grupo
Joaquim Chaves Sadde (JCS), sob orientagao da Dra. Maria Joao Sa e Prof. Doutora Maria
Celeste Lopes. No presente relatério, pretendo descrever de forma geral as atividades
desenvolvidas e tarefas que acompanhei ao longo do estagio incidindo sobre as valéncias
disponiveis: Bioquimica Clinica, Hematologia, Microbiologia e Imunologia mas aprofundando e
incluindo uma revisao bibliografica sobre as duas primeiras, pois apesar de estarem todas de
certa forma interligadas, sao as valéncias que melhor representam o trabalho de rotina

desenvolvido no LACJCA.
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2. Caracterizagcdo do Laboratédrio de Estagio

O laboratério Joaquim Chaves Algarve presta servico de segunda a sabado e serve
uma rede de 12 postos de colheitas na regiao sul do pais, contando com servigo de domicilio
e recebendo ainda amostras veterinarias. O LACJCA ¢ dirigido pela diretora técnica nominal
Dra. Maria Jodao Sa e diretora técnica substituta Dra. Maria de Lurdes Rufino, ambas

farmacéuticas especialistas em andlises clinicas.

Este laboratorio tem convencio com o Servico Nacional de Saiude e varias
Seguradoras de Saude, prestando servico de acordo com a prescrigado médica ou pedido
particular do utente. Permite a realizagdo da maioria das analises de rotina nas valéncias de
Hematologia, Bioquimica, Imunologia e Microbiologia, beneficiando do apoio do Laboratério
Dr. Joaquim Chaves localizado em Miraflores - Algés (Oeiras), que realiza analises mais
especificas dentro destas areas, analises de genética, anatomia patoldgica e hidrologicas. O
Laboratoério de Analises Clinicas Dr. Joaquim Chaves (LACJC), a primeira empresa do grupo
JCS, ja com 57 anos de existéncia, é de referéncia a nivel nacional na qualidade e rigor do
diagnostico, assegurados pelo programa de Controlo de Qualidade Interno, assim como pela
participagao em programas internacionais de Avaliagao Externa de Qualidade, integrando

desde Julho de 2012 o LACJCA (2).

As infraestruturas do LACJCA incluem a recegao e sala de espera, sala de colheitas,
sanitarios, dois gabinetes, sala restrita para o pessoal e zona administrativa, armazém, area
laboratorial geral (Bioquimica, Hematologia e Imunologia) com subdivisao para Microbiologia,
uma sala de lavagem e triagem/conferéncia de produtos. E utilizado o sistema informatico da
empresa SLICE, programa eDeia, nas varias zonas de trabalho laboratorial e de validagao,
area administrativa e recegao, o que permite a comunicagao de informagao entre estas
zonas, a transferéncia e a validagao de resultados. Uma plataforma de intranet (Qnet) esta
disponivel para aceder a informagoes do JCS, como manuais de boas praticas e de colheitas,
codigos de ética, formagoes e gestao de qualidade. Este suporte tem objetivo otimizar o
acesso a informagao e seu posterior tratamento, permitindo em simultineo reduzir o

numero de documentos distribuidos em papel.

A média de utentes por dia é 130, em que a maioria pertence a faixa etaria da
terceira idade (65 - 80 anos), recorrendo ao laboratorio para realizar andlises de rotina, para

controlo de doengas ou monitorizagao de tratamentos.
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3. Atividades Desenvolvidas
3.1. Fase Pré-Analitica:

E importante atribuir o devido valor a todos os procedimentos que compdem a fase
pré-analitica, pois é nesta fase em que ocorrem a maior parte dos erros em laboratoérios de
analises clinicas. Estes erros incluem, entre outros a ma preparagao do utente, o proprio ato
da colheita, ocorréncia de hemodlise ou formagao de coagulos, errada identificagao das
amostras, volume insuficiente e condi¢oes de transporte/armazenamento (3; 4). Um erro que
se cometa aqui, se nao for detetado, sera prolongado por todo o processo de anilise, o que

culmina na entrega de resultados errados.

Em qualquer laboratorio, a prioridade é dar um resultado auténtico de modo a
oferecer informagao clinicamente util para quando é necessario tomar decisdes médicas,
desejando-se elevada precisio e reprodutibilidade nos resultados. E este o servico que se
presta, portanto qualquer erro que venha a comprometer os resultados é considerado
grave, nao s6 se prestara um mau servico como se podera colocar a salde de um ser
humano em risco. Serao mencionados procedimentos seguidos nos LAC|C realizados com o
objetivo da eliminagao ou diminui¢ao da frequéncia de erros que tendem a suceder na fase

pré-analitica.

Na rececio do laboratorio siao abertos os processos dos utentes, registadas as
andlises requisitadas e informagoes do utente no sistema informatico do laboratério, sendo
gerado o n° do processo e um codigo de barras com numero identificativo do mesmo, com
as inicias identificativas do posto onde ¢ feita a colheita. Este conjunto de letras e algarismos
sera usado em todas as amostras relativas ao utente. Nestes registos, acompanhando a
identificacao do utente esta a lista de analises pedidas com informacao para auxiliar o técnico
sobre respetivas amostras biologicas a colher (quais os tubos de colheita a usar). Estes
processos contém também a data e hora de entrada da requisicio e a data prevista de

entrega dos resultados.

3.1.1. Colheitas
Na sala de colheitas, os técnicos do laboratério confirmam as informagoes presentes
no registo, solicitando que o utente pronuncie o seu nome completo, e anotando na ficha
individual do utente informagoes clinicas relevantes, incluindo qual o motivo dos pedidos de
analise (rotina, monitorizagao de terapéutica, suspeitas de certas patologias etc.), se sofre de

alguma doenga, nomeadamente diabetes/doencgas cronicas, no caso de mulher gravida, qual o
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tempo de gestagao (semanas), e medicagao tomada nos 3 ultimos dias (perguntando sempre
se toma anticoagulante oral). Anota-se igualmente circunstancias que surjam durante o
processo de colheita (ex. ocorréncia de vomito, colheita dificil, recusa de efetuar alguma
analise) ou produtos bioldgicos em falta. Salvo excegdes, as colheitas de sangue devem ser
realizadas em estado de jejum de pelo menos 8h, por isso deve-se procurar saber se esta
condigao de facto se aplica. Caso nao se trate de colheita de sangue, deve ser referido o
local/zona do corpo onde foi efetuada a colheita do produto para exame microbiologico ou
de biologia molecular. As fichas de cada utente devem ser acompanhadas pela assinatura do

técnico responsavel e hora da colheita.

As colheitas de sangue no Laboratoério Joaquim Chaves
sao executadas preferencialmente com o sistema de vacuo BD
Vacutainer®, este sistema é o “gold standard” atual pois melhora

a qualidade da amostra, a produtividade e fluxo de trabalho no

laboratério. Devido as agulhas BD Eclipse™ (Figura 1), o técnico
é protegido de potenciais acidentes com agulhas contaminadas

no local da pungao, imediatamente apds remogao da agulha da

, o ,
veia (momento em que 61% dos ferimentos acontecem) (5). Os Figura | - BD Vacutainer®,

Eclipse™ (retirado de

tubos de vacuo, de material plastico resistente a quimicos e a i
http://www.medicalexpo.com/

rutura, estio preparados para receber as amostras, e podem ser acedido a 20-02-2016).

diferenciados pelas cores das suas tampas (ilustradas na Figura 2), o que facilita a
identificacao correta do tipo de tubo a usar, para além de auxiliar na divisao pelos varios
sectores do laboratorio onde as amostras serao processadas. Por vezes recorre-se ao uso
do tradicional conjunto agulha e seringa, Util nomeadamente em colheitas mais dificeis como
em criangas e doentes oncoldgicos, sendo neste caso € colhido o sangue venoso e
posteriormente transferido para os tubos, que podem ser de menores volumes (tubos

pediatricos).

Dependendo da amostra biologica e respetivos testes solicitados, requer-se o uso de
diferentes recipientes, conservantes e aditivos adequados que sao utilizados de modo a
obter uma amostra devidamente preparada para ser analisada. O técnico deve confirmar se
foram recolhidas amostras para todos os recipientes que constam na requisicio do utente
para que nao haja necessidade de repeticoes de colheita, o que é especialmente inoportuno

quando se tem de recorrer a uma técnica invasiva.


http://www.medicalexpo.com/
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Quando se pretende obter amostras de sangue total ou plasma sao usados
anticoagulantes que impedem a iniciagdo da cascata de coagulagao. A escolha do

anticoagulante a usar é importante e depende das andlises pedidas.

O anticoagulante EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra-Acético) preserva a morfologia
e componentes celulares do sangue, por isso é o anticoagulante de eleicao para estudos

hematolégicos e para isolamento de DNA genémico (6).

A Heparina possui propriedades quelantes minimas e concentragao relativamente
baixa de catides, nao interferindo significativamente no equilibrio hidrico. No laboratério
existem tubos de heparina de litio e de sodio e sio usados nomeadamente para analises

genéticas, gasometria e determinagao de ides como cobre e magnésio (6).

Para estudos de coagulagido é usado citrato de soédio, pois os efeitos deste

anticoagulante sdo revertidos pela adigdo de Ca" (6).

Para obter soro, o que se pretende é que haja formagao de coagulo, logo nao é
adicionado qualquer tipo de anticoagulante aos tubos. Os tubos usados contém gel
separador e ativador de coagulo. Existe uma vasta gama de andlises que podem ser efetuadas

no soro nos ramos da bioquimica, imunologia e endocrinologia.

Apos pungao venosa, a ordem de colheita para os multiplos tubos deve ser a

apresentada neste esquema:
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Figura 2 - Ordem de colheita do sangue venoso, com cor das tampas ilustrada.

Apods enchimento de cada tubo, estes devem ser homogeneizados por inversoes
sucessivas (5 a 10 vezes) para correta mistura dos componentes adicionados, um passo
importante, que evita formagao de coagulos e consequentemente repeti¢coes de colheitas. A
ordem de colheita é importante para diminuir o risco de potenciais contaminagoes, por

microrganismos e pelos aditivos presentes nos diferentes tubos (4).
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Para colheitas como exsudatos vaginais, uretrais, faringeos, nasais, oculares e
auriculares, sao usadas zaragatoas, quando para posterior realizagio de exame
microbiologico sao colocadas num meio de transporte (Stuart). Existem varios kits utilizados,
como para pesquisa de Clamidia e teste respiratorio para pesquisa de Helicobacter pylori.
Existem tubos de colheita especificos para pesquisa de sangue oculto nas fezes, coletores
para exames parasitologicos, e coproculturas. Para além destes, existem recipientes para
colheita de urina e contentores para urina 24h. Os recipientes usados para colheita de urina
asséptica sao estéreis, existindo conjuntos de coletor/tubo a vacuo com acido (HCI), usado
como conservante. Para que nao existam contaminagoes pela flora normal, a colheita deve
ser feita apos desinfecao da zona genital e ser recolhido o jato intermédio. Estao também
disponiveis frascos para hemocultura Hemoline Diph-F (biomerieux) para aerdbios, frascos
estéreis que contém um meio de cultura nutritivo adequado. Os frascos permitem fazer
avaliagdo qualitativa da presenca de bactérias na corrente sanguinea (bacteriemia) e a

recuperacao de microrganismos (bactérias e leveduras).

Certas analises requerem dietas especiais e/ou procedimentos necessarios para a
realizacao da colheita pelo proprio utente, nestes casos, os técnicos devem explicar
claramente esses procedimentos ou alimentos a evitar, fornecendo adicionalmente folhetos

informativos que contém as instrugoes que podem ser consultadas em casa.

Quando existem pedidos nao rotineiros ou menos frequentes o técnico deve
procurar saber ao certo como deve proceder perante o pedido, assim, € recomendavel a
consulta do manual de colheitas do laboratorio antes de proceder a colheita do produto
biolégico, evitando assim erros que podem prejudicar a qualidade dos resultados ou

necessidade de repetigoes.

3.1.2. Controlo da Fase Pré-Analitica e Triagem
Aquando da chegada das malas de refrigeragao a sec¢ao de triagem, contendo as
amostras biologicas das colheitas provenientes dos diferentes postos, é medida a
temperatura e anotada no registo das temperaturas, nao devem ser inferiores a 2°C e

superiores a 10°C.

As amostras que assim o exigem siao centrifugadas. No caso dos tubos para obter
soro, posteriormente a verificar ocorréncia da retracio do coagulo (ocorre cerca de |h
ap6s colheita) centrifugam-se a 3000 rotagoes por minuto (rpm) durante |5 minutos. Tubos
com citrato de sédio para avaliar parametros da coagulagio, em que se pretende obter

plasma, devem-se centrifugar a 2000 rpm por |10 minutos. Caso seja necessario centrifugar



Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas — FFUC Sofia de Brito Silva

urinas, para testes de gravidez ou observagao de sedimento (manualmente), programa-se

1800 rpm durante |0 minutos.

As amostras sao separadas por posto e produto e, apos estarem todas registadas no
sistema informatico, da-se entrada das amostras na area laboratorial, com auxilio do leitor
de codigos de barras, sendo igualmente registadas as informagoes mencionadas na ficha

individual do utente.

Sao conferidos os dados presentes nas requisicoes (nome completo, idade e analises
pedidas) que devem estar em total conformidade com os do processo do utente, registados
no sistema informatico. Nesta fase procede-se ainda ao registo de amostras nao conformes,

amostras em falta e regista-se a entrada de produtos biologicos atrasados.

Conforme as prescrigoes, caso existam pedidos de testes que nao sao realizados no
laboratério de Faro, separam-se as amostras correspondentes que sao enviadas para o
laboratério do JCS em Miraflores. Deve ter-se sempre atengao aos requisitos necessarios
para o processamento dos produtos, por exemplo: tapar tubos com folha de aluminio
quando é suscetivel alteragao pela luz (como bilirrubinas e catecolaminas), e proceder-se ao

congelamento imediato de certas amostras (como fibrinogénio e vitamina D).
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3.2. Controlo de Qualidade (CQ)

Todos os dias existe uma série de tarefas e procedimentos realizados de forma a
assegurar a qualidade dos resultados, estes procedimentos abrangem as fases pré-analitica,
analitica e pos-analitica. O Manual de Boas Praticas Laboratoriais (MBPL) do Ministério da
Saide permitiu uniformizar a implementacao de qualidade em todos os laboratoérios,
obrigando o registo escrito de todos os procedimentos implementados, sendo dirigido a
todo o pessoal do laboratério, sem excegoes. Nao sao impostos métodos especificos para a
cumprimento do controlo de qualidade, tarefa que compete ao diretor técnico de cada
estabelecimento, sendo permitida a escolha do método adequado pelas recomendagoes das
sociedades cientificas nacionais ou internacionais, podendo ainda ser estabelecidos métodos
validados pela propria diregao técnica quando o procedimento permite a transferibilidade de

resultados (7).

O LACJCA, estando em total conformidade com MBPL e certificado pela Bureau
Veritas Certification, cumprindo os requisitos da norma NP EN ISO 9001:2015, dispoe todos
os procedimentos operativos e métodos em uso escritos (em constante adaptagao), datados
e validados. Para cada sector e equipamento existem ainda manuais disponiveis para consulta

nos respetivos locais de atividade.

O CQ apresenta duas subcategorias, o Controlo de Qualidade Interno e a Avaliagao

Externa de Qualidade.

3.2.1. Controlo de Qualidade Interno (CQI)
O Controlo de Qualidade Interno (CQI) permite monitorizar e avaliar os processos
analiticos, possibilitando detetar anomalias nos métodos e equipamentos usados no dia-a-dia

laboratorial, a avaliagao dos erros e corrigi-los (7; 8).

A diregao técnica do laboratorio responsabiliza-se pela elaboragao e validagao do
plano de CQI didrio e de manutengao (planos diarios, semanais e mensais). Estes planos sao
mantidos na area laboratorial, neles estao identificadas as rotinas de controlo e manutengao

implementadas, a sua periodicidade e critérios para avaliar resultados do controlo.

As amostras usadas como controlo possuem uma concentragao conhecida de
analitos a testar, numa matriz similar a dos pacientes como soro, plasma ou urina. No
entanto, para garantir estabilidade de certos analitos (uma caracteristica essencial numa
amostra para realizacao de QC) é necessaria a adigao de aditivos e estabilizadores. Outras

caracteristicas essenciais nas amostras controlo sao a reprodutibilidade e comportamento
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analitico comparavel ao das amostras biologicas a analisar, sendo testadas da mesma forma

que se tratam as amostras dos utentes (8).

I (3

Usam-se controlos de dois ou trés niveis, um nivel “normal” (dentro dos valores
definidos como normais para determinado analito, na populagao geral), e um ou dois
“anormais” (baixo e/ou alto), isto é, contém concentragoes superiores ou inferiores aos
valores considerados fisiologicos para o analito em questao. Quando se obtém um resultado
que esta dentro dos limites aceites, de um desvio padrao relativo a concentragao conhecida

do analito presente nas amostras do CQ, assume-se que o sistema de analise esta estavel e a

funcionar como esperado (8).

Esta analise de amostras controlo possibilita dete¢ao de erros que afetem tanto os
proprios controlos e como as amostras de utentes, tais como a deterioragao de reagentes
ou configuragoes de calibragao incorretas. Todavia, o CQI nao é infalivel na previsao de
erros analiticos, este nao tem impacto quando existem interferentes imprevisiveis em
amostras isoladas, como sao o caso a presen¢a de coagulos, hemdlise, bolhas, ou de
substancias interferentes (8). Prevé-se portanto que os técnicos estejam constantemente
alerta para o surgimento destas situagoes antes de iniciar e durante o processamento de
cada amostra, procedendo-se ao registo e resolugao adequada destas situagoes, sempre que

detetadas.

3.2.2. Avaliacao Externa de Qualidade (AEQ)

O LACJCA participa no Programa Nacional de Avaliagio Externa da Qualidade,
tendo um protocolo estabelecido com o Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge
(INSRJ), que consiste numa avaliagdo da qualidade dos resultados fornecidos pelo
laboratoério. Este controlo é realizado anualmente e abrange todas as areas laboratoriais, os
resultados sao reportados dentro dos prazos definidos, o que resulta na emissao de um
relatorio pelo INSRJ, o qual deve ser reportado aos técnicos envolvidos e ser ponderada a

necessidade de agoes de formagao na sequencia de falhas nas respostas.

3.3. Tratamento de Residuos

Outra das preocupagoes em qualquer laboratoério de analises clinicas é a forma como
se procede a eliminagio dos residuos, em especial quando estes representam risco
biologico. Desta forma, o laboratério segue as normas definidas na legislagao, definidas pela
necessidade da organizagao e gestao de residuos hospitalares, tendo em conta o quao

importante € a criagio de condigoes para protecao da saude dos trabalhadores no sector,
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bem como da populagao em geral e preservagao ambiental no que respeita ao tratamento de

residuos (9).

Os residuos hospitalares sao diferenciados em quatro grupos, em que sao
considerados residuos nao perigosos os do grupo | (residuos equiparados a urbanos) e do
grupo Il (residuos hospitalares nao perigosos), os quais nao necessitam de tratamento
especial. Sao considerados residuos perigosos os dos grupos lll (residuos hospitalares de
risco biolégico — contaminados ou suspeitos de contaminagao) e IV (residuos hospitalares

especificos — de inceneragao obrigatoria) (9).

Os contentores que contém residuos perigosos do grupo lll, pretos com tampa
amarela, estio devidamente sinalizados com simbolo de risco biolégico e sao usados sacos
transparentes ou de cores claras. No caso destes residuos, podera proceder-se a
incineragado ou outro pré-tratamento que permita a posterior eliminagdo como residuo

urbano (9).

Materiais cortantes (como agulhas), considerados residuos do grupo IV sao
acondicionados em contentores amarelos pequenos, imperfuraveis e também assinalados

com risco bioldgico, estes residuos sao encaminhados para incineragao.

E prestado servigo ao laboratorio por uma empresa que se encarrega da recolha e

transporte dos residuos especificos.
3.4. Seguranca

No laboratério, devem ser obedecidas as normas e principios estabelecidos na
legislagao relativas a seguranca num laboratério de analises clinicas, conforme o indicado no
MBPL, o “Manual de Seguranga Bioldgica em Laboratorios” da Organizagao Mundial da Satude
— 3% edigao, 2004; “Regulamento Geral de Higiene e Seguranga do trabalho” (Decreto de lei
n°.243/86 de 20 de Agosto — | série A); “Sinalizagao seguranca e de saude no trabalho”
(Portaria n°1456-A/95 de || de Dezembro), “Prevencao de Feridas provocadas por
Dispositivos Medico-perfurantes” (Decreto de Lei 121/2013, 22 agosto). “Exposicao a
Agentes Quimicos” (decreto de Lei n® 84/97 de 16 de Abril- | série A). Muitas destas normas
sao importantes tanto para a seguranga dos proprios técnicos de laboratorio como para os

utentes e meio ambiente.

10
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4. Fase Analitica: Atividades desenvolvidas

Diariamente, apos realizagao do controlo de qualidade e dada entrada das amostras,
estas estao prontas a ser processadas, sendo distribuidas pelos diversos sectores e varios
equipamentos existentes no laboratério (Tabelas 1, 2, 3 e 4). Para cada sector sao impressas
listas correspondentes ao servico do dia, contendo a identificagdo de cada amostra por
ordem alfabética e numérica, com os testes a executar especificados e notas previamente
inseridas no sistema informatico relativas a amostra e ao utente (tais como a presenca de

soro hemolisado ou lipémico e informagoes que constem na ficha individual do utente).

A maioria dos sistemas analiticos estao ligados a computadores, havendo
transferéncia de dados em tempo real entre os aparelhos de andlise e os computadores

inseridos no sistema informatico.

Tabela | — Valéncia de Bioquimica Clinica (fotografias do LACJCA).

Sistemas Analiticos Metodologias e Parametros Determinadas

Espectrofotometria

Bioquimica Geral

Amostra: Soro

= Glucose, Ferro, Proteina C Reativa de alta
sensibilidade (PCR);

= Ficha Lipidica: Triglicéridos, Colesterol Total,
Lipoproteina de Alta Densidade (HDL),
Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL);

= Avaliacgdo da fungao hepatica: Alanina

Aminotransferase (ALT), Aspartato
Aminotransaminase (AST), Gama-
Figura 3 - ADVIA 1200- Chemistry System Glutamiltransferase  (y-GT) e Fosfatase

(Siemens).

Alcalina (ALP);

= Avaliacio da funcio renal: Acido Urico,
Creatinina e Ureia.

Amostra: Urina

= Acido Urico e Creatinina.

Potenciometria indireta, com elétrodos seletivos

Amostra: Soro

= lonograma: Na*, K*, CI.

11
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Tabela | - Valéncia de Bioquimica Clinica (Continuagao).

Urinalise - Urina tipo 1l
(tiras refrativas Uriflet S 9UB)

Amostra: Urina

Tira de reagentes lidas por espectrofotometria

= Exame fisico: pH, densidade, cor e turvagao
(trés ultimas detetadas por refragao, refleccao
e dispersao da luz);

= Exame bioquimico: determinagao qualitativa
ou semi-quantitativa das proteinas, glicose,

corpos  cetdnicos, pigmentos biliares,

Figura 4 - Aution Max — Ax 4030 (Menarini hemoglobina, urobilinogenio, nitritos e

diagnostics). s
g ) esterase Ieucoutana.

Urinalise - Urina tipo Il

(Sedimento Urinario) Amostra: Urina

Microscopia Automatizada (com  centrifuga

incorporada)

= Obtengao de imagens (15 campos). Permite a

contagem do total de eritrocitos, leucocitos,
células epiteliais, cilindros, bactérias, cristais e

leveduras.

Figura 5 - SediMax (Menarini diagnostics).

Hemoglobina Glicada

R

Amostra: Sangue total (com EDTA)

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

por troca idnica (troca de catides)

= Percentagem de Hemoglobina Glicada

(HbAIc) no sangue total.

Figura 6 - D-10 Hemoglobin Alc Program
(BIO-RAD).

12
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Tabela 2 - Valéncia de Hematologia (fotografias do LACJCA).

Sistemas Analiticos Metodologias e Parametros Determinadas

Hemograma e estudo de plaquetas

Amostra: Sangue total (com EDTA)

Ensaio Colorimétrico

= Hemoglobina.

Dispersao de luz - Citometria de fluxo

= Andlise  qualitativa e quantitativa de
eritrocitos, plaquetas, leucocitos e suas
subpopulagoes (linfocitos, monaocitos,

Figura 7- ADVIA 120 Haematology System eosindfilos e basdfilos).

(Siemens).

Coagulacao

Amostra: Plasma (com Citrato de Sédio)

Dispersao de Luz - Turbidimetria

= Tempo de Protrombina (TP) e Tempo de
Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa).

Figura 8 - Sysmex Ca-500 (Siemens).

Velocidade de Sedimentacao (VS)
—_— - W = Amostra: Sangue total (com Citrato de Sédio)

Método de Westergren modificado, com sistema

| 6tico - eletronico de luz visivel

= Determinacao automatica da velocidade de
sedimentagao dos eritrécitos. Tempo de
sedimentagao da |* hora (28 minutos), 12
minutos em programa de ciclo rapido. Tempo

de sedimentagao da 2* hora (45 min) e 15 min

Figura 9 - Ves matic 30 (A. Menarini em ciclo rapido.
diagnostics).
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Tabela 2 - Valéncia de Hematologia (Continuagao).

Grupos sanguineos

Amostra: Sangue total (com EDTA)
Figura 10 - Carta “DiaClon ABO/Rh ID-Card”.

Reacdo antigénio-anticorpo

= Determinagao de grupos sanguineos, ABO e

sistema Rh (positivo ou negativo).

Figura 11 - Centrifugadora para cartas dos
Grupos Sanguineos (BIO-RAD).

Tabela 3 - Valéncia de Imunologia e Endocrinologia (fotografias do LACJCA).

Sistema Analitico Parametros Determinadas

Imunologia e Endocrinologia Amostra: Soro

Método Imunoenzimatico sandwich com detecao

final com fluorescéncia - ELFA (“Enzyme Linked

Flourescent Assay”)

= Determinagao de anticorpos e antigénios
especificos: B hCG (gonadotrofina coridnica

humana), Toxoplasmose (IgG e IgM), Rubéola

Figura 12 - VIDAS 30 (bioMérieux diagnostics). (IgG e IgM).
Testes de gravidez (tira)
\‘ Amostra: Urina
=2 I N Imunoensaio cromatografico “two-site
immunoassay”

= 5 .
Figura 13 - Tira “NADAL hCG" Exemplo: Teste  Detesdo de BhCG

negativo (| banda).
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Tabela 4 - Valencia de Microbiologia (fotografias do LACJCA).

Metodologia Testes realizados
Métodos manuais = Urocultura (em conjunto com observagao
= Sementeira em meios de cultura e do sedimento aliado ou nao a tiras de teste,
isolamento adequados; dependendo do pedido);

= Observagdo microscopica a fresco = Pesquisa microbioldgica especifica ou nao

entre lamina e lamela; especifica em exsudados (vaginais, uretrais,
= Observagao microscopica de laminas faringeos, nasais, auriculares, purulentos),

coradas com Coloragao de Gram e expetoragao e outros produtos como

Ziehl-Nielson (para pesquisa de acido raspados, unhas e cabelos;

alcool resistentes); = Espermograma: observagao entre lamina e
= Testes rapidos de identificagao: lamela para avaliar a mobilidade, presenga

Oxidase, Catalase, Classe de de células, leucécitos e eritrocitos. E ainda

Lancefield (Streptoccocus sp.). verificagdo dos seguintes parametros:

aspeto; tempo de liquefagao; viscosidade;

pH e volume.

Métodos Automatizados

= Determinagao da densidade do indculo
(escala Mc Farland) para antibiogramas.

= Antibiogramas e identificagao de bactérias
(bacilos de Gram negativo e cocos de Gram
positivo).

Figura 15 - VITEK 2 — Compact (bioMérieux
diagnostics).
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Para além dos equipamentos descritos nas Tabelas I, 2, 3 e 4. O laboratorio esta
equipado com uma camara de seguranca bioldgica, centrifugadora, vortex, microscopio
otico, contador manual de células sanguineas, todos indispensaveis para a eficacia do trabalho

laboratorial.

Para garantir a qualidade do funcionamento dos equipamentos existem planos de
manutengao a cargo de entidades externas, que emitem um documento que evidencia o
cumprimento das agoes preestabelecidas e uma apreciagdo a aptidao do equipamento para

retomar ao servico com ou sem restrigoes.

Apesar da interdisciplinaridade do estagio, nos proximos capitulos sao aprofundadas
as valéncias de Hematologia e Bioquimica, visto que sao as duas areas laboratoriais que
abrangem a maior quantidade de analises realizadas no LACJCA, logo, os testes mais pedidos
rotineiramente. Assim, em conjunto, podem fornecer um grande nimero de informagoes

importantes clinicamente.
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5. Bioquimica
Nesta seccao pretende-se fazer um apanhado dos testes realizados na valéncia de
Bioquimica Clinica no LACJCA, utilidade e significado clinico dos diversos parametros,
referindo os principios de funcionamento das metodologias utilizadas para as diferentes

determinagoes analiticas disponiveis.

Dependendo das analises, na sec¢ao de bioquimica podem ser realizadas
determinagdes em soro, plasma, liquido cefalorraquidiano ou urina. No entanto, para
parametros gerais executados no LACJCA, no equipamento ADVIA 1200 é utilizado
principalmente soro, sendo apenas dois parametros determinados na urina. Os valores de

referéncia utilizados no laboratoério estao listados no Anexo Il.

5.1. Metabolismo dos Hidratos de Carbono

5.1.1. Determinacao da Glicose
Como descrito na Tabela |, o aparelho usado para determinar a maior parte dos
parametros no sector da Bioquimica é o ADVIA 1200, sendo a maioria dos testes

determinados por espectrofotometria, incluindo a glicose.

A espectrofotometria tem como base a medi¢ao da intensidade de um feixe de luz
emitido dentro de determinado comprimento de onda. Quando um feixe de luz incide numa
cuvete que contém a amostra a analisar, é absorvida uma porg¢ao da energia e emitida a luz
nao absorvida, que é transmitida ao detetor, onde o sinal de energia luminosa é convertido
em energia elétrica, este valor é registado no computador incorporado. De acordo com a
Lei de Beer, é possivel estabelecer uma relagao diretamente proporcional entre a quantidade

de luz absorvida e a concentragao de um analito, no presente caso a glicose (10).

A determinagao da glicémia (concentragao de glicose no sangue) € um dos testes de
rotina mais efetuados na bioquimica clinica, e é feita no soro através do método Glicose
Hexoquinase Il (ver Anexo |). Na urina a glicose é detetada na tira de reagentes (discutida

em 5.4.5) (11; 12).

A glicose é a principal fonte para produgao energia no organismo, sendo também

importante precursora de diversos constituintes (| 1).

Em condigoes fisioldgicas, a glicémia é mantida entre um intervalo de 70-100 mg/dL
em jejum e 70-140 mg/dL duas horas apéds refeicao (13), isto acontece pela agao da insulina,

glucagina e adrenalina. Estes analitos sao libertados na corrente sanguinea pela influéncia de
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varias condi¢oes a que o organismo esta sujeito, tais como jejum, uma refeicao ou exercicio

fisico intenso (11).

A glicose existente no nosso organismo deriva principalmente da digestao de hidratos
de carbono (HC) provenientes da dieta, se a ingestao calorica for superior a energia
consumida, ocorre regulagao dos niveis de glicose através da sua conversao em formas de
reserva, como formagao de glicogénio (glicogénese) que é armazenada no figado e musculo,
e em triglicéridos que serao armazenados no tecido adiposo. Quando o consumo de energia
excede a ingestao calérica, ocorrem os fendmenos denominados glicogendlise e
gliconeogénese, que permitem, respetivamente, a reposi¢ao da glicémia através da conversao
das reservas de HC (glicogénio), ou a sintese enddgena a partir de fontes nao glucidicas

como aminoacidos, acido lactico e glicerol (proveniente de triglicéridos) (I1).

A doenga mais frequente no que diz respeito ao metabolismo dos HC, e a qual se
diagnostica através do doseamento de glicose € a Diabetes Mellitus (DM), que se manifesta
analiticamente por niveis altos de glicose no sangue, devido a sua inadequada utilizagao pelo
organismo. A DM classifica-se em tipo | e tipo 2, existindo no entanto outros tipos
especificos consequentes de patologias subjacentes. As suas manifestacoes devem-se, de
forma geral, a deficiente produgiao ou agao da insulina, que em condigdes normais é
produzida em resposta aos niveis elevados de glicose na corrente sanguinea (por exemplo
apos refeicao), com intuito de promover a entrada de glicose nas células, normalizando

assim a glicémia (1 1).

Segundo a norma da diregao geral de saude “Diagnostico e Classificagao da Diabetes
Mellitus”, um individuo é considerado diabético quando os valores da glicémia em jejum sao
iguais ou superiores a 126 mg/dL (ou 2 7,0 mmol/L); ou quando se manifestam os sintomas
classicos acompanhados por glicemia ocasional 2 200 mg/dL (ou 2 I'l,I mmol/L); ou quando
Glicemia 2 200 mg/dL (ou 2 |I,I mmol/L) as 2 horas, na Prova de Tolerancia a Glicose Oral

(PTGO) com 75 g de glicose; ou quando Hemoglobina glicada Alc (HbAlc) 2 6,5% (14).

Para confirmagao do diagnostico numa pessoa assintomatica, deve ser realizada uma
segunda andlise, apés uma ou duas semanas, nao bastando a obten¢ao de um Unico valor

anormal de glicémia em jejum ou hemoglobina glicada Alc (14).

Existe ainda um estado pré-diabético, denominado hiperglicémia intermédia, em que
se considera que o individuo tem um maior risco para desenvolver diabetes. Este risco

verifica-se quando ha anomalia da glicemia de jejum, 2 110 e <126 mg/dL (ou 2 6,1 e <7,0
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mmol/L) ou quando ha tolerancia diminuida a glicose: glicemia as 2 horas na PTGO 2 140 e

<200 mg/dL (ou = 7,8 e <II,I mmol/L) (14).

A determinagao de glucose no sangue pode dar outras informagoes. Apesar de
menos comum que a hiperglicemia, existem alguns casos de hipoglicémia. Em geral, a
hipoglicémia resulta de uma diminuida taxa de produgao de glicose ou um aumento da taxa
da sua utilizagao. Os sintomas associados a hipoglicémia sao comuns, tais como tremores,
suores, fome, pulsagao rapida e nduseas, mas as doengas hipoglicémicas sao raras e podem
ser bastante perigosas ja que, em condig¢des fisioldgicas, o cérebro é dependente de glicose
para produgao de energia e caso se atinjam valores de glicémia muito baixos (< 20 ou 30

mg/dL), pode haver disfungao severa a nivel do sistema nervoso central (I1).

Os niveis baixos de glicose no sangue podem ocorrer transientemente, sem que haja
manifestagao de sintomas ou doengas subjacentes. Pode haver hipoglicémia idiopatica, porém
existem diversas situagoes em que as causas sao conhecidas, uma delas € comum em
diabéticos, quando ha overdose de insulina. Existem ainda casos de hipoglicémia neonatal, em
que as causas mais comuns sao a prematuridade, diabetes materno, diabetes gestacional e
toxemia materna. Quando a hipoglicémia é detetada numa fase inicial da infancia pode ter

origem em erros metabodlicos ou hormonais (1 1).

Na urina, a glicose é apenas detetada quando os valores de glicemia ultrapassam o
limiar renal (cerca de 180 mg/dL), nao sendo um teste sensivel ou especifico para avaliar
estados de hiperglicémia (I 1), existem também disfungoes renais que podem levar ao escape

de glicose na urina, nao associada a sua elevada concentragao plasmatica.

5.1.2. Prova de Tolerancia a Glicose Oral

Para a realizacao da PTGO, é necessario jejum de 8-12 horas. Esta prova tem duragao
de duas horas, fazendo-se colheita de sangue venoso em jejum as “O horas” e apds duas
horas da administragao de uma solugao glicosada pré-preparada que contém 75 g de glucose
(adultos e criangas com mais de 42 kg), quando é necessario realizar este teste em criangas
(com peso até 42 kg, inclusive) é calculada a concentragao a administrar de acordo com o
peso, administrando-se 1,75 g de glicose por quilograma de peso corporal (minimo 10 g e
maximo 75 g).

Apesar de ser um método usado para diagnostico do estado de hiperglicemia
intermédia, é também realizado em todas as gravidas (nao diabéticas), as 24-28 semanas de
gestacao caso na primeira consulta da gravidez ja nao tivesse sido diagnosticada Diabetes

Gestacional, que segundo a norma da DGS se verifica quando a glicémia em jejum ¢é igual ou
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superior a 92 mg/dl e <126 mg/dl (ou 2 5,1 e <7,0 mmol/l). Nestes casos a PTGO realiza-se
com 3 colheitas de sangue venoso, uma em jejum, as outras duas a |* hora e 2° hora apos
ingestio da solugio de 75 g de glicose. E confirmado o diagnéstico de Diabetes Gestacional

quando se conferem um ou mais valores (14):
. As 0 horas, glicemia = 92 mg/dl (ou = 5,1 mmol/l);
2. A | hora, glicemia = 180 mg/dl (ou = 10,0 mmol/l);
3. As 2 horas, glicémia = 153 mg/dl (ou = 8,5 mmol/l).

A Diabetes Gestacional é de severidade variavel, muitas vezes é assintomatica e nao
apresenta riscos de saude para a gravida, no entanto esta associada a um aumento da
incidéncia de mortalidade e morbilidade neonatal, sendo por isso importante detetar e
tratar/controlar. Esta ainda demonstrado que mulheres que apresentam Diabetes
Gestacional tém um risco significativamente superior de vir a desenvolver DM futuramente,

predominantemente tipo 2 (I 1).

5.1.3. Hemoglobina Glicada

A determinagao in vitro da HbAlc, pelo equipamento D-10 Hemoglobin Alc Program,
permite obter um cromograma pelo método HPLC por troca idnica (catioes), esta técnica
possibilita separar a HbAlc das outras fragoes de hemoglobina presentes na amostra, que
migram numa coluna de cromatografia de acordo com diferengas de carga e, apos separagao,
passam por um fotometro numa célula de fluxo em que sao medidas alteragoes na
absorvancia a 415 nm (I5). No cromograma, entre outros, obtém-se um pico
correspondente a fragao Alc, de hemoglobina glicada presente no sangue, este valor é dado
em concentragao (mmol/mol), percentagem e é também calculada a glicémia média estimada.
Num adulto normal a hemoglobina A (HbA) equivale a 97% da hemoglobina total. Ao aplicar
campo elétrico, as glicohemoglobinas (HbAI) migram mais rapidamente do que a HbA, das

hemoglobinas glicadas a fragao Alc é maioritaria (80%) (11).

A formagao de hemoglobina glicada resulta de uma reagao (glicagao, que ocorre de
forma lenta e irreversivel) entre a glicose e os grupos amina livres presentes na hemoglobina
dos eritrocitos, a sua concentragao € diretamente proporcional a concentragao de glicose
no sangue. Como os eritrécitos tém uma vida média de 120 dias em circulagao, a
determinagao da percentagem de HbAlc é usada na rotina para monitorizar o controlo
glicémico a longo prazo nos diabéticos e deve ser feita, pelo menos, semestralmente. Os

resultados sao utilizados para medir ainda o risco de desenvolvimento de complicagoes

20



Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas — FFUC Sofia de Brito Silva

associadas a DM, como nefropatia e retinopatia diabética, pois estas estao associadas a
glicacao de proteinas. Considerando-se maior risco para estas complicagoes quando os

niveis de Alc sao superiores a 7% (11;16).

Deve-se ter em conta que os valores de HbAlc podem ser alterados quando existem

por exemplo hemoglobinopatias subjacentes, sindromes hemoliticas ou policitemia (16).

5.2. Metabolismo Lipidico

Os lipidos sao essenciais em varios processos do organismo, sao constituintes de
hormonas, servem como fonte de energia, sio componentes estruturais da membrana
plasmatica e auxiliam processos digestivos. No entanto, estao também associados a
patologias comuns como doenga cardiovascular, enfarte de miocardio, acidentes vasculares

cerebrais e doenga vascular periférica (17).

A determinagao de concentragao de lipidos plasmaticos, essencialmente as
determinagoes de colesterol total e as lipoproteinas LDL e HDL, sao muito pedidos na

rotina.

5.2.1. Colesterol total
O colesterol existente no organismo é proveniente da dieta (presente somente em
produtos animais) e/ou da sintese endogena principalmente a nivel do figado e intestino. A
determinagao da concentragao plasmatica tem como principal finalidade o diagnostico ou
seguimento do tratamento de doengas que envolvem excesso de colesterol no sangue e

perturbagoes do metabolismo de lipoproteinas (dislipidémias) (12;17).

Para o doseamento do colesterol total no ADVIA 1200, é utilizado um método

enzimatico-colorimétrico (descrito no Anexo |) (12).

5.2.2. Lipoproteinas: LDL e HDL

O colesterol é transportado na corrente sanguinea dentro de lipoproteinas, que sao
complexos macromoleculares, entre outros constituintes acomodam o colesterol
esterificado e tém na sua superficie apolipoproteinas especificas. Existem varios tipos de
lipoproteinas, diferenciando-se pelas suas diferentes proporgoes de lipidos e proteinas, e
categorizam-se de acordo com a densidade. As principais lipoproteinas medidas no
laboratério sao as de baixa densidade (LDL) e de alta densidade (HDL). Estas determinagoes
sao especialmente importantes na avaliagio de risco cardiovascular (SCORE - Systematic

Coronary Risk Evaluation) (17;18).
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As LDL sao consideradas aterogénicas porque a entrada de colesterol nas células
ocorre principalmente devido a sua captagao através dos seus recetores de superficie (neste
caso apolipoproteina B100). Apesar da importancia do colesterol na biogénese de todas as
membranas celulares, a existéncia de mecanismos de homeostasia sao essenciais, visto que o
seu excesso torna-se toxico e altera as propriedades biofisicas das membranas. Como a
maioria das células do corpo nao consegue catabolizar o colesterol totalmente, este pode
ser armazenado no espaco intracelular em “bolhas” lipidicas ou transportado pela via de

transporte reverso de colesterol (17).

Quando ha excesso de colesterol nas células é inibida a expressao do recetor de LDL
e induzida a sintese de proteinas envolvidas na via do transporte reverso, que é mediado
pelas HDL. Estas lipoproteinas tém na sua superficie maioritariamente apoliproteinas A-l e
permitem a remogao do colesterol das células periféricas retomando-o ao figado, onde é
convertido em sais biliares ou diretamente excretado na bilis. Para além desta importante
caracteristica, as HDL tém propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e anticoagulantes,

que em conjunto sao benéficas para combater a formagao de placas ateroscleréticas (17).

A aterosclerose € uma doenga inflamatéria créonica e compreende todos os
processos que resultam na formagao e acumulagao de placas (ateromas) no espago sub-
endotelial de artérias, estas placas sao constituidas sobretudo de lipidos e células esponjosas
(macrofagos que acumularam excesso de colesterol). Com o passar do tempo estas
alteragdes acentuam-se havendo estreitamento das artérias. Para além disso, ha tendéncia
para ocorrer rutura das placas aterosclerodticas, com consequente formagao de trombos,
podendo resultar em obstrugoes dos vasos e no bloqueio do fluxo sanguineo, o que culmina
em episddios de isquemia (transitorios ou nao) e necrose caso o fluxo nao seja
reestabelecido rapidamente (quando compromete as coronarias, denomina-se enfarte do

miocardio) (17).

O doseamento in vitro de LDL e de HDL é feito de forma direta pelo método de
eliminagao por catalase com reagoes de ponto final enzimatico-colorimétricas, escritas no

Anexo | (12).

5.2.3. Triglicéridos
A determinagiao plasmatica de triglicéridos (triacilglicerois) € muitas vezes realizada
em conjunto com os outros lipidos na rotina, mas tem também importancia no seguimento

de individuos diabéticos.
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Os triglicéridos sao constituidos de trés acidos gordos e glicerol e sao excelentes
reservas de energia. Cerca de 90% dos lipidos ingeridos na dieta sao triglicéridos e, apos
absorgao intestinal sao transportados na corrente sanguinea por quilomicrons juntamente
com os fosfolipidos e colesterol exogenos. Estas lipoproteinas sao as menos densas e
contém maioritariamente os recetores de superficie apolipoproteina B48 e apolipoproteina

C-ll (17).

O doseamento dos triglicéridos é também feito por reagao enzimatico-colorimétrica

(anexada) (12).

5.2.4. Proteina C-Reativa de Alta Sensibilidade

Nao sendo exclusivamente usada na avaliagao de problemas no metabolismo lipidico,
a proteina c-reativa (PCR) pode ser usada como marcador de doengas cardiovasculares, esta
associagao é frequentemente devida a inflamagao vascular, nao estando clara a sua proépria
participagao na aterogénese. A PCR ¢ a proteina de fase aguda mais sensivel, um aumento na
sua concentragao plasmatica deve-se a uma resposta inflamatoria ou a ocorréncia de danos
tecidulares. Este é, portanto, um parametro inespecifico, ainda assim em conjunto com
outras determinagoes analiticas pode ser util para diagnostico ou exclusao de diversos
processos patologicos incluindo enfarte do miocardio e outros como infegoes, doengas
autoimunes e tumores (17).

Como a PCR esta habitualmente presente no plasma em baixas concentragoes, sao
necessarias metodologias altamente sensiveis para a sua quantificagao. No laboratério é
usada imunoturbidometria intensificada por latex (particulas de latex revestidas com anti-
PCR) sendo que a concentragao da PCR é fungao da intensidade da dispersao de luz

originada por agregados de latex, a turbidez resultante é medida a 571 nm (12;17).

5.3. Funcao Hepatica

O figado possui fungoes digestivas, excretoras e de desintoxicagao, armazena e
transforma nutrientes e é responsavel pela sintese de novas moléculas. A avaliagio de
alteragdes hepaticas é por isto importante, tendo repercussdoes em varios niveis do
organismo.

As mais comuns alteragoes hepaticas sao hepatites virais ou nao virais (inflamagao do
figado) e cirrose (que implica a morte de hepatécitos com substituicao por tecido fibroso).
Apesar do figado possuir poder regenerativo, se as lesdes hepaticas forem muito extensas a

proliferacao de hepatocitos pode nao ser suficiente para substituir as porg¢oes lesadas (19).
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Os principais parametros laboratoriais que podem ser usados para avaliar o
funcionamento do figado sao as enzimas descritas a seguir. Estas sao habitualmente pedidas
na rotina e normalmente requisitadas em conjunto, o que facilita a realizagao de diagndstico

diferencial.

5.3.1. Aminotransferases

As aminotransferases, Alanina Aminotransferase (ALT) e Aspartato Aminotransferase
(AST), sao enzimas que catalisam a interconversao de aminoacidos pela transferéncia de
grupos amina, alanina e aspartato respetivamente. Estas enzimas tém atividade em varios
orgaos incluindo no coragao, rins, musculo-esquelético, pancreas e no figado. A ALT encontra-
se principalmente a nivel hepatico e renal (com atividades de 2850 e 1200 no figado e rins
respetivamente, em relagdo ao soro como unidade) e a AST tem uma maior atividade no
coragao, seguida pelo figado (com atividades de 7800 e 7100, respetivamente). No entanto, a
determinagao quantitativa da atividade de ambas enzimas no soro sao principalmente feitas
para o diagndstico e acompanhamento de tratamentos de doencgas hepaticas, visto terem
atividades bastante elevadas no figado, mas para o diagndstico é importante ter em conta que
quando ha alteragoes nos outros orgaos também se verificam concentragoes séricas elevadas
de uma ou ambas enzimas, como em casos de distrofia muscular ou na sequencia de enfarte
do miocardio, que afetam principalmente concentracoes de AST, e ainda quando se esta
sujeito a determinados medicamentos (20).

As perturbagoes mais comuns em que ha aumento das atividades destas enzimas sao
as hepatites virais, hepatites alcoolicas, esteatohepatites nao alcoodlicas e hepatotoxicidade
por acetaminofeno, podendo estar também associado a colestase extra-hepatica. Nos casos
de cirrose, as atividades das aminotransferases variam com a evolugao da patologia e a
elevagao do racio AST: ALT reflete o grau de fibrose, o que é explicado pela diminuicao da
producao de ALT no figado lesado. Assim, é possivel diferenciar entre certas patologias e
fazer o acompanhamento através do perfil dos resultados e a duragao das alteragoes (20).

A ALT sendo mais especifica para lesdes no figado, na maior parte de doengas
hepaticas a sua atividade é superior a de AST, excecionando casos de cirrose, hepatite
alcodlica e neoplasias.

As aminotransferases podem ainda ser utilizadas como biomarcadores precoces para
infecOes virais e outras perturbagoes hepaticas pois as suas concentragdoes aumentam no
soro mesmo antes de haver manifestacao de sintomas clinicos (20).

O principio do método usado para a determinagao in vitro das atividades de ALT e

AST é o da IFCC (Federagao internacional de Quimica Clinica) modificado, sao usados como
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reagentes L-alanina e L-aspartato respetivamente e conforme a atividade das enzimas a medir
sera formada maior ou menor quantidade de produtos, neste caso esses produtos reagem
com NADH (presente no reagente) sendo medida a sua absorvancia, a diminuigao da taxa de

absorvancia sera proporcional as atividades das enzimas (equagao da reagao em anexo) (20).

5.3.2. Gama-Glutamil Transferase (y-GT)

A Gama-Glutamil Transferase € uma aminacido-transferase que catalisa a transferéncia
de um grupo y-glutamil presente em péptidos ou outros compostos para uma série de
acetores (20).

Esta enzima estd presente no citoplasma (em microssomas) e principalmente na
membrana celular onde assume fungdes de transporte de aminoacidos e péptidos para
dentro da célula. A sua atividade é maior nos rins, seguidos pelo figado, pancreas e intestino.
Apesar de maior abundancia a nivel renal, quando presente no soro a sua origem é
predominantemente do sistema hepatobiliar, servindo por isso como bom indicador para
diagnostico de doengas hepatobiliares, sendo uma determinagao sensivel mas nao especifica
visto que sao observadas atividades elevadas em quase todos os casos de doengas hepaticas,
independentemente das causas (20).

A atividade de y-GT sofre maiores subidas (na ordem de 5 a 30 vezes o limite
superior de referéncia) em casos de obstrugao intra-hepatica ou pés-hepatica e em certos
casos de metastases neoplasicas no figado, e podem ser detetadas mais precocemente do
que das outras enzimas. As atividades da y-GT aumentam moderadamente em hepatites
infeciosas e, em menores proporgoes, em pacientes com esteatose hepatica. Este parametro
analitico € também usado na avaliagao de doentes com hepatites alcodlicas, nos alcoodlicos
em geral e em casos de intoxicagoes por medicamentos. Isto pode ser explicado pela
indugao da atividade da enzima pelo efeito de drogas/alcool e/ou pelos efeitos toxicos que
estas substancias tém sobre os microssomas das células hepaticas (20).

No ADVIA 1200 é usado o método de referéncia modificado (IFCC), em que um
substrato sintético atua como recetor do residuo de y-glutamil, e é medida a taxa de

formagao do composto resultante (equagao em anexo) (20).

5.3.3. Fosfatase Alcalina (ALP)

A Fosfatase Alcalina (ALP) catalisa a hidrélise alcalina de um vasto numero de
substratos. Esta enzima estd também presente em varios orgaos, mas a elevagao dos seus
valores no soro ocorre principalmente quando ha alteragoes a nivel hepatobiliar ou a nivel
osseo, sendo por isso maioritariamente usadas para diagnostico ou monitorizagao de

tratamentos de patologias destes tecidos (20).
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Quando ha obstrugao biliar (colestase) é induzida a sintese de ALP pelos hepatocitos.
A atividade no soro esta especialmente elevada em obstrucoes extra-hepaticas, sendo
superior quanto maior o nivel de obstrucao. Similarmente, em casos avan¢ados de cancro do
figado ou metateses hepaticas também se podem observar valores muito altos. Por outro
lado, a atividade de ALP pode estar moderadamente elevada ou até dentro dos limites de
referéncia quando as principais alteragoes ocorrem nas células do parénquima hepatico (por
exemplo em casos de hepatites infeciosas) (20).

E possivel avaliar alteragdes ésseas com a medicio da atividade da ALP porque os
osteoblastos produzem esta enzima, sendo portanto boa indicadora da formagao ossea (e
por isso esta fisiologicamente aumentada em bebés e criangas). Os niveis mais elevados de
ALP no soro ocorrem na doenga de Paget em que a atividade de osteoblastos esta
descontrolada.Valores elevados podem ocorrer também quando ha deficiéncia de vitamina D,
hiperparatiroidismo primario ou secundario e cancro oOsseo. Para além do aumento da
atividade da ALP benigna durante a infancia, nas gravidas também ha um aumento acentuado
durante o 3° semestre da gravidez, o mesmo observa-se transitoriamente durante a
cicatrizagao de fraturas oOsseas. Existem ainda situagoes benignas familiares em que ha uma
superior atividade da enzima no soro em relacao a populagao em geral (20).

Todos estes fatores tém de se ter em conta para avaliar as causas, com atribuicao ou
nao de patologias associadas as alteragoes de atividade de ALP, devendo fazer-se sempre
avaliagdo em conjunto com as outras enzimas descritas nesta secc¢ao (20).

A determinagao analitica desta enzima tem também como principio o método IFCC
modificado, em que a ALT hidrolisa um substrato formando um produto corado e a
velocidade de formagao desse produto é proporcional a atividade da Fosfatase Alcalina, sendo

que se faz seguimento da reagao por espectrofotometria (equagao anexada) (20).
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5.4. Funcao Renal

O:s rins sao os principais 6rgaos excretores e tém importantes fungoes que permitem
a manuten¢ao da homeostasia. Uma das suas fungoes € a filtragem do sangue, retendo células
sanguineas e proteinas enquanto elimina produtos finais metabdlicos, moléculas téxicas e
ioes em excesso acompanhados por dgua (mistura a que se denomina urina). Adicionalmente
permitem a regulagao do volume sanguineo através da capacidade de produzir urina mais ou
menos diluida, a regulagdo da concentragdo dos principais ides (Na*, CI, K*, Ca**, Mg*" e
HPO,™) no sangue, secretando ainda quantidades varidveis de H" para auxiliar a regulagio o
pH do liquido extracelular (19).

Os rins tém também fungdes endocrinas, sendo responsaveis pela sintese de
eritropoietina que regula a sintese de eritrocitos na medula oOssea, sintetizando também
vitamina D que é essencial para o manter a homeostasia do calcio no sangue (19).

As principais determinagoes analiticas que podem ser usadas para avaliar a fungao
renal sao a creatinina, ureia e acido Urico. O ionograma ¢ principalmente usado para
monitorizagao do equilibrio eletrolitico, podendo muitas vezes ajudar a perceber o estado da
funcao renal (12;21).

5.4.1. Creatinina

A creatinina é o produto final da decomposicao de fosfocreatina, produzida com
intuito de ser eliminada na urina. A interconversao entre fosfocreatina e creatina ocorre
durante o processo metabdlico da contragao muscular e cerca de | a 2% da creatina livre no
musculo é convertida diariamente, de forma espontanea e irreversivel, em creatinina. Assim
sendo, a quantidade de creatinina produzida diariamente depende da massa muscular do
individuo e pode ser influenciada pela sua dieta (quantidade de carne ingerida). A produgao
de creatinina aparenta estar dependente da quantidade circulante, diminuindo a produgao
quando aumenta a sua concentragao sanguinea. Ainda assim, € um bom pardmetro para o
calculo da clearance renal (depuragao de creatinina), servindo como marcador da taxa de
filtracao glomerular (TFG), ja que a sua produgao é constante e é livremente filtrada a nivel
glomerular (apenas uma pequena parte é reabsorvida a nivel tubular) de modo que, em
condigoes fisiologicas a concentragao plasmatica mantém-se dentro de limites estreitos e é
relativamente constante, permitindo assim auxiliar o diagnostico e tratamento de doengas
renais bem como na monitorizagao da dialise renal (12;22).

Para a determinagao in vitro da atividade da creatinina na urina e no soro € utilizada
uma modificagio do método de Jaffe (em Anexo), que se baseia na reagao de acido picrico

com a creatinina, num meio alcalino, produzindo um complexo corado, a velocidade de
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formacao desse complexo sera proporcional a concentragao de creatinina na amostra. O
método modificado tem como objetivos corrigir as interferéncias habituais como da
bilirrubina e interagoes nao especificas de proteinas do soro (12).

5.4.2. Ureia

A ureia é um produto do catabolismo de proteinas e aminoacidos (sintetizada a partir
da amonia, no figado, pela agdo de enzimas do chamado “ciclo da ureid”) e ¢é
predominantemente excretada na urina (90%), sendo filtrada livremente pelos glomérulos e
cerca de 40-70% ¢é reabsorvida passivamente a nivel tubular. Estas caracteristicas permitem
que a medigao de ureia sanguinea seja usada como indicadora da fungao renal, no entanto
estd demonstrado que os niveis de creatinina podem fornecer melhores informagoes.
Clinicamente a medigao da concentragao de ureia em conjunto com creatinina tem especial
interesse. As concentragoes plasmaticas de ureia de cada pessoa variam consoante varios
fatores pré-renais nao relacionados com a fungao renal incluindo dietas ricas em proteinas,
reabsorgao de proteinas plasmaticas em casos de hemorragias gastrintestinais, aumento do
catabolismo proteico, tratamentos com cortisol ou analogos, diminuicao da perfusao renal e
desidratacao. Estas situagoes podem nao afetar significativamente as concentragoes de
creatinina, havendo elevagao do racio ureia: creatinina. Em casos de obstrugao pos-renal ou
azotemia, doengas ou falhas renais, ambos os compostos se apresentam elevados,
observando-se no entanto maior subida dos niveis de ureia, o que também resulta na
elevagao do racio ureia: creatinina. A presenca de racios mais baixos podem dever-se a
malnutricao (défice de consumo de proteinas) e doenca hepatica severa (22).

No laboratério é quantificada a ureia no soro através de uma reagao enzimatica em
que é utilizada urease e glutamato desidrogenase (equagdes da reagao completa em anexo).
Neste método ocorre a hidrolise da ureia presente na amostra, regenerando-se amonia.
Numa segunda reagao, na presenca de amonia, havera oxidagio de NADH e a taxa de
variagao da absorvancia é registada (diminui com desaparecimento de NADH), que sera
proporcional a concentragao de ureia (12).

5.4.3. Acido Urico

O 4acido urico é um composto azotado, produto do catabolismo dos nucledsidos
adenosina e guanosina, a maioria provém da degradacao de acidos nucleicos endogenos e sao
sintetizadas cerca de 400 mg de acido Urico diariamente, sendo cerca de 300 mg
provenientes da dieta. O acido Urico encontra-se em pequenas quantidades na urina e a sua
excre¢ao envolve uma série de passos. Inicialmente virtualmente todo o acido Urico presente
nos capilares glomerulares é filtrado, porém de seguida é quase inteiramente reabsorvido na

porcao inicial do tubulo proximal, posteriormente ocorre secre¢io do acido urico para o

28



Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas — FFUC Sofia de Brito Silva

limen na porgao distal do tubulo proximal e vai ocorrer novamente reabsorgao. No final
apenas 6% a 12% do filtrado inicial é eliminado na urina (22).

Conhecem-se varias patologias que podem provocar aumento (hiperuricemia) ou
diminuicao (hipouricemia) dos niveis de acido urico no sangue. A hiperuricemia é
normalmente detetada em analises de rotina, tem diversas causas (algumas desconhecidas) e
em geral deve-se a ocorrer maior taxa de formacao (como em certas doengas metabolicas
hereditarias) ou menor taxa de excregao de acido urico (como por consequéncia de doenga
renal aguda ou croénica e utilizagao de diuréticos tiazidicos) (22).

Este parametro laboratorial é principalmente usado para investigar a presenga de
“Gota”, uma doenga em que as concentragoes de acido Urico estao muito elevadas, havendo
formacao de cristais que sao depositados nas articulagdes, o que provoca um intenso
processo inflamatoério. A Hiperuricemia esta também presente em gravidas com pré-
eclampsia e o doseamento do acido Urico plasmatico é usado como indicador do grau de
severidade (22).

E importante fazer vigilincia de doentes hiperuricémicos, mesmo quando
assintomaticos, pois hiperuricemia e hiperuricuria podem resultar em doencgas renais, que
incluem nefropatia com deposicio de uratos no parénquima renal, deposicio aguda
intratubular de cristais de acido Urico e nefrolitiase (22).

A hipouricemia é bastante menos frequente do que a hiperuricemia, esta pode indicar
presenca de doenca hepatica grave em que ha diminuicao de sintese de purinas ou da
diminuicao da atividade da xantina oxidase (enzima essencial na sua via catabdlica), deficiente
reabsorgao tubular de acido Urico, ou um defeito metabdlico hereditario (22).

Para fazer o doseamento do acido urico no soro e na urina utiliza-se um método

enzimatico que resulta na formagao de um complexo corado (reagao em anexo) (12).

5.4.4. lonograma

Os eletrélitos doseados no LACJCA sao os ides mais frequentemente pedidos na
rotina: Na*, K" e CI. Em conjunto estes sdo uteis para avaliar o equilibrio eletrolitico que
pode estar alterado em varias situagoes distintas pois a sua regulagao é feita através de um
conjunto de sistemas incluindo o sistema renal, respiratério, digestivo e tegumentar que por
sua vez sao controlados pelo sistema nervoso e endocrino (19).

Para a medicao dos eletrolitos sao usados sensores potenciométricos com elétrodos
seletivos de ides (ISEs), que estio incluidos no sistema analitico ADVIA 1200. A
potenciometria consiste na medi¢ao da diferenca de potencial elétrico entre dois elétrodos
numa célula eletroquimica. Os elétrodos estio em contacto com solugdes eletroliticas e

conectados por um condutor ionico. Num dos elétrodos, a solugao eletrolitica equivale a
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amostra a analisar (ou quando é feita a calibragao diaria, equivale a solugao
padrao/calibrador), no outro elétrodo o potencial é fixo, ja
conhecido (elétrodo de referéncia). A diferenga de potencial assim gerada é proporcional a
concentracao do iao a medir. Como se tratam de ISEs, cada elétrodo tem uma membrana
com permeabilidade para uma espécie ionica especifica, sendo utilizados 3 elétrodos no
LACJCA (um permeavel ao sédio, outro ao potassio e outro ao cloro). Estas medigoes sao
simples, rapidas, nao destrutivas e podem ser usadas numa ampla variedade de

concentragoes (12;23).

5.4.4.1. Saédio

Os ides sédio (Na') sdo os catides extracelulares predominantes (cerca de 90%), tém
como fungao principal a manutengao da distribuicao de agua e pressao osmética do fluido
extracelular. O organismo carece de apenas | a 2 mmol/dia de Na’, no entanto numa dieta
normal sao ingeridos 130 a 260 mmol/dia, sendo o excedente é excretado na urina. A
quantidade de sédio que entra no nefronio depende da TFG e a sua taxa de reabsorgao é
principalmente determinada pela Aldosterona (uma hormona adrenal), que atua nos tubulos
distais e interage com os trocadores de ides Na'/K" e Na'/H" assim, quanto maiores
concentragoes de aldosterona maior quantidade de sédio é reabsorvida (sempre
acompanhado por ides cloreto e agua) e consequentemente menor quantidade é eliminada
na urina (21).

As concentracoes de sodio no fluido extracelular nao sao, na sua maioria, controlados
por mecanismos diretos mas sim por mecanismos que respondem a variagio da
osmolalidade do fluido extracelular e da pressao arterial. Por exemplo, quando ha aumento
da osmolalidade do sangue (normalmente por consequéncia de aumento na concentragao de
Na®) a neuro-hipdfise secreta a hormona antidiurética (ADH) que por sua vez aumenta a
reabsorcao de agua, concentrando assim a urina e diminuindo a osmolalidade do liquido
extracelular. Quanto a pressao arterial, esta € controlada pelo sistema renina-angiotensina-
aldosterona. De forma geral, quando por exemplo o rim deteta diminuicio da pressao
arterial (débito diminuido) aumenta a libertagao de renina que por sua vez desencadeia a
conversao do angiotensinogenio em angiotensina |, que é convertida em angiotensina Il, esta
desencadeia a secrecao de aldosterona, repondo a volémia (e a pressao arterial
simultaneamente) mantendo ao mesmo tempo a osmolalidade (19;21).

O doseamento das concentragoes de sédio no sangue € Util no diagnostico e
tratamento de inumeras doencas que envolvem desequilibrios eletroliticos. Quando se

verificam concentragoes de sédio diminuidas (hiponatremia) as causas principais sao perdas
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extra-renais como vomitos e diarreia prolongada, ocorrendo para além dessas perdas por
exemplo no SIADH (Sindrome de Secrecao Inadequada de ADH), por ingestao de elevadas
quantidades de agua apds sudagao intensa ou em casos de hiperglicemia em que ha
deslocamento de agua para os vasos levando a diminuicao da concentragao de sodio
(hiponatremia dilucional). Quando se verifica hipernatremia (em que ha aumento das
concentragdes de Na®) algumas das causas principais sio a administracio de solugdes salinas
hipertonicas, aldosteronismo (secregao inadequada de aldosterona) e perda de agua em
excesso (como acontece em casos de diarreias e na diabetes insipida) (19).
5.4.4.2. Cloreto

Os ides cloreto (ClI) sao os anides predominantes no fluido extracelular, como ha
forte atragao ionica entre anides e catioes dificilmente se consegue separa-los e por isso os
mecanismos de regulagao da concentragao de catidoes também regulam a concentragao dos
anioes (21).

A determinacao da concentragao de CI” é importante para o diagndstico diferencial
principalmente de desequilibrios de acido-base, sedo usado no calculo do hiato-anionico
(Na" - [ClI + HCO;)). A sua medicdo tem especial importincia durante a corre¢io da
alcalose hipocalémica e em situagoes de vomitos prolongados, que diminuem os niveis de CI’
no sangue (12;19;21).

5.4.4.3. Potassio

O potassio (K*) é o principal catido intracelular e as necessidades do organismo sio
satisfeitas através da dieta. As suas concentracdes extracelulares devem ser mantidas num
intervalo estreito visto que o seu gradiente através da membrana plasmatica influencia o
potencial de membrana (aumento nas concentracdes extracelulares de K* levam a
despolarizagao do potencial de membrana em repouso, a diminuigao nas concentragoes de
K* conduzem a hiperpolarizagdo), por esta razio disturbios na homeostasia do potassio
podem ter consequéncias graves a nivel cardiaco e neuromuscular. A eliminagao de potassio
depende principalmente da aldosterona, dos niveis de Na® e K ingeridos e do equilibrio
acido-base (21).

No ionograma é possivel detetar situages de hipocaliémia (niveis de K" baixos no
sangue) que se devem nomeadamente a situagoes de alcalose (na compensagao ha entrada
de K' nas células por troca de H’, havendo também eliminagdo renal), aumento da perda
renal devido a uso de diuréticos excessivos, aldosteronismo ou perdas gastrintestinais.
Podem igualmente ser detetadas situagdes de hipercaliémia (niveis altos de K* no sangue) em
que uma das possiveis causas € a diminuigao da excregao renal (por exemplo na doenga de

Addisson em que ha diminuicao da secregao de aldosterona). Perante estas situagoes é
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importante ter em conta que a concentracao de potassio podera estar falsamente elevada
quando o soro se apresenta hemolisado (pela libertacao do potassio do interior das células).
Casos de hipercaliémia e de hipocaliémia podem também estar relacionados com a
deficiéncia de insulina (como observado na cetoacidose diabética) ou pela sua administragao
em excesso nos diabéticos respetivamente, visto que a insulina controla a entrada de K* nas
células (19;21).
5.4.5. Analise Sumaria da Urina

A Andlise Sumaria da Urina ou Urina tipo Il é a urindlise mais frequente na rotina.
Esta tem duas componentes que funcionam de forma sequencial e automatizada nos
equipamentos Aution Max e Sedimax. Em primeiro lugar, no Aution Max é determinada a
densidade (através do indice de refragao), turvagao (por dispersao da luz), analisada a cor da
urina (reflectancia) e com a tira de reagentes é feita a determinagao qualitativa ou semi-
quantitativa (através de reagoes colorimétricas especificas lidas por espectrofotometria) de
pH, proteinas, glicose, corpos cetdnicos, pigmentos biliares, urobilinogénio, hemoglobina,
nitritos e esterase leucocitaria. De seguida, as amostras de urina passam para o 2° aparelho,
Sedimax, que faz a andlise automatica do sedimento, tendo incorporada uma centrifugadora
(10 segundos/2000 rpm) e microscopio, o que possibilita a obtencao de imagens de 15
campos que ficam disponiveis no software do computador para observagao e validagao. No
sedimento devem ser identificados e semi-quantificados os eritrocitos, leucocitos, células
epiteliais, cilindros (hialinos, de leucocitos ou eritrécitos e granulosos), bactérias, leveduras e

varios tipos de cristais (ilustrados na Tabela 5) (24;25).

Os resultados da analise sumaria da urina sao frequentemente utilizados na avaliagao
de insuficiéncia renal aguda e doenga renal crénica, do grau de hiperglicemia e fungao
hépato-biliar, mas podem também fornecer informagdoes acerca de muitas outras situagoes.

Na Tabela 6 estao algumas das informagoes que podem ser tiradas desta urinalise.

A observagao do sedimento é mais frequentemente usada para auxiliar o diagnostico
de infegoes urinarias, verificando presenca e grau da piuria (leucocitlria) e bacteriuria. No
entanto € também importante para a interpretagao dos resultados bioquimicos, por exemplo
quando ha positividade para “sangue” na tira de reagentes, significa que “heme” esta
presente na urina, mas s6 pela observagao de eritrécitos no sedimento é que se pode
confirmar hematuria, caso houver positividade na tira mas nao no sedimento isto pode ser
indicativo de fendmenos de hemolise e rabdomidlise ou ter ocorrido lise de eritrdcitos pela

alcalinidade da urina ou pela sua diluicao (pH > 8.0 ou densidade <I,010 kg/m?). A

32



Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas — FFUC

Sofia de Brito Silva

observagao do sedimento também tem importancia na identificagdo de risco para litiase

renal (conforme o tipo e quantidade dos cristais observados) (25).

Tabela 5 - Tipos de Cristais mais observados no sedimento urinario e seus significados
clinicos (25).

Cristais de Oxalato de Calcio:
Quando em grandes quantidades podem
indicar presenga de calculos renais de oxalato
de calcio ou envenenamento por etileno

glicol.

Figura 16 - llustracao de cristais de
oxalato de calcio.

Cristais de Fosfato de Calcio:
Formam-se em urina alcalina e quando
presentes em grandes quantidades podem
indicar presenga de calculos renas de fosfato

de calcio.

Figura 17 - llustracao de Cristais de
fosfato de calcio.

Cristais de Acido Urico:
Formam-se em urina acida, quando em
grandes quantidades sugerem presenga de

calculos renais de acido uUrico ou nefropatias.

Figura 18 - llustragao de cristais de acido
urico.

Cristais de Fosfato Triplo:
Formam-se em urina alcalina, podem indicar
presenca de calculos renais de estruvite
(potenciados por infe¢ao por microrganismo

produtor de urease).

Figura 19 - llustragio de cristais de fosfato
triplo ou estruvite (fosfato-magnésio-
amonia).
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Tabela 6 - Significados clinicos dos parametros da analise sumaria da urina (com

respetivos valores de referéncia) (25;26).

Parametro

Principais Significados Clinicos

Aspeto da urina
Normal: transparente (diluida)

a amarelo (concentrada)

Vermelho: hematuria macroscopica; Vermelho escuro ou “coca-
cola”: sugestivo de glomerulonefrite; Amarelo escuro/ Laranja:
Bilirubinuria; Verde: Sugestivo de infecao por Pseudomonas sp.
Turvagao: Indicativa de pilria ou cristaldria.

Espuma excessiva: Proteinuria.

pH
Normal: 5.5 - 6.5

pH baixo (<5.3): Indicativo de acidose metabdlica.
pH alto (normalmente >7.0): Indicativo de alcalose metabdlica;
Infegdo por microrganismos que possuem urease (como Proteus

sp.).

Densidade (kg/m?)
[.003 (muito diluida) - 1.030
(muito concentrada)

Se <1.022 em doente em jejum de |12 horas (comida + bebida),
considera-se que ha deficiente capacidade de concentragao da
urina e ~1.010 sugere perda de fungao tubular.

Se >1.022 em doente oliglirico, sugere falha pré-renal.

Se <1.010 em doente hipernatrémico, sugere diabetes insipida.

Hemoglobina
Normal: negativo (<10 pg/L)

Sindrome
nefritico; Doenca renal poliquistica; Doengas urologicas; Infegoes

Hematiria: Indicativa de doengas glomerulares;

e litiase renal.

Proteinas
Normal: negativo (<20 mg/dL),
ou vestigios em urina muito
concentrada

Proteinuria: Indicativa de doenga renal cronica/ aguda; Nefropatia
diabética; Sindrome nefrético; Pré-eclampsia e eclampsia.

Glucose
Normal: negativo (<70 mg/dL)

Glicosuria com hiperglicemia: Indicativa de DM.
Glicosuria sem alteragées na glicémia: Indicativa de glicosuria
renal, associada a disfungao tubular proximal.

Corpos Cetonicos
Normal: negativo (<10 mg/dL)

Cetondria sem cetoacidose: Fome ou dieta com restricio de HC.
Cetonuria com cetoacidose: Cetoacidose diabética ou alcodlica.

Pigmentos Bilirrubiares

Normal: negativo (<0,6 mg/dL)

Bilirrubindria: Indicativo de doenga hepatobiliar ou hemdlise.

Urobilinogénio
Normal: negativo (<0,2 mg/dL)

Presenca de urobilinogénio: Doenga hepatica.
Presenca de bilirrubina sem urobilinogénio na urina é indicativo
de obstrugao biliar.

Esterase Leucocitaria

Normal: negativo

Piuria: Indicativa de Infecao do trato urinario.
Pidria estéril: Indicativa de Infecido niao bacteriana; prostatite;
nefrolitiase e glomerulonefrite.

Nitritos
Normal: negativo (<0,08
mg/dL)

Nitritos na urina indicam infecao pela presenca de bactérias
(Enterobacteria) que possuem nitratase (convertem nitratos em
nitritos).
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5.5. Ferro sérico

O ferro é um nutriente essencial que possui fungdes importantes no transporte de
oxigénio (componente da hemoglobina) e na produgio de ATP na cadeia respiratoria.
Compreende-se por ferro sérico o ferro existente no estado férrico (Fe’") ligado a
transferrina sérica (27).

Aliado a estudos hematolégicos, medigoes de ferritina sérica, capacidade de ligagao do
ferro e protoporfirinas eritrocitarias permitem caracterizar anemias e outras patologias
relacionadas com o metabolismo do ferro. Em muitos casos de deficiéncia de ferro e de
doencas inflamatoérias cronicas a concentracao de ferro sérico esta diminuida, mas isto nem
sempre se verifica. As concentragoes de ferro sérico estao acima dos valores de referéncia na
presenca de hemocromatose, patologia que se carateriza pela acumulagao de ferro no
organismo, bem como em anemias aplasticas, hepatites agudas, intoxicagoes por ferro ou
apos administragao de suplementos (27).

O ferro sérico é determinado no laboratorio através de uma reagao (em anexo) que
permite libertagao do ferro da transferrina e sua redugao, no estado ferroso é assim

combinado com um cromogéneo sendo lida a absorvancia final (12).
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6. Hematologia

No laboratéorio LACJCA estio, também, disponiveis equipamentos para a
determinagao de varios parametros hematologicos frequentemente pedidos na rotina. Ao
longo desta secgao serao descritas as principais metodologias utilizadas para tais
determinagoes e sua aplicabilidade, assim como as principais alteracoes hematologicas
encontradas e seu significado.

O sangue é responsavel por uma grande parte de fungoes essenciais a vida incluindo
o transporte de gases, nutrientes, produtos de degradacao, varias moléculas reguladoras e
intermediarias, possuindo um importante papel na homeostasia que abrange a manutengao
do pH, fenomenos osmoticos, manutengao da temperatura corporal, protegao contra
substancias estranhas e reparacao de tecidos. Por todas estas razdes o seu estudo pode
revelar muito sobre o nosso estado de saude. Num adulto, o tecido sanguineo compoe 8%
do peso corporal e é composto por elementos Figurados (células e fragmentos celulares),
que em condigoes fisiologicas constituem cerca de 45% do volume total de sangue, rodeados
por uma matriz liquida, denominada plasma, que constitui os restantes 55% (19).

O processo de produgio dos elementos Figurados é chamado hematopoiese
(ilustrada pela Figura 20). No inicio da vida (embriao e feto) esta decorre em varios orgaos e
tecidos como saco vitelino e figado fetal, apos o nascimento passa a ocorrer principalmente a
nivel da medula 6ssea vermelha (inicialmente com alguma participagao de tecidos linfoides,
para producao de linfécitos) mas mais tarde, nos adultos, a hematopoiese ocorre na medula
ossea vermelha que nesta fase da vida esta apenas confinada aos ossos chatos e epifises
oOsseas (vertebras, costelas, externo, bacia, fémur proximal e imero proximal) (19).

Na medula 6ssea vermelha existe uma populagao de células estaminais (células
indiferenciadas) que sao precursoras dos elementos Figurados. De acordo com diferentes
fatores de crescimento, as células estaminais hematopoiéticas diferenciam-se em células
progenitoras mieloide e linfoide, que dao origem as suas linhagens correspondentes. A
linhagem mieloide origina 4 populagoes, nomeadamente proeritroblastos (que originam
eritrocitos), mieloblastos (originam basofilos, eosindfilos e neutrdfilos), monoblastos
(produzem os monocitos) e megacarioblastos (de onde provém as plaquetas). A célula

progenitora linfoide apenas se diferencia em linfoblastos, que originam linfocitos (19).
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Figura 20 - Representagdo esquematica da Hematopoiese (células representadas ndo estdo a escala).
Adaptado de VANPUTTE C. et al. - Seeley’s Essentials of Anatomy & Physiology, 2016.

6.1. Anticoagulantes

Anticoagulantes sao particularmente importantes para estudos hematoldgicos, visto
que a coagulagao impossibilita a contagem e observagao de células sanguineas. Como
referido no capitulo 3, é importante utilizar anticoagulantes adequados aos diferentes
parametros a determinar.

Para estudos hematologicos de rotina os anticoagulantes preferenciais a serem usados
sao EDTA e citrato de sodio, para contagem de células sanguineas e testes de coagulagao
respetivamente (28).

O mecanismo de a¢ao do EDTA baseia-se no seu efeito quelante sobre ides de cilcio,
que sao essenciais para iniciar o processo de coagulagao.Ao colher sangue para os tubos que
contém EDTA é necessario encher o tubo com sangue suficiente para que a concentragao de
EDTA nao ultrapasse 2 mg/ml, isto porque excesso deste anticoagulante resulta na
degeneracao e diminuicao do tamanho das células, levando a diminuicido do hematécrito e

aumento da concentragao da hemoglobina corpuscular média (CHCM), provocando também
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desintegracao e aumento de tamanho das plaquetas, o que resulta numa contagem de
plaquetas artificialmente alta (28).

Similarmente, o uso do anticoagulante citrato de sédio funciona como quelante de
cdlcio, no entanto o efeito é revertido quando se adiciona a amostra uma quantidade
suficiente de calcio (6). Neste caso o anticoagulante deve estar presente num racio de [:9,
este racio € critico pois efeitos osmoticos e alteragdes na concentragao de ides de calcio
livres afetam os resultados dos testes da coagulagao. Quando o hematocrito € elevado pode

ser necessario ajustar este racio (28).
6.2. Hemograma

Os principais parametros avaliados na valéncia de hematologia sao realizados através
do analisador hematolodgico automatico ADVIA 120, que permite avaliar qualitativa e
quantitativamente a série vermelha e branca do sangue, assim como as plaquetas.
Diariamente, apos a passagem de 3 niveis de controlo (baixo, normal e alto) e procedimentos
de manutencgao diarios pode iniciar-se o processamento das amostras dos utentes. (29).

Antes de colocar as racks com amostras no autoanalisador deve-se ter atengao que o
sangue deve estar bem homogeneizado, para além disso, se o aparelho estiver parado ha
algum tempo, deve passar-se uma amostra (primer) no inicio da rack.

Os valores de referéncia para muitos dos parametros sao diferentes consoante o

sexo e idade, todos os valores de referéncia usados do LACJCA sao listados no Anexo Il

6.2.1. Hemoglobina

A Hemoglobina (Hb) é uma heteroproteina que possui 4 grupos heme (que contém o
ferro, normalmente no estado ferroso (Fe*")) e 2 pares de globina (sendo as cadeias a e B as
principais). A Hb esta contida nos eritrocitos e niveis suficientes sao necessarios para
assegurar a oxigenagao dos tecidos (~98,5% de oxigénio é transportado combinado com a
hemoglobina, os restantes ~1,5% sao transportados dissolvidos na agua presente no plasma)
(19;27).

A determinagao da concentragao de Hb no sangue total é feita no ADVIA 120 através
de um ensaio colorimétrico pelo método de referéncia em que, primeiramente os eritrocitos
sao lisados (a Hb é libertada) e o ferro do heme é oxidado, passando do estado ferroso ao
estado férrico. O Fe’* é combinado com o reagente (cianeto de potassio), formando o
produto da reagao (cianometahemoglobina) cuja transmitancia é lida a 546 nm (29).

Concentracgao de Hb abaixo dos valores de referéncia indica que se esta perante uma

anemia, quando estd acima dos valores de referéncia (bastante mais raro) pode significar
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eritrocitose/policitemia (aumento do numero de eritrécitos no sangue). Na avaliagao dos
niveis de Hb é importante ter em conta a volémia porque, conforme o grau de hidratagao, a
concentragao de Hb pode variar (29;30).

6.2.2. Hematocrito

Numa coluna com sangue total centrifugado, o hematocrito (Htc) define-se pela
proporcao do sangue ocupada por eritrécitos. No método automadtico obtém-se o
hematocrito através do numero dos eritrocitos (RBC) e Volume Corpuscular Médio (VCM).
Em geral, o hematdcrito baixo significa anemia, e alto pode significar policitemia mas, tal
como para a concentragao de Hb, o Htc também esta dependente do volume plasmatico
assim, um Htc acima dos valores de referéncia pode verificar-se quando o volume do plasma
esta diminuido, como acontece em casos de desidratacao, uso de diuréticos, em fumadores e
alcodlicos (29;30).

6.2.3. Eritrocitos: Analise Quantitativa e Qualitativa

Os Eritrocitos sao células vermelhas (globulos vermelhos) sem nucleo, com forma
biconcava (permite maior area de superficie que é importante para rapidez nas trocas
gasosas), facilmente deformaveis (sendo facil a passagem pelos vasos sanguineos de pequeno
calibre) e tém diametro médio de 7.5 pym. Estas sao as células mais numerosas em circulagao,
nos homens existem cerca de 5.4 x10° eritrécitos por microlitro de sangue e nas mulheres
4.8 x 10° eritrécitos por microlitro (19;29).

A contagem dos eritrocitos é feita pela detegao da dispersao de luz emitida a dois
angulos diferentes (alto e baixo), originada pela passagem do fluxo das células (uma a uma)
pela camara de fluxo, permitindo simultaneamente obter o nimero, o volume (angulo baixo)
e o contetdo de Hb (angulo alto) das células presentes nas amostras. Os eritrocitos sao
células biconcavas facilmente deformaveis, e por isso antes da passagem pela camara de fluxo,
os eritrocitos sao isovolumetricamente esferificados, o que permite reduzir o quociente de
variagao dos sinais da dispersao da luz (31).

Através destas medigoes sao obtidos histogramas para o volume e conteudo em
hemoglobina dos eritrdcitos, e sao automaticamente calculados varios indices eritrocitarios

Uteis, nomeadamente os apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7- Alguns indices eritrocitarios importantes derivados das determinacoes
diretas no Hemograma (29).

Parametro Calculo
VCM (Volume Corpuscular Médio) Média do histograma do volume (HV) dos RBC
DDE/RDW (indice de Dispersio )
i N Desvio padrao do HV dos RBC x 100
Eritrocitaria /“Red Cell Distribution RDW (%)=
Width”) veM
HCM (Hemoglobina Corpuscular Hb (g/dL) x 10
- HCM (pg)=— > —
Média) RBC (10°/uL)
CHCM (Concentragao de Hb (g/dL) x1000

CHCM (g/dL)=

Hemoglobina Corpuscular Média) VCM x RBC (10%/uL)

Estes indices sao principalmente usados para auxiliar na diferenciagao dos varios tipos

de anemias (mais aprofundados no capitulo 6.4). Conforme a concentragao de hemoglobina
presente nos eritrocitos (e sendo a hemoglobina que da a coloragao vermelha dos
eritrocitos) pode-se classificar anemia hipocromica (quando CHCM  diminuida),
normocromica (CHCM normal) e hipercromica (CHCM aumentada). Conforme o volume
médio dos eritrécitos sao classificadas anemias microciticas (VCM diminuido), normociticas
(VCM normal) ou macrociticas (VCM aumentado).

Quando se observa uma grande variagdo do tamanho dos eritrocitos o RDW esta
acima do considerado normal e indica presenga do fendmeno designado anisocitose, este
fenomeno é comum e deve-se a presen¢a de microécitos, macrocitos ou ambos (29;32).

6.2.4. Plaquetas: Analise Quantitativa e Qualitativa

As plaquetas sao fragmentos celulares dos megacariocitos, cada um produz entre
5.000 a 10.000 plaquetas de diametro médio de 1,5 - 3 uym. Estas sao essenciais para manter
a integridade do sistema circulatorio, através da sua agregagao conseguem selar orificios em
pequenos vasos (que ocorrem com frequéncia todos os dias), promovendo também a
formacgao de coagulos que ajudam a estancar hemorragias em lesoes maiores (19;29;30).

Os parametros plaquetarios sio determinados no mesmo canal de reagio dos
pardmetros eritrocitarios, simultaneamente, e com a mesma metodologia. Os sinais de
dispersao de luz do angulo baixo e alto equivalem, respetivamente, ao volume e ao indice de
refracio das plaquetas. E aplicado um limite superior, com base no volume, de forma a fazer-
se diferenciagao entre plaquetas e eritrocitos, no entanto, € compreensivel que, mesmo com
a precisao caracteristica destes métodos, possam ocorrer situagoes em que plaquetas
gigantes presentes em certas amostras sejam contadas como eritrocitos (29).

Aumento do numero das plaquetas (trombocitose) é habitualmente consequente da

producao excessiva na medula ossea (doengas mieloproliferativas), sendo também
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frequentemente associado a doengas infeciosas e inflamatorias, como osteomielite e artrite
reumatoide. Esta situagao pode predispor para fendmenos trombéticos (29;33).

A reducao do numero de plaquetas (trombocitopenia) ocorre essencialmente por
aumento da destruicao ou deficiente produgao de plaquetas, resultando principalmente da
presenca de autoanticorpos (purpura autoimune), infecao por HIV, certas terapéuticas
farmacologicas, quimioterapia e excesso de alcool. Quando a trombocitopenia é grave resulta
em hemorragia cronica através de pequenos vasos e capilares sanguineos (19;29;33).

E importante saber que a contagem de plaquetas pode estar falsamente diminuida
(pseudotrombocitopenia) devido a varias situagoes comuns, nomeadamente a agregacao
plaquetaria e coagulagao parcial, que pode ocorrer em colheitas dificeis, ou a presenga de
anticorpos EDTA dependentes, causando agregagao plaquetaria ou fenomenos de satelitismo
(plaquetas agrupam-se em volta de neutrofilos). Nos casos em que isto se verifique, deve ser
repetida a colheita em tubos com citrato de sodio (29;34).

Através dos parametros obtidos no hemograma sao determinados também os indices
plaquetarios como VMP (Volume Médio das Plaquetas), indice de Dispersio Plaquetar (IDP/
PDW) e o “Plaquetodcrito” que por analogia ao hematocrito permite ter uma indicagao do
volume de sangue que é ocupado pelas plaquetas circulantes. Assim como os indices
eritrocitarios ajudam na caracterizagao de anemias (entre outras patologias), estes ajudam a
caracterizar as varias disfungoes plaquetarias (35).

6.2.5. Leucocitos: Analise Quantitativa e Qualitativa

Os leucocitos sao células esbranquicadas (globulos brancos) nucleadas que tém
fungao imunoldgica, de protecao do organismo contra invasores externos e de “limpeza”,
removendo células mortas através da fagocitose (19).

Como esta ilustrado na Figura 20, os leucocitos dividem-se em dois grupos,
granulocitos (possuem granulos grandes, visiveis ao microscopio otico) e agranulécitos (com
granulos muito pequenos, dificilmente visiveis ao microscopio), sendo denominados de
acordo com a sua aparéncia microscopica no esfregaco sanguineo corado. Na Tabela 8 estao
expostas as caracteristicas morfologicas e fisiologicas basicas dos granulécitos (basofilos,
eosindfilos e neutrofilos) e na Tabela 9 sao descritas as caracteristicas dos agranuldcitos
(linfécitos e monacitos) (19).

A andlise quantitativa e qualitativa dos leucécitos no ADVIA 120 é feita por contagem
diferencial automatica. O tamanho das células é avaliado por dispersao da luz, e o seu
conteldo por reagoes citoquimicas. No canal de reagao da peroxidase, os eritrocitos sao
lisados, os leucocitos sao fixados e, com a adicao de um reagente (substrato), sao formados

precipitados negros nas células onde a enzima peroxidase esta presente (granulagoes de
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eosindfilos, neutrofilos, monocitos e em células imaturas). Assim, € medida a absorvancia das
células, que sera diretamente proporcional a atividade da peroxidase (a maior atividade
verifica-se nos eosindfilos, a menor nos monécitos). No canal de reagao dos basofilos os
eritrocitos, plaquetas e todos os leucécitos (excecionando os basofilos) sao lisados, sendo
assim possivel realizar a contagem de basofilos e a categorizagio dos leucocitos
polimorfonucleares e mononucleares com base na forma e complexidade nuclear que

apresentam (36).

Tabela 8 - Classificacao dos leucocitos granulocitos (polimorfonucleares) e suas
caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas (19;29;30) (Figuras adaptadas de LOFFLER H.
et al. - Atlas of Clinical Hematology, 2005).

Granulécitos Morfologia Fisiologia
Basofilos
= Representam apenas
. = Diametro médio: 1 0-14 0,01-0,3% dos leucocitos
um; circulantes;
= Loébulos dificilmente Libertam histamina e
visiveis; outras substancias
O = Granulos citoplasmaticos promotoras de
E grandes que fixam inflamacao;

Figura 21 - Dois baséfilos num
esfregaco de sangue periférico (SP),
coloragao de Pappenheim.

corantes basicos.

Libertam heparina que
previne coagulagao.

Eosinoéfilos

Diametro: 12-17 pm;
Nicleo com 2 Iébulos

(ocasionalmente 3);

Representam cerca de |-
6% dos
circulantes;

leucocitos

Associados a respostas

= Granulos citoplasmaticos inflamatorias em alergias
fixam corantes acidicos e asma;

. s o ina). Envolvimen n
Figura 22 - Situagao de eosinofilia (eosina) Vo V. ~e to ) a
num esfregago de SP, coloragao de destruicao de parasitas.
Pappenheim.

Neutrofilos
. Representam cerca de
= Diadmetro: 12-15 pm; 70%  dos  leucocitos
= Nducleo com 2- 5 I6bulos; circulantes:
= Granulos citoplasmaticos Fagocitam

Figura 23 - Neutrofilo num

esfregaco de SP, coloragao de

Pappenheim.

pequenos que coram tanto

com corantes acidicos

como basicos.

microrganismos e outras
substancias estranhas.
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Tabela 9 - Classificacdao dos leucécitos agranulécitos (mononucleares) e suas
caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas (19;29;30) (Figuras adaptadas de LOFFLER
H. et al. - Atlas of Clinical Hematology, 2005).

Agranulocitos

Morfologia

Fisiologia

Linfocitos Diametro dos linfocitos
. Representam cerca de 15-
pode variar entre 10-16 o o
20% dos leucocitos
pm; .
) . circulantes;
= Ndcleo com cromatina .
; i = De acordo com o tipo de
B condensada e citoplasma o
. . linfécito (B, T ou Natural
escasso. Mas quando sao . . .
. ) Killer)  tém diferentes
ativados o citoplasma . . .
] funcoes incluindo
Figura 24 - Linfécito num torna-se mais abundante e . .
< ) producio de anticorpos,
esfregago de SP, coloragio de a cromatina menos b ics _
i contribuicdo para reagoes
Pepenheim. condensada; e P' 2
) . alérgicas, rejeicado  de
= Diferentes tipos de <
o enxertos, regulagio do
linfocitos normalmente . . .
. o sistema imunitario e
nao se distinguem
] controlo tumoral.
morfologicamente.
Monécitos
= Representam cerca de 3-
= Diametro: 12-20 pum; 8% dos leucdcitos
= Nucleo irregular, circulantes;
frequentemente lobulado, =@ No sangue sao células
com mais citoplasma do fagociticas, tornando-se
que o linfocito. macrofagos quando deixam
Figura 25 - Mondcito num a circulagao.
esfregaco de SP, coloragao de
Pepenheim.

Os parametros leucocitarios obtidos no hemograma (valores absolutos e relativos)
podem indicar presenga de varias situagoes patologicas, graves ou hao.

Quando a concentragao de leucdcitos total no sangue ultrapassa limites superiores
dos valores de referéncia (para sexo e grupo etario), esta-se na presenga de leucocitose. Esta
nao pode ser interpretada sem os valores da contagem diferencial. Quando ha aumento dos
neutrofilos, € provavel que se deva a inflamagao e infegoes bacterianas, podendo também
ocorrer fisiologicamente na gravidez. Em infegoes virais observa-se frequentemente aumento
dos linfécitos o que também esta associado as leucemias mais frequentes. Quando ha
eosinofilia, é provavel que se trate de reagoes alérgicas ou infegoes parasitarias (33).

Caso o nimero de leucocitos total esteja abaixo dos valores do intervalo de
referéncia, esta presente leucopenia. Similarmente, esta deve ser interpretada em conjunto
com a contagem diferencial mas, em geral, ocorre em resposta a certas terapéuticas

imunossupressoras ou citotoxicas (por exemplo no tratamento do cancro), podendo estar
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associada também a certas infegoes, doengas autoimunes, bem como situagoes de stress. A
leucocitopenia esta por vezes associada a diminuicao das outras células sanguineas

(pancitopenia) que ocorre, por exemplo, na faléncia hematopoética (29;33).
6.3. Esfregaco de Sangue Periférico

Sempre que no hemograma se verifiquem anomalias, deve ser considerada a
realizagao e observagao de um esfregago com a amostra de sangue em questao. Esta
observagao constitui, por um lado uma forma de verificar os resultados da contagem
automdtica, e por outro permite a observagao de anormalidades significativas, que nem
sempre sao identificadas pelos métodos automatizados (29). No LACJCA os esfregacos de SP
sao principalmente observados para a verificagao de resultados dos indices eritrocitarios,
leucocitarios e plaquetarios anormais, em que se examinam caracteristicas morfologicas das
células, é realizada a contagem diferencial manual de leucocitos e sao detetados agregados
plaquetares.

Cada esfregago é preparado manualmente a partir amostras de sangue total com
EDTA, permitindo uma uniforme distribuigao das plaquetas (o que pode nao acontecer se for
utilizado diretamente o sangue “fresco”). Para fazer o esfregago a amostra deve ser bem
homogeneizada, coloca-se uma gota de sangue junto de uma das extremidades de uma lamina
de vidro (identificada), que deve estar bem limpa, posicionando-se outra lamina encostada a
um angulo aproximado de 25°- 30° e espalhando uniformemente. Um esfregago ideal € fino,
para que se observe as células sem haver sobreposicao. Apds o esfregago estar bem bem
seco as laminas sao coradas com o corante de Leishman, uma das versées do método de
Romanowsky, que usa azul metileno e eosina (29).

6.3.1. Alteracoes nos Eritrocitos

Nesta valéncia tive a oportunidade de observar esfregacos de laminas de utentes do
LACJCA e laminas preparadas da AEQ, que possuiam uma série de formas anormais
(poiquildcitos). Reporto na Tabela 10 alguns achados observados ao longo do estagio, que sao
muito menos frequentes na rotina do que as ja mencionadas situagoes de hipocromia,

microcitose e macrocitose (Figuras 26 e 27).
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Figura 26 e 27 - Macrocitose (esquerda); Microcitose e Hipocromia (direita). Coloragao de Wright. Adaptado
de. LONGO D. L. - Atlas of Hematology and Analysis of Peripheral Blood Smears em Harrison's Principles of Internal
Medicine, 2015.

Tabela 10 - Alteracoes morfologicas eritrocitarias observadas (29;32).

Achados e Significado Morfologia no SP

Células em Alvo:

Ponto central do eritrécito mais corado do que
normal, aparentando um alvo. Esta forma é
resultado de haver membrana “em excesso” .
para o volume celular. Algumas das situagoes em \ Y
que podem surgir sio em problemas hepaticos, '
hipo-betalipoproteinémia hereditaria e o 7

deficiéncia de ferro. ; -

Figura 28 - Células em Alvo, coloragao de
Leishman (fotografado no LACJCA).

Dacriocitos:

Os eritrocitos apresentam-se com forma de
lagrima, ocorre principalmente na fibrose da
medula ossea e deficiéncia na produgao de
eritrocitos, em anemias graves.

Figura 29 - Dacriocitos, coloragiao May-
Griinwald—Giemsa (adaptado de BAIN B. J.-
Blood Cells: A Practical Guide, 2006).

Esferocitos:

Eritrocitos com  forma  esférica, nao .

apresentando a forma biconcava caracteristica.

Pode ocorrer diminuicaio do diametro. Esta

forma é consequente de anormalidades da AN
membrana e citoesqueleto hereditarias (no caso
da esferocitose hereditaria) ou adquiridas,
podendo ocorrer em varios tipos de anemias

hemoliticas. Figura 30- Esferocitos, coloragio de
Pappenheim (Adaptado de LOFFLER H. et al. -
Atlas of Clinical Hematology, 2005).
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Eliptocitos e Ovalécitos:

Os eritrocitos adquirem forma eliptica ou oval,

ocorre principalmente devido a defeitos

congénitos na formagao do citoesqueleto, como

acontece na eliptocitose hereditaria. Menor ~
quantidade de eliptocitos ou ovalocitos € T

também observada na anemia por deficiéncia de

ferro, entre outras.

Figura 30 - Ovalécitos (ex. seta vermelha) e
eliptocitos (ex. seta preta), coloragao de

Leishman (fotografado no LACJCA).

Acantocitos e Equindcitos: - 7 B -

Sio  células  espiculadas que  diferem L - "
morfologicamente pelo tamanho e disposicao
das espiculas que é menor e mais regular nos % .

espiclas s < =
equinécitos do que nos acantécitos. Os %

Y oy |

acantocitos surgem habitualmente em doenga

hepatica, alcoolismo e outras doengas que levam &
5 =

ao aumento do colesterol na membrana celular. | @ < ¥y

™R

Os verdadeiros equinocitos sao raros, mas sao L

Figura 32 - Acantécitos, coloragao de May-
L Griinwald—Giemsa (Adaptado de BAIN B. J.-
que surgem por atraso na realizacao do Blood Cells: A Practical Guide, 2006).

esfregaco ou sujidade na lamina.

frequentemente confundidos com artefactos

Para além das anomalias descritas e ilustradas podem ser detetadas no esfregaco
outras alteragdes pouco comuns na rotina, muitas delas que pude observar apenas em
laminas preparadas da AEQ), incluindo drepandcitos, estomatocitos, esquizocitos, inclusoes
eritrocitarias como corpos de Howell Jolly, Heinz e Pappenheimer e ainda presenga de

parasitas (como Plasmodium spp. e Leishmania spp.).

6.3.2. Alteracoes nas Plaquetas e
Leucocitos b .
) ] P ®
As alteragoes nos eritrocitos sao mais variadas e $
frequentes na rotina, mas também me foi possivel

observar algumas alteragoes a nivel das plaquetas e

» ~Ll
leucocitos. e -%

No caso das plaquetas, as alteragoes mais Figura 31 - Agregados plaquetares,

~ ~ L coloragao de Pappenheim (Adaptado de
observadas no esfregaco sao a agregacao plaquetaria LOFFLER H. et al. - Atlas of Clinical

Hematology, 2005).

46



Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas — FFUC Sofia de Brito Silva

(Figura 33) e diminuicao/aumento do numero de plaquetas. Deve-se ter em conta que as
plaquetas podem funcionar mal sem se apresentarem morfologicamente anormais (33).

Quanto aos linfécitos, deve estar-se alerta
para o aumento do nimero e presenca de células
precussoras, que podem ajudar a diagnosticar e /
classificar leucemias (aprofundadas no capitulo 6.5). L&q ¥

A 4

Uma das alteragoes morfologicas que se observa ®

mais frequentemente é a presenga de linfocitos

ativados que estao presentes em infegoes virais, os
Figura 32 - Linfocito atipico, coloragao de
May-Griinwald—Giemsa (Adaptado de BAIN B.
J. - Blood Cells: A Practical Guide, 2006).

exemplos mais extremos podem verificar-se nos
casos de mononucleose infeciosa, provocada pelo

virus Epstein-Barr (29;32).
6.4. Anemias

As Anemias sao os disturbios mais diagnosticados com base nas analises de rotina e
implicam baixos niveis de hemoglobina no sangue, podem surgir por diminuicao do niumero
de eritrdcitos, diminuigao da hemoglobina nos eritrocitos (CHCM baixa) ou ambas as
situagoes em simultaneo. As anemias tém varias causas, para facilitar diagnostico diferencial
podem ser classificadas de acordo com o VCM (resumido na Tabela I1). Para desvendar a
origem do problema/confirmagao do diagndstico sao necessarios exames complementares
ao hemograma, incluindo doseamento de reticulocitos, testes que avaliam a eficiéncia do
metabolismo férrico e da fungao renal (mencionados nos capitulos 5.5 e 5.4), e doseamento

de vitamina B2 e acido félico (esséncias na hematopoiese) (19;33).

Tabela I | - Classificacao das anemias com base no VCM (30;33)

VCM | VCM Normal VCM
Anemia Microcitica Anemia Normocitica Anemia Macrocitica
=  Deficiéncia de ferro =  Hemorragias =  Deficiencia de BI2
= Anemia da doenga =  Hemodlise elou  acido  fdlico
cronica (hemolitica) (megaloblastica)

=  Talassemias = Inicio de  défice =  Alcoolismo
nutricional (B12, =  Disfungao tiroideia ou
Ferro, 4cido félico) hepatica

= Insuficiéncia renal
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6.5. Neoplasias Hematolégicas

Algumas das mais graves e raras situagoes que se podem encontrar em hematologia
sdo as neoplasias hematologicas. Estas podem afetar todos as linhagens celulares, afetando
mais frequentemente linhagens leucocitarias. Quando as neoplasias resultam da proliferagao
anormal de células na medula &ssea, manifestando-se predominantemente no sangue
periférico, denominam-se Leucemias. Por outro lado, designam-se Linfomas quando a origem
neoplasica primaria é nos ganglios linfaticos, sendo “tumores solidos”, podendo também ter
fases leucémicas. Nestes casos, através do exame de esfregago de SP é apenas possivel fazer
diagndstico morfologico preliminar de leucemias. Para fazer diagndstico definitivo sao
necessarios testes mais sofisticados, como imunofenotipagem e testes citogenéticos, para
além do medulograma (ou biopsias dos nddulos linfaticos para linfomas), que nao estao
disponiveis na maior parte dos laboratérios da comunidade (29;33;37).

As leucemias podem ser genericamente classificadas de acordo com o diagrama da
Figura 35, tendo em conta a linhagem celular afetada e predominancia de células maturas ou
imaturas no sangue periférico e na medula &ssea. Os linfomas (Figura 36) dividem-se
classicamente nos tipos Hodgkin e Nao-Hodgkin (mais comuns) e classificam-se
essencialmente com base nos tipos de células e padrao de crescimento no nodulo linfatico

37).

Leucemia Linfoma
| |
Aguda Crénica Hodskin Nao-

g Hodgkin

|
| |
Linfoide Mieloide Linfoide Mieloide
(LLA) (LMA) (LLC) (LMC) Difuso Folicular

Figuras 33 e 34 - Classificagao geral de Leucemias e Linfomas.

Leucemias agudas (Figura 37) distinguem-se das croénicas (Figura 38) pela presenga de
grande quantidade de células imaturas ou blastos no sangue periférico, estas sao as formas
mais graves, pois a proliferacao das células cancerigenas da-se mais rapidamente, sendo a

sobrevida dos doentes inferior (38).
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Figura 36 - Leucemia Linfoide Aguda. Coloragio  Figura 35 - Leucemia Linfoide Cronica, coloragio
de Leishman (fotografado no LACJCA). de Leishman (fotografado no LACJCA).

6.6. Coagulacao

Existem varios mecanismos que o organismo poe em pratica para prevenir perdas de
sangue, desde processos imediatos como a constri¢ao da vasculatura a nivel dos pequenos
vasos e agregac¢ao plaquetaria, a formagao de codgulos. Os coagulos formam-se com intuito
de travar ou minimizar perdas de sangue quando vasos estao severamente danificados, e sao
constituidos por uma rede de fibrina que aprisiona plaquetas, eritrécitos e fluido. Os fatores
de coagulagao normalmente presentes no plasma sao apenas ativados quando ha lesao, pela
sua exposicao ao tecido conjuntivo ou pela libertagao de quimicos, como a tromboplastina
(fator tecidular), do tecido lesado. Isto vai desencadear a ativagao dos restantes fatores ao
longo da cascata de coagulagao. Quando o fator “Protrombinase” é ativado, este por sua vez
converte a protrombina em trombina, culminando na conversao do fibrinogénio em fibrina.
Para manter equilibrio no sistema circulatorio existem anticoagulantes em circulagao como a
heparina e antitrombina, a uma certa distdncia do ferimento, a concentragao dos
anticoagulantes sobrepoe-se a dos fatores de coagulagao ativados, permitindo que o sangue
continue a fluir normalmente (19).

Existem varias situagdes que podem levar a coagulagao ineficaz, nomeadamente
disfungao hepatica, pois € no figado que se da a sintese maioritaria dos fatores de coagulagao,
por défice de vitamina K, que é necessaria na sintese de muitos fatores de coagulagao, e por
défice de Ca™ ou de plaquetas, que também tém papel importante no processo de
coagulagao (19).

Para estudar a eficacia do processo de coagulagio e essencialmente monitorizar
terapéutica anticoagulante, que é muito usada em especial nos utentes mais idosos, para além

do estudo das plaquetas ja referido no capitulo 6.2.4., sao realizados testes como o Tempo de
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Protrombina (TP) e Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa). O TP mede o tempo
que (ap6s adicio de Ca®™) o plasma leva a coagular depois da ativacio do factor VII (Figura
39), na presenca de uma concentragao ideal de tromboplastina (recombinada com
fosfolipidos). Este teste permite assim avaliar a agao da protrombina e ainda a integridade dos
factores V, VI, X e fibrinogénio no plasma. O TTPa avalia o tempo de formac¢ao do coagulo
pela adicao de reagente com concentragoes ideais de ativador de superficie e fosfolipidos,
que ativa o fator Xl sem ativar o fator VIl (Figura 39), avaliando assim os fatores dessa via

(39;40).

Activagio por Contacto (TPPa)

7

Xl == Xlla

!

Xl| = Xla Aftivagio Tecidular (TP)
IX w— Xa Vila Vil

Villa

Calcio

FL

X Xa

Va
Calcio
FL

Protrombina—— o Tiombina

Fibrinogénio—— Fibrina

XU ——— XNl ——.-I
Coagulo de fibrina

Figura 37 - Classico modelo da cascata da coagulagao (in vitro) com indicagao da fase em que se iniciam os
testes TPPa e TP. FL, Fosfolipidos (mimetizam fatores plaquetarios in vivo); a, Fator ativado (Adaptado de RABER,
M. N., Coagulation Tests em Clinical Methods:The History, Physical, and Laboratory Examinations).

O TP é oficialmente reportado pelo INR (“International Normalised Ratio”) de modo
a padronizar os resultados entre laboratorios, o que é especialmente relevante para o
controlo de terapias anticoagulantes. Quando este racio esta acima dos valores de referéncia
isto indica que ha risco aumentado de hemorragias. O INR é calculado de acordo com a
formula abaixo, em que ISl corresponde ao Indice de Sensibilidade Internacional (do

reagente):

TP utente )'S'

INR= [————
(TP referéncia

A metodologia usada no Sysmex Ca-500 para estes testes de coagulagao baseia-se na
turbidimetria, sendo possivel detetar a formagao do coagulo de fibrina pela turbidez

originada, aumentando a dispersao da luz.
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6.7. Velocidade de Sedimentacao

A Velocidade de Sedimentagao (VS) é utilizada essencialmente como um marcador de
inflamagao que, apesar de inespecifico, € muito pedido na rotina para auxiliar diagnostico

meédico.

A VS é medida num aparelho automatico, Ves-Matic 30, utilizando tubos especiais
para sangue total (com citrato de sodio). A metodologia usada é uma modificagao do
método de Westergren (estima-se a velocidade de sedimentagao de eritrocitos numa pipeta
de 200 mm posicionada na vertical durante | hora, obtendo-se a velocidade expressa em

milimetros/hora), a automatizagao permite processamento muito mais rapido e pratico (41).

A VS é influenciada por muitos fatores,
estando severamente alterada quando ha
formacdo de “rouleaux” (Figura 40) em que os
eritrocitos tém tendéncia a formar “pilhas”
(acelerando a sedimentagao), o que acontece em J
estados inflamatérios em que ha aumento de s
proteinas plasmaticas de elevado peso molecular,

como imunoglobulinas policlonais, fibrinogénio, a 4
? R
.-

macroglobulina e outras proteinas de fase aguda. . ,
g P g Figura 38 - Fenémeno de "Rouleaux" num

Este fenémeno pode acontecer também noutras  esfregaco de SP, colocragdo de Leishman
(Fotografado no LACJCA).

situagoes, como na presenga de mielomas

(aumento de imunoglobulinas monoclonais) e em

gravidas (aumento do fibrinogénio) (29;42).

VS dentro de valores de referéncia nio pode excluir a presenca de doenga, no
entanto sabe-se que, na grande maioria, em infe¢coes agudas ou croénicas, neoplasias e
doengas degenerativas a sedimentagao de eritrocitos € mais rapida. Para além disso, este
teste é util para avaliar a progressao de doengas como artrite reumatoide e tuberculose, tem
valor preditivo para desenvolvimento de SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) nos
seropositivos e, como aumenta precocemente apos enfarte do miocardio, também pode ser

bom indicador em conjunto com os outros marcadores (29;42).
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6.8. Grupos Sanguineos

Os sistemas de classificagao dos grupos ABO e Rh sao os de maior importancia nos
testes de compatibilidade, sendo principalmente relevantes durante a gravidez, para a
realizagdo de transplantes e transfusoes de sangue (34).

No sistema ABO (Tabela 12), os grupos sanguineos sao determinados pelo tipo de
antigénio a superficie dos eritrécitos (contudo sao expressos também noutras células),
podendo ser A, B, ambos conjuntamente (AB) ou 0, que se define pela auséncia dos
antigénios A e B. Na auséncia dos antigénios A ou B, sdo produzidos os anticorpos contra os
mesmos, o que se pensa acontecer nos primeiros meses de vida pelo contacto com
antigénios presentes em certos microrganismos ou alimentos. Ea presenca de tais anticorpos
que esta na origem das rejeicoes e hemolise intravascular, que ocorrem em casos de

incompatibilidade (19;34).

Tabela 12 - Sistema ABO: Antigénios e anticorpos presentes nos eritrocitos.

Grupo/ Antigénio A B AB 0
Anticorpos Anti-B Anti-A - Anti-A e Anti-B

O sistema Rh é mais complexo. Quando se considera Rh-positivo isto significa que o
antigénio D estd presente a superficie dos eritrocitos, e Rh-negativo significa a auséncia do
mesmo. Neste caso, os anticorpos sao apenas produzidos quando um individuo com
eritrocitos Rh-negativos sao expostos a Rh-positivos, o que pode ocorrer durante a gravidez
caso o feto tenha fenoétipo diferente da mae (19;34).

Para além do antigénio D, estao descritos muitos outros, os mais comuns sao os
antigénios C, c e E, e (podem estar presentes independentemente da presenca do RhD). O
antigénio D é o mais imunogénico e é composto por varios epitopos e, por vezes, devido a
rearranjos génicos podem carecer em alguns, existindo antigénios D parciais. O mais
importante dos antigénios D parciais ¢ o D", individuos com este fenétipo podem produzir
anticorpos anti-D contra os epitopos em falta, na sequencia de imunizagao por eritrocitos
Rh-positivos fetais ou transfundidos. Desta forma, é necessario atribuir aos eritrocitos do
doente com D" positivo a classificagio de Rh-negativo clinicamente (34).

Os testes para conhecer os grupos sanguineos sao considerados testes imuno-
hematologicos, sendo que a metodologia usada se baseia no principio dos testes
imunolégicos, havendo detecao de complexos antigénio-anticorpo formados. No LACJCA, os

grupos sanguineos sao determinados através de cartas de identificagao, pela técnica de
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aglutinagao em coluna, em que é adicionada uma suspensao de concentrado de eritrocitos a
cada um dos microtubos da carta, que contém uma matriz de gel com o anticorpo
monoclonal especifico. Durante a centrifugagao (na centrifugadora especifica para estas
cartas) os eritrocitos livres vao se depositar no fundo dos microtubos enquanto que os
eritrocitos que sofrem aglutinagao (pela formagao de complexos antigénio-anticorpo) ficam
aprisionados/fixados no topo do gel, sendo a interpretagao facil, como ilustrado nas Figuras

41 e 42 (43).

Figuras 39 e 40 - “DiaClon ABO/Rh ID-Cards”, com anticorpos monoclonais, da esquerda para a
direita:1*coluna, grupo A. 2° coluna, B. 3% coluna, AB. 4° coluna, DV negativo. 5% coluna, CDE. 6 coluna,
controlo negativo. Fotografia da Esquerda: tipo A, Rh positivo; Direita: tipo B, Rh positivo (fotografado no
LACJCA).
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7. Fase Pos-Analitica
Na fase pos analitica, compete ao laboratério assegurar a emissao de relatérios com

todos os resultados das analises requisitadas dentro dos prazos previstos e em condigoes de

confidencialidade (7).

Nesta fase é necessario ter em conta e avaliar a forma como as situagoes que surgem
durante as fases analitica e pré-analitica influenciam os resultados, ja que os erros sao
arrastados ao longo de todo o processo analitico. Devem por isso ter-se sempre em conta
as interferéncias que podem estar presentes e vir a condicionar a emissao de resultados
auténticos. As interferéncias podem ser exogenas (no caso de certos firmacos) ou
endogenas (no caso de lipemia, hemolise e ictericia) e é importante ter conhecimento
destas. Rotineiramente, o que mais se verifica sao situagoes de hemodlise e lipemia. Na
bioquimica, soros hemolisados podem interferir na detecao de certos comprimentos de
onda e, em concentragoes suficientemente elevadas, a hemoglobina pode inibir atividade da
lipase (interferindo na determinagao dos triglicéridos). Uma amostra lipémica pode interferir
na leitura de analitos doseados por métodos colorimétricos, pois verifica-se aumento da
turbidez e dispersao da luz da amostra, para além disso, a presenga de grande quantidade de
lipoproteinas na amostra provoca deslocamento do volume, o que pode estar na origem de
situagoes de pseudo-hiponatrémia, por exemplo. Na hematolologia este interferente
também pode ser significativo, podendo nomeadamente aumentar falsamente a contagem de

plaquetas (44;45;46).

A tarefa da validagao dos resultados no laboratério é realizada pelas especialistas em
anadlises clinicas. A validagao tem como objetivo dar garantia de que os resultados foram
obtidos em condigoes técnicas adequadas (em conformidade com o MBPL), tendo em
consideragao resultados do controlo de qualidade interno e possiveis interferentes. Para
além disto, deve ser analisada a coeréncia dos resultados obtidos com a histéria clinica,
resultados anteriores, diagnéstico e terapéutica instituida, sempre que estas informagoes sao

fornecidas e relevantes (7).
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8. Conclusao

Hoje em dia as analises clinicas tém uma importancia indiscutivel para a pratica
médica, mas houve um longo caminho percorrido até chegarmos a este ponto, havendo
certamente mais por conhecer e técnicas por aperfeicoar, sendo neste sentido que se deve
encarar o trabalho enquanto técnico ou especialista no laboratério.

Durante o mestrado tive a oportunidade de consolidar conhecimentos
anteriormente adquiridos na area das ciéncias biomédicas, em que obtive bases na maioria
das areas, mas com estudo direcionado essencialmente para a investiga¢ao, neste momento
sinto que acrescentei bastante valor a minha formagao com a realizagao deste mestrado,
permitido focar-me agora na area do diagnostico, que sempre me fascinou.

Apesar do LACJCA nao realizar muitos dos parametros que sao apenas realizados a
nivel hospitalar, foi sem ddvida uma experiencia enriquecedora que permitiu ter contacto
com as principais areas no laboratorio clinico. Durante o estagio tive a oportunidade de
adquirir conhecimentos que nao teria sido possivel ganhar no contexto de uma aula,
nomeadamente sobre o proprio funcionamento do dia-a-dia num laboratério de andlises de
rotina, desde aspetos técnicos as limitagdes econdmicos e burocracia envolvida. Sinto que o
estagio e o curso em si me despertou sobretudo para o quao complexos os sistemas
biologicos sao, havendo sempre necessidade de procurar mantermo-nos atualizados dentro
do nosso campo, e como todas as valéncias da clinica estio interligadas, sendo a
interdisciplinaridade uma caracteristica importante para os profissionais nesta area.

Um dos pontos mais importantes que retenho do meu tempo como estagiaria é a
importancia do rigor na realizagao das tarefas, da comunicagao entre os membros da equipa
no laboratério e como € essencial admitir os proprios erros, assumindo sempre

responsabilidade pelas nossas agoes no laboratério.
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10. Anexos

Anexo l. Equagoes das reagdes que ocorrem nas determinagoes dos principais parametros da

Bioquimica Clinica - sistema ADVIA 1200 (12):

I- Glicose (Hexoquinase Il)

Glicose + ATP 1&X°n3se licose-6-Fosfato + ADP

G6PD*

Glicose-6-Fosfato + NAD" 6-fosfogluconato + NADH + H”

Faz-se leitura da absorvancia (340/4]1 nm) apds adicdo do |° reagente e apos 2°, a diferenca da
absorvancia é proporcional a concentragio da glucose na amostra.
* Glicose-6-fosfato Desidrogenase

2- Colesterol Total

£ Colesterol Est &
Ester de Colesterol + H,O =22 BS, Colesterol + Acidos Gordos

Colesterol Oxid
Colesterol + O, XS X®Y 5 lest-4-en-3-ona + H,O,

Peroxidase

H,O, + Fenol + 4-Aminoantipirina Quinoneimina + H,0,

A absorvincia do complexo corado formado (Quinoneimina) é lida a 505/694 nm, sendo
proporcional a concentragao do colesterol total na amostra.
3- Colesterol LDL Direto
|* Fase: eliminagao do colesterol associado a todas as lipoporteinas excepto a
LDL através de uso de um surfactante seletivo. A catalase presente no |° reagente
remove o peroxido gerado.

- Colesterol Est A .
Ester de Colesterol + H,0 =222 B Colesterol + Acidos Gordos

Colesterol Oxid
olesterol Oxi ase; Colest-4-en-3-ona + H,0,

Colesterol + O,

2* Fase: Quantificacao especifica do LDL. 2° Reagente adicionado com outro

surfactante liberta o colesterol da LDL e a azida sodica inibe catalase.

- Colesterol Est A .
Ester de Colesterol + H,0 —2= B Colesterol + Acidos Gordos

Colesterol Oxidase

Colesterol + O2 » Colest-4-en-3-ona + H,O,

H,O,+ 4-aminoantipirina + TOOS*M» Quinoneimina + 4H,0

A absorvancia do complexo corado formado (Quinoneimina) é lida a 596 nm e é proporcional a
concentragao de LDL na amostra.

*N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3-metilanilina
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4- Colesterol HDL Direto
Ia

Fase: Similarmente a reagao 3. As particulas nao-HDL sao eliminadas pela agao

de surfactante seletivo e catalase remove o peroxido formado no final.

- Colesterol Est A .
Ester de Colesterol + H,O —Z=rO =€ o lesterol + Acidos Gordos

Colesterol Oxid
Colesterol + O, “2=€r0 2XA@E, Colest-4-en-3-ona + H,O,

2° Fase: HDL libertado por agao do segundo reagente e a azida sodica inibe
catalase.

Colesterol Esterase

Ester de Colesterol + H,O » Colesterol + Acidos Gordos

Colesterol Oxidase

Colesterol + O2 » Colest-4-en-3-ona + H,0O,

H,O, + 4-aminoantipirina + HDAQGx Feroxidase Iminoquinona + 4H,0

A absorviancia do complexo corado (iminoquinona) é lida a 596nm e é proporcional a
concentracao de HDL na amostra.

*N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)- 3,5- dimetoxiamilina
5- Triglicéridos

Triglicéridos + 3H,0O ﬂ» Glicerol + Acidos gordos

ATP + Glicerol _SlicerolKinase | ~licerol-3-fosfato + ADP

. li | -3-fosf:; id . .
O,* Glicerol-3-fosfato Shcerel -3-fosfato Oxidase_ 14 5 + Dihidroxiacetona Fosfato

. Peroxidase . .
2H,0, +4-aminofenazona + 4-Clorofenol _— """ Iminoquinona + H,O

E lida a absorvancia do complexo corado (Iminoquinona) a 505/694 nm, sendo proporcional a

concentragao de triglicéridos na amostra.

6- ALT (Método IFCC modificado)
L-Alanina + a-CetoqutaratoL Piruvato + L-Glutamato

. Lactato desid
Piruvato + NADH I2Cf2t0 CeSICrogenase | octato + NAD*

A diminuicio da taxa de absorvancia (lida a 340/410 nm) é proporcional a atividade da ALT.

7- AST (Método IFCC modificado)

AST
L-Aspartato + a-Cetoglutarato — —— pOxalacetato + L-Glutamato

Malato Desid
Oxalacetato + NADH 220 “eSIArogenase A malato + NAD*

A diminuicao da taxa de absorvancia (lida a 340/410 nm) é proporcional a atividade da AST.
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8- y-GT (Método IFCC modificado)

L-y- Glutamil-3-Carboxi- GGT 5-Amino-2-Nitrobenzoato +
4-Nitroanilida + Glicigicina L-y-Glutamil-Glicilglicina

A taxa de formagio do 5-amino-2-nitrobenzoato (medido a 410/470nm) é proporcional a

atividade de y-GT.
9- ALP (Método IFCC modificado)

ALP, Mg2+ Zn2*
NPP* + AMP* ® ™ s p-Nitrofenol + AMP-PO,

Velociade de formacio do p-Nnitrofenol (composto corado),medida a 410/478nm, é
proporcional a atividade da ALP presente na amostra.
*para-Nitrofenilfosfato; ** 2-amino-2-metil- 1 -propanol

10- Creatinina (Método de Jaffe modificado)

- i . OH- - .
Creatinina + Acido Picrico ——» Creatinina-Picrato
Absorvancia do complexo corado (Creatinina-Picrato) é lida a 505/57 Inm, é proporcional a
concentracao de creatinina.

I1- Ureia

Ureia + H,0 —2r%¢_, 2 NH,+ CO,*

NH* + a-Oxoglutarato + NADH — " Glutamato + NAD* + H,0

A diminuicdo da taxa de absorvancia (lida a 340/410 nm) é proporcional a concentragio de

Ureia.
12- Acido Urico
Acido Urico + 2 H,0 + O, &» Alantoina + CO, + H,0,
H* + TOOS + 4-aminofenazona + 2H,0O, M Quinona di-imina + 4H,0

A absorvancia do complexo corado formado (Quinona di-imina) é lida a 545/694 nm e é
proporcional a concentragao de acido Urico na amostra.

13- Ferro
. 3+ H+ . 3+
Tranferrina (Fe”) ———» Apotransferrina + Fe

Fe’* + Acido ascérbico ——p Fe™
Fe2+ + Ferrozina ——» Complexo Fe*'/Ferrozina

Absorvancia do complexo corado Fe2*/Ferrozina é lido a 571/658 nm e é proporcional a

concentragao de ferro (Fe3* )na amostra .
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Anexo Il. Valores de referéncia usados no LACJCA para a valéncia de Bioquimica

Clinica.

ANALITO

Glicose

Hemoglobina Glicada

Colesterol total

Colesterol LDL
Colesterol HDL

Triglicéridos

PCR

ALT

AST

v-GT

ALP

Creatinina:
Soro

Creatinina:
Urina
Ureia

Acido Urico:
Soro
Acido Urico:
Urina

Sodio e Cloreto

Potassio

Ferro Sérico

VALORES DE REFERENCIA

50-100 mg/dL
5,7-6,4%

Risco de DM: >6,4%
IFCC: 20-42 mmol/mol
Adulto: <200 mg/dL
Crianga/ Adolescente: 170 mg/dL
<130 mg/dL
>40 mg/dL
Adulto: < 150 mg/dL
Crianga: < 90 mg/dL
Adulto: = 0,500 mg/dL
Recém-Nascido: = 0,160 mg/dL
Homem: < 45 U/L
Mulher: < 34 U/L
Crianca: <45 U/L
Homem: < 40 U/L
Mulher: < 35 U/L
Crianca: < 48 U/L
Homem: < 55 U/L
Mulher: < 38 U/L
Crianga: < 6 meses: < 204 U/L
7 meses - |12 anos: < 30 U/L
>12 anos: <40 U/L
< 20 anos: 40-371 U/L
2 20 anos: 35-136 U/L
Gravida (37 trimestre) < 408 U/L
Homem: <1,30 mg/dL
Mulher: 1,10 mg/dL
Crianga: =<1,0 mg/dL
Homem: 800-2000 mg/dia
Mulher: 600-2800 mg/dia
<50 mg/dL
Homem: 3,5-7,2 mg/dL
Mulher: 2,6-6,0 mg/dL
Crianca: 2,0-5,0 mg/dL

250-750 mg/dia

Adulto: 136-145 mEq/L
Crianca: 138-146 mEq/L
Recém-Nascido: 133-146 mEq/L
Adulto: 3,5-5,5 mEq/L
Crianca: 3,4-5,3 mEq/L
Recém-Nascido: 3,7-5,9 mEq/L
Homem: 59-158 pg/dL
Mulher: 37-145 pg/dL
Crianca: 36-184 pg/dL

65






Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas — FFUC

Anexo Ill. Valores de referéncia usados no LACJCA para a valéncia de Hematologia.

PARAMETRO

Hemoglobina

Htc

RBC

VCM

RDW
HCM

CHCM

Numero de Plaquetas
Plaquetocrito
VMP
PDW

Leucodcitos totais

Basofilos

Eosinofilos

Neutrofilos

Linfocitos

Monécitos

TP

VALORES DE REFERENCIA

Homem: 13,6-16,5 g/dL
Mulher: 11,5-16,0 g/dL
Crianga: | 1,0-14,0 g/dL
Homem: 39,8-52,0 %
Mulher: 34,7-46,0 %
Crianca: 30,0-52,0 %
Homem:4,30-6,40 x10° células/uL
Mulher: 3,90-5,20 x10° células/pL
Crianca: 3,80-5,90 x10° células/pL
Homem: 80,0-97,0 fL
Mulher: 80,0-97,0 fL
Criancga: 72,0-114,0 fL
1,5-150%
Adulto: 26,0-34,0 pg
Crianga: 25,0-37,0 pg
Adulto: 32,0-36,0 g/dL
Crianga: 29,0-37,0 g/dL
140-440 x 10’ células/uL
0,15-0,42 %
6,5-12,4 fL
25,0-65,0 %

Adulto: 4,0-10,0 x10° células/pL
Crianca: 6,0-15,0 x10° células/pL
0.4% -1%

Adulto: < 0,3 x10? células/pL
Crianca < 0,6 x10° células/pL
| -3%

Adulto: < 0,3 x10? células/pL
Crianca: < 1,2 x10? células/pL
50-70%

Adulto: 1,5-8,0 x10® células/pL
Crianca: 1,0-10,0 x10? células/pL
25-35%

Adulto: 0,8-4,0 x10* células/pL
Crianca: 1,0-10,0 x10? células/pL
4-6%

Adulto: < 1,2 x10? células/pL
Crianca: < 2,0 x10? células/pL
Tempo: <I5s
INR:
Recém-Nascido: até 29 dias <1,70
Sem terapia: <1,30
Com terapia: 2,00- 3,50
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Tempo:
Recém-Nascido até 29 dias: 29-60 s
| a5 meses: 30-55 s
> 5 meses e Adulto: 26-40s

TPPa Razdo (Utente/Controlo):
Sem terapia: 0, 83-1,18
Heparinoterapia: 2,00-3,00
Homem: < 20
VS Mulher: < 30

Crianga: <20





