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Resumo

Este relatorio tem como objetivo descrever as atividades gerais desenvolvidas
durante o trabalho realizado no Laboratoério de Andlises Clinicas do Centro de Saude Militar
de Coimbra CSMC. A evolugao do segmento laboratorial tem sido extraordinaria nos
tempos recentes. Os processos de automatizagao, robotizagao, associado ao crescimento
vertiginoso da tecnologia de informagao proporcionaram aos estabelecimentos laboratoriais
a possibilidade de evoluir e incrementar um muito melhor atendimento ao cliente,

contribuindo para um maior rigor nos resultados obtidos em laboratorio.

Desta forma, permite garantir qualidade no auxilio fundamental ao diagnostico
clinico e celeridade no tratamento a prevencao de doencas. Esta evolugao naturalmente
proporcionou também um extraordinario aumento na solicitagao de exames rotineiros e de

maior complexidade.

O Centro de Saude Militar de Coimbra (CSMC) tem um laboratério desenhado para
corresponder as necessidades analiticas de rotina dos militares do Exército e seus familiares
permitam auxiliar no rastreio, diagnostico, prognostico, diferenciacio da terapéutica e

prevengao da doenga.

O presente relatorio vai-se cingir ao estagio curricular no ambito do Mestrado em
Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, e inclui as valéncias
principais de Hematologia, Bioquimica, Imunologia e Microbiologia, bem como a importancia

clinica dos parametros determinados e a interpretacao laboratorial de quatro casos clinicos.

As areas que serao mais desenvolvidas neste relatorio sao a hematologia e

imunologia.

Palavra-chave: analises clinicas, diagnostico, prevengao, monitorizagao, controlo de

qualidade.






Abstrat

This report aims to describe the general activities developed during the work carried
out at the Clinical Analysis Laboratory of the Military Health Center of Coimbra. The
evolution of the laboratory segment has been extraordinary in recent times. The automation
and robotization processes, associated with the rapid growth of information technology,
have provided laboratory establishments with the possibility of evolving and improving

customer service, contributing to greater rigor in the obtained results in the laboratory.

In this way, it allowed us to guarantee quality in the fundamental aid to clinical
diagnosis and speed in the treatment and prevention of diseases. This evolution naturally also

provided an extraordinary increase in the request for routine and more complex exams.

The Military Health Center of Coimbra has a designed laboratory to meet the
routine analytical needs of the Army&#39;s military and their families, making it possible to
present reliable results that allow it to assist in screening, diagnosis, prognosis, therapeutic

differentiation and prevention of the disease.

This report will be limited to the curricular internship within the scope of the
Master&#39; s Degree in Clinical Analysis of the Faculty of Pharmacy of the University of
Coimbra, and includes the main areas of Hematology, Biochemistry, Immunology and
Microbiology, as well as the clinical importance of the determined parameters and the

laboratory interpretation of four clinical cases.

The areas that will be further developed in this report are Hematology and

immunology.

Keyword: clinical analysis, diagnosis, prevention, monitoring, quality control.






|. Introducao

No ambito do Mestrado em Anidlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra, realizei um estagio com duragao de 5 meses, entre outubro de
2020 e margo de 2021, no Laboratorio de Analises Clinicas do Centro de Saude Militar de
Coimbra (CSMC), sob a orientagao técnica e cientifica do Dr. Mario Joao Gongalves Roque.
A realizagao do estagio curricular teve como oportunidade Unica, colocar em pratica os
conceitos adquiridos nas unidades curriculares ao longo do mestrado, a aquisicao de novos
conhecimentos relativamente ao funcionamento de um laboratério de andlises clinicas dado
o contexto laboratorial profissionalizante do estagio, permitindo a minha insergao na rotina
de um laboratério clinico, nomeadamente o manuseamento dos equipamentos e sua
manutengao, e ainda todo o processo de calibragao, controlo de qualidade (tanto interno
como externo) e a validagao de resultados e interpretacao dos mesmos, o que fomentou o

espirito critico no decorrer estagio.

De acordo com o organigrama, o laboratério do CSMC apresenta diferentes
sectores e areas clinicas, o que proporciona melhor compreensao das responsabilidades a
desempenhar. Um dos objetivos do estagio realizado no CSMC foi proporcionar formagao
técnica de qualidade na area das Analises Clinicas para encarar e acompanhar mudangas que
sao apresentadas a nivel profissional, desde a fase pré-analitica com a recegao de requisigoes
médicas, registo de utentes e colheitas, rececao de amostras bioldgicas, até a validagao dos
resultados (fase pos-analitica), bem como a execugao do controlo de qualidade interno e

externo.

O CSMC realiza diariamente andlises clinicas em varias areas, de forma a apoiar o
clinico no diagnostico e monitorizagao das patologias. As areas de hematologia e imunologia
serao abordadas de forma mais aprofundada fazendo-se uma breve referéncia aos setores de

bioquimica, microbiologia, toxicologia e COVID-19.



2. Caracterizacdao do Laboratoério de Estagio
Espaco Fisico

O laboratoério do CSMC esta localizado na rua Vandelli 2, 3030-405. Encontra-se
dividido em diferentes secgoes, desde a rececao e atendimento, sala de lavagens, area
administrativa, gabinete destinado ao diretor técnico, sala de colheitas e os setores de

Hematologia, bioquimica/Imunologia, que coexistem lado a lado e Microbiologia.

Recursos Humanos

O laboratorio de anidlises clinicas do CSMC dispoe de varios colaboradores, o
Diretor Técnico Farmacéutico e Especialista em Andlises Clinicas pela Ordem dos
Farmacéuticos, cinco Técnicos de Andlises Clinicas e Saude Publica e dois colaboradores na

area.

Os Técnicos de Analises Clinicas e Saude Publica trabalham com uma dinamica de

rotatividade, alternando entre si nas diferentes valéncias ao longo do tempo.

Os colaboradores da area na area de recegao e atendimento dos utentes, para que
no ato da inscrigao e registo informatico através do sistema SISLAB/Glintt, as requisi¢oes
médicas para analise, seja atribuido um nimero de processo assim como numero de amostra

para todo o processo analitico que fica associado a um codigo de barras.

Fluxo das Amostras

A média de utentes que ocorrem ao Servico de Analises Clinicas varia entre os 30
os 40 utentes, podendo esporadicamente este nimero aumentar para o dobro nos dias em
que ha Aprontamentos, Tropas Especiais e amostras vindas do exterior o nimero de
amostras aumenta significativamente. Também foram efetuadas analises a pacientes
internados com COVID-19, no ambito da resposta para aliviar os hospitais na luta contra
pandemia do Centro Hospitalar de Coimbra e arredores. A maioria das determinagoes
analiticas sao analisadas no LAC do Centro de Saude Militar de Coimbra. Porém, havia
parametros que nao se faziam e outros porque careciam de confirmagao por outra

metodologia, sendo essas amostras enviadas para um laboratério externo.

No CSMC, os utentes sao membros titulares do Exército, Forga Aérea, Marinha e
seus familiares e outros utentes de acordo com as suas diretivas superiores (Membros da

PSP e GNR).
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Atividades Desenvolvidas

Durante o periodo de estdgio no Laboratério do CSMC tive a oportunidade de
acompanhar e realizar tarefas como flebotomia, determinagio de grupos sanguineos,
esfregagos sanguineos, coloragao e observagao microscopica dos elementos presentes no
sangue. Realizei procedimentos referentes ao controlo de qualidade, manutengao dos
aparelhos nas quatro valéncias das Analises Clinicas: Hematologia, Imunologia, Bioquimica e
Microbiologia, desde a fase pé-analitica até pos-analitica, sendo que a execugao técnica e a
interpretagao dos resultados sao efetuadas por pessoal com formagao especifica, mas

sempre sujeitas a validagao pelo Diretor Técnico e Responsavel pelo Laboratorio.

Sistema Informatico

O programa informatico (SISLAB/GIlintt) assegura uma comunicagao constante e

promove a partilha de resultados entre todas as areas.

3. Fase Pré-Analitica

Esta fase consiste num processo abrangente que se inicia com o atendimento,
inscricao e preparagao do utente, no registo informatico com uma prévia informagao no
caso de proceder a colheita de amostras no ambulatoério, conservagao e transporte para o
laboratorio. Apos a inscrigao dos utentes sao convocados nominalmente pelo técnico por
ordem de chegada e é acompanhado para a sala de colheita. Nesta segao s6 os técnicos de
Anadlises Clinicas confirmam a ficha de cada utente e o pedido com a lista de analises
requeridas pelos clinicos, e sao apreciadas todas as amostras colhidas em ambulatério, de

modo a averiguar a sua viabilidade.

De seguida sao selecionados cuidadosamente os respetivos tubos de acordo com o
tipo de analise, procedem a etiquetagem dos tubos de colheitas com cédigo de barras, nome
do utente e a data e hora da colheita, para evitar erros que podem condicionar todo e

qualquer protocolo seguinte de cada setor.

Esta é a fase durante a qual a maioria dos erros acontece e esta sujeita a diversos
fatores como o estado e a preparagao do utente, falha na inser¢cao do pedido no sistema
informatico, colheita da amostra, selecao e escolha incorreta do tubo, a forma como ¢é
transportada e armazenada, condi¢oes de temperatura e exposi¢ao da luz, nao verificagao do
lote e data de validade, incumprimento no tempo de processamento, entre muitos outros

fatores.
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As colheitas de sangue sao maioritariamente colhidas por vacuo, também se pode
usar seringas manuais em funcio das anilises pedidas. E importante ter-se em conta durante
a colheita a ordem dos tubos, com tampas de cores diferentes indicando o tipo de
anticoagulante nele presente, e o tipo de amostra a obter para garantir a correta

identificagao do tipo de exame a realizar (Tabela I).

Tabela I. Tipo de Colheitas para Amostras de Sangue Total/Plasma.

Cor Tampa Amostra Anticoagulante Aplicacdo Clinica
Amarela Soro Gel separador ativador | Bioquimica, serologia, imunologia,
de coagulo marcadores cardiacos e tumorais
Azul Sangue Total Citrato de Sédio (1:9) Provas de coagulagao
Plasma
Lilas Sangue Total EDTA - K3 Bancos de sangue, Hemograma,
Plasma Bioquimica
Preta Sangue Total Citrato de Sodio (1:4) Velocidade de Sedimentagao

Depois procede-se separacao e distribuicao dos tubos com as respetivas amostras
para cada seccao (hematologia, bioquimica, imunologia e microbiologia), (Tabela 2); dando
prioridade aos pedidos urgentes de maneira a serem processados em primeira instancia. De
seguida procede-se a centrifugacao dos tubos para obtengao de soro ou plasma; os tubos
para analises hematologicas sao processados com sangue total. As amostras de urina, fezes,
exsudados, raspados de unhas e outras sao processados na secgao de microbiologia/
Toxicologia. Apos a centrifugagao é verificada a qualidade das amostras em fungao dos

critérios de aceitagao e rejeicao estabelecidos pelo Diretor, para se dar inicio a fase analitica.

As situagoes em que os exames solicitados nao se realizem no laboratério, estas sao
enviadas e transportadas em condi¢coes de seguranga para outro laboratorio de referéncia
em que existem protocolos. No final deste processo a folha de trabalho é rubricada pelo

técnico e guardada. A fase analitica é processada nos equipamentos descritos na Tabela 2.



Tabela 2. Aparelhos do Laboratoério de Analises Clinicas do CSMC Setor de Hematologia,

Imunologia e Bioquimica.

Setor Amostra Aparelho Técnica Parametro Analitico
- ®
Sangue CELL. DYN Rut?y MAPSS e impedancia Hemograma con?plef'.o.e
Total Abbott Diagnostics contagem de reticulécitos
. Sangue @ Cromatografia de alta . .
Hematologia Total ADAMS A|C® HA-8160 —— Hemoglobina glicada (HbAIC)
Yumizen® g400 200 g " Provas de coagulagao (PT,
Plasma Abbott Diagnostics Turbidimetria APTT, fibrinogénio)
Sangue BD Vacutainer® Sedi 15 Westergren . . .
Total ™ modificado Velocidade de Sedimentagao
Imunologia
(Marcadores Soro Architect® Ci 8200 Quimioluminescéncia | HIV, HAY, HBV, HCV
Serolégicos) (Abbott Diagnostics) com Microparticulas Treponema, Pallidum
Endocrinologia
(Marcadores - Architect® Ci 8200 gl:\lqmﬁ.lcurr:";?:.ﬁ:sla PSA Total, PSA Livre, TSH
Tumorais e (Abbott Diagnostics) P T4, T3
Tiroide)
Bioquimica itect® Cj
9 Soro Architect .CI 8,20.0 Potenciométria Sédio, Potassio, Cloro
(Abbott Diagnostics)
Soro Architect® Ci 8200 Turbidimetria, Ferritina,
(Abbott Diagnostics) Espetrofotometria Ferro
Soro Architect® Ci 8200 Espetrofotometria Fungao Pancreatica Amilase,
(Abbott Diagnostics) P Lipase
Soro ou Architect® Ci 8200 : Metabolismo Glucidico e osseo
. R Espetrofotometria Glicose, Calcio, Ferro,
Urina (Abbott Diagnostics) Magnési
agnésio
Soro Architect® Ci 8200 Espetrofotometria Fungao Renal o
(Abbott Diagnostics) P Creatinina, Ureia, Ac. Urico
Urina 24h/ Architect® Ci 8200 . . Micrc?albuminuria, e
Soro (b ST esdies) Turbidimetria Cardiaca
g Proteina C Reativa
Fungao Lipidica
Soro Architect® Ci 8200 Espetrofotometria Colesterol Total, Colesterol
(Abbott Diagnostics) P HDL
Colesterol LDL, Triglicéridos
Fungao Hepatica
Bilirrubina Direta, Bilirrubina
Total
Fosfatase Alcalina
Aminotransferase (ALT e AST)
Y- Glutamiltransferase,
Proteinas Totais, Albumina

4. Fase Analitica

A fase analitica estda diretamente dependente do desempenho dos técnicos,

analisadores automaticos, dos reagentes e respetivas calibracoes e controlos, porque

compreende o

processamento

automatico  das

amostras de

hematologia,

imunologia/endocrinologia e bioquimica até a emissao dos resultados obtidos e impressos na

ficha eletronica do paciente.
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As determinagdes manuais como: sumaria da urina, observagao microscopia do
sedimento, raspados, sao langadas na ficha do utente pelo pessoal técnico através do sistema
informatico. Nesta fase os erros inerentes a ela, basicamente sao diminutos, mas podem
ocorrer caso a qualidade da amostra nao seja eficaz por causa dos interferentes ou erros
causados pelo analisador automatico, sendo possivel fazer o seu ajuste com a calibragao ou
controlos. No geral a maioria dos setores estao apetrechados com equipamentos
automatizados. As vantagens da utilizacao destes equipamentos ¢ a possibilidade da utilizagao
de pequenas quantidades de amostras, onde a autoanalise diminui a ocorréncia de erros,
aumentando a exatidao e a precisao, proporcionando uma obtengao rapida dos resultados.
Em cada um dos setores existem diferentes equipamentos e autoanalisadores para a

realizagao das analises clinicas (Tabela 2).

5. Fase Po6s- Analitica

Nesta fase, a interpretagao e validagao sao realizadas por 2 técnicos diferentes sendo
que a validagao final é feita pelo Diretor Técnico, antes do envio dos resultados. Na
validagao dos resultados, € sempre tido em conta o historial do utente e as condigoes da
amostra visto que se nao forem bem analisadas podem apresentar interferéncias que causam
alteragoes significativas com base na relagao entre os resultados clinicos, podendo influenciar

negativamente na interpretacgao e na validagao do diagnostico.

Os resultados apos serem certificados e validados sao transmitidos aos utentes, apos
impressos, e entregues em mao. Quando siao encontrados resultados criticos, estes devem

ser reportados de imediato ao médico responsavel.

6. Controlo de Qualidade

O principal objetivo de um laboratério de Analises Clinicas é assegurar aos seus
utentes a melhor qualidade dos resultados obtidos. O controlo de qualidade é um
procedimento que nos possibilita acompanhar a monitorizagao da reprodutibilidade e da
exatidao dos resultados obtidos recorrendo a amostras controlo e a calibragao de certos
reagentes é realizada trés vezes por semana (segunda-feira, quarta-feira e sexta-feira), ou

sempre que um novo reagente € introduzido no aparelho de qualquer secgao.
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Controlo Interno de Qualidade

O controlo de qualidade interno permite avaliar a precisao dos resultados e é
realizado todos os dias antes de se iniciarem as analises de rotina, para todos os analisadores

e parametros e sao fornecidos pelos préprios fabricantes.

A frequéncia da andlise dos controlos internos depende da metodologia. As
determinagoes da coagulacao controlam-se uma vez por semana. Hemoglobina glicada e
imunologia controlam-se duas vezes por semana e as determinagoes de hematologia e
bioquimica estas sao controladas todos os dias. Esses controlos contém niveis diferentes
para cada parametro (controlos baixos, normal, alto, negativo ou positivo), devendo ser

usados pelo menos dois para cada um dos analitos.

O aparelho constroi, de forma automatizada, o grifico de Levey- Jennings e de
acordo com as regras de Westgard, faz a leitura e interpretagao dos resultados do controlo

interno.

Em caso de necessidade pode recorrer-se ao diretor clinico para estabelecer
intervalos de referéncia mais estreitos, permitindo que seja efetuado com seguranca a

eficacia dos controlos de qualidade.

Caso seja violada alguma das regras, os problemas ou erros aleatérios, o sistema
projeta um sinal indicando as cartas que se encontram fora dos intervalos, tornando possivel
a corregao de modo a resolver e eliminar as causas de erros antes de se processar alguma

amostra, para garantindo a precisao dos resultados.

Controlo Externo de Qualidade

O controlo externo de qualidade reflete-se na avaliagdio de varios parametros no
sentido de garantir a exatidao dos resultados obtidos e realiza-se mensalmente consoante a

utilizacao das valéncias.

O controlo externo realizado no Laboratério de Analises Clinicas do CSMC, é
fornecido pelo RIQAS (Randox Interational Quality Assessment Scheme). Permite comparar e
compreender a finalidade da Avaliagao Externa da Qualidade, de acordo com as mesmas
tecnologias, protocolos e condi¢oes, os resultados obtidos em diferentes laboratoérios sao
depois introduzidos no site indicado, permitindo uma comparagao posterior. No final cada
laboratorio recebe um relatorio fornecido pelo RIQAS (Randox Interational Quality Assessment
Scheme) acerca do desempenho das determinagoes metodologicas em fungao dos resultados

estabelecidos.
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Esta garantia da qualidade passa por um exigente controlo durante todas as fases do
percurso clinico, desde a fase pré-analitica, analitica e pos-analitica, sendo fundamental para o

bom funcionamento do laboratério e para a obtencao de resultados fiaveis.

7. Hematologia Clinica e Metodologia

Hematologia Clinica

A hematologia é um dos ramos da medicina que no essencial destina ao estudo do

sangue.

Os elementos essenciais do sangue como os globulos vermelhos, leucocitos,
plaquetas e os 6rgaos hematopoiéticos e suas patologias sao estudados com base nas
alteragoes dos valores do hemograma e dos estudos de coagulagao para monitorizagao,

tratamento e prevengao de doengas (Ribeiro & Costa, 2016).

Nesta seccao avaliam-se qualitativa e quantitativamente os varios componentes
presentes no sangue periférico eritrocitos, leucocitos, plaquetas e reticulocitos, a sua
morfologia, assim como também os sistemas responsaveis pela manutengao da hemostase,
podendo determinar-se o tempo de coagulagao, determinagao o tempo de protrombina
(PT), tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) e quantificagao do fibrinogénio,
hemoglobinas glicadas, testes de velocidade de sedimentagao, realizagio de grupos

sanguineos sistema ABO/Rh.

Para estas determinagGes, a amostra mais utilizada é o sangue total. E colhido em
tubos com K3- EDTA ou citrato de sodio, de modo a evitar a coagulagao de sangue e a
conservagao de eritrocitos e leucécitos. Além disso, presenciei a execugao de hemogramas
e contagem de reticulocitos, esfregaco de sangue periférico e sua observagio ao

microscopio otico apos terminada a coloragao com May-Griinwald-Giemsa.
Sucintamente, seguir-se-a o desenvolvimento de cada area assim como a descrigao
dos aparelhos e suas metodologias.
O Cell-Dyn Ruby da Abbott® Laboratories

O Cell-Dyn Ruby da Abbott® Laboratories é um analisador automatizado cujo
sistema é multiparamétrico. Tabela 2.
O Cell-Dyn Ruby da Abbott® Laboratories, utiliza dois sistemas diferentes de

captacao de amostra, sistema aberto (consiste na introdugao manual de amostras no

22



aparelho) e o sistema fechado (faz introdugao automatica das amostras). Para contagem dos
constituintes do sangue periférico este aparelho utiliza um sistema de multicanais que
incorpora a tecnologia de impedancia eletronica (principio de Coulter) e a tecnologia MAPSS

(Multiple-Angle Polarized Scatter Separation).

O contador automatico faz a contagem dos elementos figurados no sangue
(eritrocitos, leucocitos e plaquetas), no hemograma e assenta no método de impedancia
desenvolvido por Coulter, a qual se fundamenta no facto de o sangue nao ser bom condutor
elétrico. A amostra de sangue é diluida numa solugao de soro fisiologico, sendo este um
bom condutor de corrente eletritica e as células passam através de um canal elétrico
continuo entre dois elétrodos. Cada célula que atravessa este canal elétrico tem a aptidao de
causar um aumento da resisténcia elétrica que sao medidos como pulso de tensao. A
passagem das células faz com que haja um aumento da impedancia, sendo este aumento
proporcional ao volume de material condutor deslocado logo ao volume da célula sanguinea.
Procede-se a contabilizagao dos pulsos para que se faga uma contagem e medicao dos

diferentes tipos de células.

A amplitude deste impulso faz com que haja um aumento da contagem dos
eritrocitos, leucdcitos e plaquetas, cujos resultados siao demostrados por meio de

histogramas de distribuicao quanto ao tamanho (Bain, 2016).

—~
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Figura: |I. Impedancia Eletrénica (Principio de Coulter) (Adaptado software Laboratories, A. (2009).
Manula de Operagao Versao 2.o Sistema Cell- DYNRuby).

A contagem de diferencial das subpopulagoes leucocitarias € feita pela tecnologia
MAPSS, examinando 4 medida que o fluxo da amostra incide sobre uma célula, a dispersao
da luz é medida por quatro detetores em angulos diferentes, resumidamente (Figura 2).

|. Dispersao luminosa frontal (0°): que mede entre | a 3°, é dependente do tamanho

celular.

2. Dispersao luminosa frontal de angulo aberto (10°): que mede entre 7a 1 1° é

dependente da estrutura e complexidade interna.
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3. Dispersao luminosa ortogonal totalmente polarizada (90°): que mede entre os 70 a

100°, é dependente da lobularidade horizontal.

4. Dispersao luminosa ortogonal despolarizada (90°D): que mede entre os 70 a 100°,

€ dependente da granularidade vertical.

E
g
s
H
)

©0° Lobularidade

Figura 2. Legenda ilustrando o que representa (A, B, C e D), Dispersao polarizada de multiplos angulos
utilizada pelo aparelho automatizado Cell-Dyn® Ruby™ (Adaptado de: (Bain, 2016).

No final os resultados obtidos sao apresentados através de graficos de dispersao de
populagoes de gldbulos brancos. As células sao separadas inicialmente em granulocitos e
agranulocitos mononucleares com base na lobularidade e complexidade (Figura 2B). De
seguida, os granuldcitos sao divididos em eosinofilos e neutréfilos com base na capacidade

dos granulos dos eosinodfilos de despolarizar luz (Figura 2C).

As células mononucleares sio separadas em mondcitos, linfocitos e basofilos de
granulados com base no seu tamanho e complexidade. As 5 populagoes de leucécitos
obtidas no final, sao identificadas com base num codigo de cores e representadas num
grafico de complexidade e tamanho (Figura 2D). Quando na presenga de uma populagao de
células com caracteristicas anormais como linfocitos atipicos, blastos ou globulos vermelhos

nucleados (exemplo: eritroblatos), esta é sinalizada para analise do operador (Bain, 2016).

Determinacao da Concentraciao de Hemoglobina

A hemoglobina é quantificada diretamente pelo autoanalisador através do método de
espetrofotometria, utilizado técnica colorimétrica. Para isso os eritrécitos tém que primeiro
ser lisados numa camara de mistura, passando de seguida para um leitor onde é quantificada
a absorvancia a 540nm por um fotodetector. As diferentes variantes de Hb (hemoglobina,

oxiemoglobina, carboxiemoglobina, metahemoglobina, entre outras) sio convertidas a
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cianometahemogobina, um composto estavel, sendo que a fonte de luz é um LED de baixa

energia (a absorvancia é proporcional a concentragao de hemoglobina).

Como se pode verificar pelos resultados disponibilizados pelo software do aparelho
Cell-Dyn® Ruby (Figura 2) é possivel obter a contagem de todas as células e as

caracteristicas morfoldgicas apos processamento da amostra (Bain, 2016).

8. Hematopoiese

A hematopoiese € o processo que envolve a formagao, diferenciagao e maturagao das
células sanguineas. Estes processos sao a unica fonte responsavel para formagao, renovagao
e desenvolvimento células sanguineas e responsavel pela libertagao para a circulagao

sanguinea (Nunes & Melo, 2013).

A hematopoiese tem inicio numa célula estaminal pluripotente, e ocorre
essencialmente no feto, tendo inicio entre as 6 semanas de gestagao e os 6 a 7 meses de vida

fetal (Nunes & Melo, 2013).

Na fase adulta, ocorre na medula 6ssea e nas extremidades proximas do fémur e do
Umero. A hematopoiese tem inicio com uma célula-tronco pluripotente, que pode
autorrenovar-se e dar origem a produgao continua e didria das células sanguineas das varias
linhas celulares: eritroides, mieloides, megacariociticas e linfociticas (Figura 3) (Nunes &

Melo, 2013).

Célula-tronco
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Figura 3. Diagrama mostrando a célula-tronco multipotente da medula dssea e as linhagens celulares que dela
se originam. Varias células progenitoras podem ser identificadas por cultura em meio semissélido pelo tipo de
colénia que formam. E possivel que um progenitor eritréide/magacariocitico seja formado antes de progenitor
linfoide comum divergir do progenitor mieldide misto granulécito/mondcito/eosinofilo. (Nunes & Melo, 2013).
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9. Hemograma

O hemograma é um dos parametros analiticos basicos de rotina mais frequentes e
solicitado pelos médicos no setor de hematologia clinica. As diferentes populagoes estudadas
no hemograma tais como parametros hematolégicos, constantes eritrocitarias, percentagens

leucocitarias, entre outros, estiao indicadas na Tabela 2 (Bain, 2016).

No Laboratério de Analises Clinicas do CSMC, os hemogramas e as contagens de
reticulocitos é realizada no autoanalisador multiparametrico. Cell-Dyn Ruby da Abbott®

Laboratories (Tabela 2).

Avaliacao do Eritrograma

O eritrograma é um conjunto de diferentes analises da série vermelha que engloba a
quantificagao dos eritrocitos, concentragao da hemoglobina e avaliagao dos indices
hematiméticos: volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentragao de hemoglobina corpuscular média (CHCM), assim como o indice de

distribuicao do tamanho dos glébulos vermelhos (RDW) (Ciesla, 2009).

Contagem de Eritrocitos

Os eritrocitos sao as células sanguineas mais abundantes e mais numerosas no
sangue. No adulto sio contabilizado cerca de 3,9 x 10° /ul a 6,5 x 10° /ul variando
fisiolégicamente com a idade e o sexo. Os eritrocitos tém a fungao de transportar oxigénio
(O2) ligado a hemoglobina dos pulmodes para os tecidos. A quantificagao dos eritrocitos é
um bom marcador para avaliar a produgao e sobrevivéncia média destas células (Keohane, et

al, 2016).

Concentracao de Hemoglobina (Hb)

A concentragao de hemoglobina é particularmente conhecida como um biomarcador
muito utilizado no diagnostico de anemia. A concentracao de hemoglobina é expressa em

gramas por decilitro de sangue (g/dL).

Considera-se anemia quando se verifica um valor de concentracao de hemoglobina
abaixo do valor de referéncia, tendo em conta o género e a idade, sexo, e outras condigoes
subjacente ao estilo de vida. Contudo, a diminui¢ao da concentragao da hemoglobina pode
ser resultado da influéncia de outros fatores ambientais (altitude, temperatura), ou de

doenga (hipotiroidismo, mielodisplasia, alcoolismo.
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Hematocrito (HCT)

O hematocrito avalia a razao entre percentagem do volume ocupado pelos gldbulos
vermelhos e o volume de sangue total. Este parametro é determinado automaticamente e

expresso em percentagem (%). Também varia com a idade e sexo (Keohane, et al,, 2016).

Clinicamente o Hematocrito € util para o diagndstico e na avaliagao, monitorizagao
de hemorragia aguda, cirurgia, e no auxilio do diagnostico de anemias, hemodiluigao,

hemoconcentragao e policitemia vera.

Valores mais baixos de hematocrito verificam-se em situacoes de microcitose,
drepanocitose e esferocitose, talassémias ou a ingestao excesiva de liquidos, valores mais
elevados devem-se ao estado de desidratagao severa e policitemia. Uma vez que o
Hematocrito é influenciado pelo tamanho dos eritrocitos, nao deve ser usado isoladamente
no diagnostico de anemia, devendo sempre fazer-se acompanhar pela concentragao de

hemoglobina.

No entanto, podem haver casos de hematodcritos inadequados devido a um MCV
falsamente elevado e a uma contagem de glébulos vermelhos falsamente baixa.

Indices Eritrocitario

A classificagao dos parametros eritrocitarios baseia-se nos indices eritrocitarios
hematriméticos.

Volume Corpuscular Médio

O Volume Corpuscular Médio (VCM), exprime o volume médio ocupado por cada
eritrocito e permite classificar morfologicamente as anemias com base no tamanho dos
eritrocitos isto é (microcitos, normociticos e macrécitos). E expresso em fentolitros (fl), e é

calculado pela seguinte forma:

VCM = Hematocrito (%) X 10 (fl)

Contagem dos Globulos Vermelhos (X10'%/L)

As anemias microciticas siao classificadas pela diminuicido do volume corpuscular
médio (VCM). Geralmente a causa mais comum resulta da deficiéncia de sintese do grupo
heme tais como: deficiéncia de ferro, talassémia, anemia sideroblastica, anemia das doencas

cronicas (Keohane, et al,, 2016).
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Hemoglobina Corpuscular Média

A hemoglobina corpuscular média (HCM), define a quantidade média de
hemoglobina presente em cada globulo vermelho, expressa em picogramas (pg). Da analise
deste parametro pode-se mencionar se ha hipocromia, normocromia ou hipercromia. Este

parametro nao € normalmente usado na classificagao de anemia.

A diminuicao neste valor pode ser indicativa de uma anemia, uma hemorragia, uma

deficiéncia de ferro ou de uma doenca hepatica (Keohane, et al, 2016).
E calculada da seguinte forma:

HCM = Concentracao de hemoglobina X10 Pg

Contagem de Glébulos Vermelhos (X 10'%/L)
Concentracao da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM)

A Concentragcao da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) representa a
concentragao média de hemoglobina em cada globulo vermelho e permite classificar as
anemias em hipocrémicas, quando o valor se encontra diminuido ou normocrémica, quando

se encontra entre os valores de referéncia.

Os glébulos vermelhos hipocrémicos resultam, por exemplo, das anemias por
deficiéncia de ferro, anemia perniciosa, talassémias ou ainda por inapropiada formagao de
eritrocitos na medula éssea. Os valores aumentados nao representam necessariamente um
excesso de hemoglobina, mas sim uma altera¢ao de forma, como na esferocitose hereditaria

(Keohane, et al, 2016).
E expresso em g/dL e calculada da seguinte forma:

CHCM = Hemoglobina (g/dl) X 10 g/dl

Hematocrito (%)
Distribuicio do Diametro dos Eritrécitos (RDW)

Este parametro representa a heterogeneidade do tamanho dos eritrocitos presentes
numa dada amostra. Este indice pode revelar anisocitose eritrocitaria. Esta determinagao é

particularmente importante no diagnostico diferencial das anemias (Keohane, et al., 2016).
E expresso em % e calculado da seguinte forma:

RDW = Desvio Padrao dos volumes dos glébulos vermelhos X100

VCM
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O aumento do RDWV relaciona-se com a eritropoiese ineficaz ou quando ha bloqueio
da resposta normal da medula 6ssea pode estar relacionado com a deficiéncia de ferro e

anemia falciforme.

Um RDW aumentado e VCM aumentado, pode estar associado a anemia hemolitica,
deficiéncia de folato e Vitamina Bl2 e esferocitose hereditaria. Nos casos de
hemoglobinopatias, verifica-se um aumento do RDW de acordo com o grau de anemia que

acompanha a doenca.

No entanto, é necessiario sempre uma confirmagao posterior nao tendo este
parametro uma capacidade de diagndstico. Caso o hemograma se apresente modificado,
efetua-se um esfregago de sangue periférico da amostra para que se possa fazer uma

avaliagao morfolégica da mesma (Bain, 2016).

Reticulocitos

Os reticulocitos sao células percursores dos globulos vermelhos. Sao anucleados,
contendo RNA ribossémico (rRNA), em que uma pequena quantidade pode reagir com
corantes vital como azul de metileno novo, ao precipitarem formam granulos ou pontos

pequenos azuis.

A quantificagao de reticulocitos oscila entre 0,5 a 2,5% de células percursoras doas

glébulos vermelhos e a contagem absoluta oscila entre 10 a 115x10% ul (Bain, 2016).

Este procedimento é feito mediante reagao entre o corante e amostra de células
sanguineas nao fixadas. Valores alterados de reticulocitos na corrente sanguinea € um bom
indicador da funcionalidade da medula o6ssea. Permite distinguir situagoes de anemia
regenerativa ou arregenerativa. O aumento da contagem de reticulécitos pode indicar uma
producao excessiva da sintese de eritropoietina a nivel do rim em resposta a diminuicao de

oxigénio e estimulara a eritropoiese, levando a formagao de novos glébulos vermelhos.

Ao passo que o numero reduzido de reticulécitos em individuos anémicos sugere da
diminuicao na produgao a nivel da medula 6ssea ou falha na estimulagao pela eritropoietina

(Hoffbrand, 2013).

29



10. Leucograma

Os leucocitos sao células que estao envolvidas na prote¢ao do organismo contra

agentes infeciosos e doengas neoplasicas, na fagocitose e na produgao de anticorpos.

O leucograma permite fazer uma avaliagao da série leucocitaria através da contagem
absoluta de leucocitos e de uma contagem diferencial dos mesmos. E um exame simples, mas

que contem muitas informagoes retrospetivas (Bain, 2016).

Contagem Total de Leucécitos

A quantificagao total de leucocitos base-se na determinagao dos 5 tipos de populagao
leucocitaria (neutrdfilos, linfocitos, monocitos, eosindfilos e baséfilos) e é expressa em
numero de células por litro de sangue. Cada populagao de leucocitos apresenta uma fungao
especifica, podendo agir de forma independente, mas também podem cooperar com outras
células. Por outro lado, qualquer alteragao na quantificagao de leucocitos podem surgir por
diversas razoes. O aumento de leucécitos pode variar ao longo do dia pos a realizagao de
exercicio fisico intenso, assim como em situagoes de stress emocional e ansiedade.

A leucocitose, pode estar associada a varias causas como infe¢oes agudas de origem
bacteriana, apendicite, leucemias, certos tipos de anemia ou pode surgir no decorrer da
gravidez (Hoffbrand, 2013).

A leucopenia podem estar associadas a certas infe¢oes virais, malaria, artrite
reumatoide, cirrose, anemia perniciosa (Turgen, et al,, 2012).

Para uma melhor avaliagao e interpretagcao dos resultados obtidos no leucograma,
tanto os valores de leucocitose como de leucopenia nao podem ser avaliados sem fazer a
formula leucocitaria fundamentada no exame diferencial e morfolégico de acordo com o
aumento ou diminuicdo do tipo de populagio predominante, neutrdfilos, linfocitos,

monaocitos, eosinofilos ou baséfilos (ML, 2018).

Contagem Diferencial de Leucécitos

A contagem diferencial de leucécitos consiste na determinagao de varios parametros
como, o nhumero de neutrofilos, monodcitos, eosindfilos, basofilos e células imaturas ou
atipicas no sangue. Um aumento ou diminui¢do na contagem de leucécitos pode ser
observada em varias situagoes tais como benignas ou malignas. Para se confirmar é preciso
fazer avaliagio morfologica e contagem diferencial da populagao celular que se encontra

alterada (leucocitose ou leucopenia).
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Na formula leucocitaria os resultados sao expressos tanto em valores de
percentagem (%) assim como em valores absolutos por litro de sangue de cada tipo de
populacio. E a Gnica situagio em que é possivel diferenciar a presenca de uma populagio de
células imaturas de outras linhagens, independientemente da causa, avaliam varios fatores
como, volume celular e dispersao da luz.

Permitem auxiliar no diagnostico, classificar doengas como a leucemia mieloide aguda

e sindrome mielodisplasico (Bain et al,, 2017).

I 1. Plaquetograma

As plaquetas sio fragmentos celulares do citoplasma dos megacariécitos que
constituem uma rede altamente ramificada, cuja fungao fundamental assenta na formagao do
tampao mecanico na manutengao e reparagao dos vasos sanguineos durante a resposta ao

mecanismo hemostatico para estancar a hemorragia em zonas de lesao (Hoffbrand, 2013).

Contagem Total de Plaquetas

O Plaquetograma engloba os seguintes parametros: contagem de plaquetas, volume
plaquetar médio (VPM) e o indice de distribuicao do tamanho das plaquetas (PDW). A
contagem de plaquetas é expressa em numero de plaquetas por microlitro de sangue total
(Hoffbrand, 2013).

A trombocitose, que corresponde a um aumento do numero de plaquetas acima do
valor de referéncia, ter causas primarias como: hereditarias (trombocitose familiar),
adquiridas (trombocitopenia essencial, leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide croénica
ou de causas secundarias como (Bain, 2016).

A trombocitopenia corresponde a uma diminuicao da contagem do numero das
plaquetas em circulagao, abaixo valor de referéncia, e ocorre em individuos com maior
tendéncia para desenvolverem hemorragias espontineas de pequenos vasos. Esta muitas
vezes associada a uma falha na produgao de células na medula 6ssea.

No entanto, a trombocitopenia também pode estar falsamente diminuida, devido a
erros na contagem. Uma das causas mais frequente é a agregaciao plaquetar devido a uma
ativacao induzida por uma colheita complicada ou pseudotrombocitopenias induzida pelo
EDTA, (o tipo de anticoagulante presente na amostra de sangue total), o fendmeno de

satelitismo ou formagao de coagulos (Hoffbrand, 201 3).
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A baixa contagem de plaquetas carece sempre de uma confirmagao por observagao

do esfregagco de sangue periférico e/ou contagem de plaquetas em tubo de citrato de sédio a

3,2% (Bain, 2016).

Volume Plaquetar Médio (VPM)

Esta determinacao representa o volume médio (VPM) e é expresso em fentolitros)
(fL), indicando o volume médio de cada plaqueta na amostra. Verifica-se a existéncia de uma
relagao proporcionalmente inversa entre o numero total de plaquetas e o tamanho. Este
parametro encontra-se aumentada em condigdes em que hia aumento do consumo ou
destruicao plaquetar, e diminuido quando ha uma falha na produgao de plaquetas pela

medula 6ssea (Bain, 2016).

indice de Distribuicio do Tamanho das Plaquetas

O indice de distribuicdo do tamanho das plaquetas (“Platelet Distribution With”-
PDW) representa a heterogeneidade de volumes das plaquetas presentes numa dada
amostra, é definido como indice de anisocitose.

Este parametro pode ser util na diferenciagao entre uma trombocitemia essencial
(PDW aumentado) de uma trombocitose reativa (PDW normal). Valores diminuidos nao

fornecem nenhuma informagao com valor clinico (Bain, et al,, 2017).

12. Esfregaco de Sangue Periférico

ApOs a realizagao do hemograma, um esfregago de sangue periférico, corado permite
avaliar resultados do estudo morfologico das 3 linhas celulares (mieldide, eritréide e
linfoide).

Uma contagem relativa de leucécitos e plaquetas e uma contagem diferencial de
leucocitos podem fornecer informagoes complementares, no diagnéstico de determinadas
patologias, sobre o estado do individuo comparagao com a histéria clinica (Keohane, et al.,
2016).

O esfregaco de sangue periférico so é realizado quando tal se justifica, dependendo
de determinados critérios (Tabela 3). No final, a amostra é observada ao microscopio otico

na objetiva de (100x).
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Tabela 3. Critérios para Elaboragao de um Esfregago Sanguineo.

Concentragao de hemoglobina Homem <12,0 g/dL ou 217,0 g/dL

Concentragao de hemoglobina Mulher <11,0 g/dL ou 215,0 g/dL

RDW 215,0% CV (coeficiente de variagao)

Contagem Plaquetas <150 x 103/pl ou >500% 1003 / pL sem histérico

Contagem total de leucécitos <150X103 U/L ou >500 X103 U/L*

Eosinofilo 215%

Monécitos 215%

Basofilos >3%

Qualquer inversao de Férmula com WBC 28,0X109/L ou Linfécitos 2 50%

Inversiao de Férmula com diferenca de 10% linfocito > Neutréfilo

MCV <75 ou >105 fl

MCHC >37.0g/dI

4. Avaliacao Morfologica da Série Eritrocitaria

Os eritrocitos normais sao células sem nucleos, e caraterizam-se por apresentarem

forma de disco biconcavo, com tamanho, cor e forma diferente. No esfregaco de sangue

periférico sendo possivel observar algumas inclusoes intracelulares (Turgen, et al., 2012).

Nos eritroécitos normais de um individuo saudavel, a cor varia do rosa a vermelho é

refletida pelo conteido de hemoglobina com uma zona palida que ocupa 1/3 da area

representando a sua biconcavidade (Turgen, et al, 2012).

De acordo com os indices hematimétricos: Volume Corpuscular Médio (VCM),

Hemoglobina Corpuscular Média (MCH) e Concentragao de Hemoglobina Corpuscular

Média (CHCM) pode classificar-se Globulos Vermelhos normociticos e normocromico

(Figura 4).

Figura 4. Esfregaco de Globulos Vermelhos Normociticos e Normocromico (Adaptado Rios &

Carvalho, 2020).



Alteracao Morfolégica quanto ao Tamanho e Cor dos G V

Um glébulo vermelho completamente maduro, que contem hemoglobina normal, o
seu tamanho médio aproximado é de 7,2 pm (normocitico), podendo sofrer pequenas
alteragoes variam de tamanho entre 6,8 a 7,5 ym. Ou ainda ter os glébulos vermelhos com a
distribuicao de tamanho menor (<6,2 pm), microciticos ou ter um diametro maior (>8,2

pm) conhecido como anisocitose (Turgeon, 2018) (Figura 5).

Anisocitose

Anisocitose: consiste no aumento da grande variagao e distribuicao do tamanho dos

eritocitos que se pode deduzir por um valor de RDW 215% Figura 5.

O indice de variagao de anisocitose (RDW) nao é especifico das anemias, porque
indica apenas o tipo de variagoes relacionado ao tamanho dos eritrocitos. Na sua maioria
esta presente nas alteraloes das doengas hematologicas. Quando num resultado de um
aparelho automatizado ocorre um aumento da distribuicio do tamanho dos globulos

vermelhos (RDW) ¢ indicativo de anisocitose (Rios & Carvalho, 2020).

Alteracao Tamanho | Diametro Situacdo Clinica

Microcitose

EX: Deficiencia de ferro, Recém-nascidos,
(< 6,2 um)
reticulocitos diminuidos, talassemias,

intoxicagao pelo cumbo e em anemias

sideroblasticas (Adaptado Nunes & Melo, 2013).

MAcrocitose

(>82pm) | EX: deficiéncia de vitamina BI2 ou folato, uso
abusivo de alcool, certos medicamentos, doencas
enddcrinas, hepaticas, mielodisplasia

(Adaptado Nunes & Melo, 201 3).

Figura 5. Alteracao Morfologica quanto Tamanho dos Eritrécitos.
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Alteracao Coloracao

Situacdo Clinica

Hipocromia Ex: Hemorragias que podem causar deficiencia de
ferro, anemia sideroblastica, doenga inflamatoria
| cronica ou maligna, trago talassémico ou defeito
i genético da hemoglobina (Adaptado Nunes &
' | Melo, 2013).
Hipercromia

EX: Estao presentes em situagoes de anemias
hemoliticas associadas a macrocitose,
policromatofilos e poiquilocitose (Adaptado Nunes

& Melo, 2013).

Figura 6. Alteracio Morfologica quanto a Cor do Globulo Vermelho.

Alteracao quanto a Forma do Glébulo Vermelho

Qualquer alteragao na forma do globulo vermelho perante uma situagao anormal, é

denominado poiquilocitose. Estas alteragoes surgem de diversos fatores que podem estar

eventualmente associados a patologias

com alteracao da membrana do eritrécito (fisica,

quimica ou biolégica) ou ainda podem surgir alteragcoes no conteudo de hemoglobina assim

com da produgao e libertagao de células anormais a nivel da médula 6ssea para circulagao

periférica. A poiquilocitose carateriza-se pela presenga de células com formas especificas

podem associadas a uma ou varias patologias descritas na Figura 7 (Nunes & Melo, 201 3).
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Alteracao Tamanho Carateristicas Situacdo Clinica
Elibleatio . EX: Anemias por deficiéncias de
—— = | A presenga de proteinas na . .
ferro, anemias megaloblasticas,
N membrana alteram a forma . N
. A : talasemias, mielofibrose,
biconcova do  globulo | . . .
: wrraide it (Flhs) e sindrome de mielodisplasia (SMD)
N — (Adapatado Rios & Carvalho
’ 2020).
Dacriécitos EX: Anemias ferropenicas,
megaloblastica, talasemias,
= Eritrocito em forma de | fibrose. doengas, anemias por
lagrima. deficiéncia de G6PD ou anemia
o hemolitica microangiopatica
(Adaptada Rios & Carvalho 2020).
Esferocitose Forma esférica e mantem o | Ex: Anemias hemoliticas
conteddo de hemoglobina, | (esferocitose hereditaria, doenga
P densamente corados, | hepatica, alcoolismo), e em alguns
4 pequena  dimensiao  do | casos raro o fenotipo anticorpo e
volume e auséncia de alo | fator Rh nulo (Adaptada Rios &
central palido. Carvalho, 2020).
Estomatocitos EX: Hepatopatia, alcoolismo. e,
B - Apresentar uma fenda na | gm alguns casos existe
o8 zona central da celula | egpecificidade entre o raro
| 1 palido. fenotipo anticorpo e o fator Rh
i Y nulo (Adaptado Rios & Carvalho,
2020).
Acantocitos Nao apresenta zona central
palida. Observa-se
¢ ¥ espéculos de  variados . o o
s P EX: Hepatopatia, insuficiéncia
: \ tamanhos e em menor : o
e 58 nimero. com  broiecées renal, abetalipoproteinemia
2 > ) o Projec (Adaptado Rios & Carvalho,
citoplasmaticas distribuidas 2020)
; =5 espagadas entre si '

irregularmente a volta da
célula.

Figura 7. Alteragao Morfoldgica quanto Forma do Glébulo Vermelho.
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Inclusdes Eritrocitarias

Os globulos vermelhos podem apresentar inclusoes

devido a presenga de

microrganismos em seu interior, ou de percusores remanescentes do material nuclerar ou

de mitocondrias.

Alteracao Tamanho

Carateristicas

Situacao Clinica

Corpusculos de Heinz

Deficiéncia da  enzima
glucose-6-fosfato

desidrogenase (G6PD) ou
uso de drogas oxidantes
(sulfassalazina, naftlalina).

sao visiveis

EX: Pacientes
esplenectomizados,
hemoglobinopatias, B-

talassémia, anemia falciforme,
Anemias hemoliticas, ictericia
do Recém-nascido (Adaptada
Rios & Carvalho, 2020).

Excessos da fragmentacao
dos acidos nucleicos,

Mau funcionamento do
baco. Pequenas inclusoes
redondas e basofilicas
Unicos no interior dos GV
e ou em eritroblastos.

EX: Hipoesplenismo e
anemias apos esplenectomia

anemias  hemoliticas em
geral, nas anemias
megaloblasticas  (Adaptada

Rios & Carvalho, 2020).

Inclusoes granulares
redondas, fininhas ou
grosseiras, e inclusivas

com RNA ou residuos

mitocondrias num uUnico
globulo vermelho.

EX: Anemia ferropriva e B
talassémia minor, infegoes
bacterianas severas, doencas

hepaticas, = megaloblasticas,
intoxicagao  por chumbo,
mielofibrose idiopatica

(Adaptada Rios & Carvalho,
2020).

Figura 8. Alteracio Morfoldgica de Inclusoes Eritrocitarias.

Alteracoes na Distribuicao Eritrocitaria

Nos achados eritrocitarios também é possivel observarem-se irregularidades na

distribuicao dos eritrécitos. Estes podem apresentar-se aglutinados ou empilhados.
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Alteracao Tamanho Carateristicas Situacdo Clinica

Surgem na sequéncia das | EX: Anemias hemoliticas
reagoes antigénio-anticorpo e | autoimunes causada por

Eritrocitos aglutinados

levam a ativagao do | doenga de crioaglutininas
« complemento quando mediados | frias (hemdlise intravascular,
3 por processos imunolégicos. Os | Ictericia, esplenomegalia),

GV revestidos por anticorpos | doenga de aglutininas frias (
podem-se aglutinar formando | anticorpos) Também podem

“cachos”. ocorrer apos transfusoes
(Adaptada Rios & Carvalho,

2020).
Quando se observam eritrécitos | EX: Gravidez pode
Rouleaux uns sobre os outros na | apresentar empilhamento de
sequéncia da redugdo de suas | globulos vermelhos, nao
cargas negativas causam a | apresentando qualquer valor
' & modificagao da consisténcia da | clinico e é frequente
membrana, aumentam a | observar-se  “rouleaux” no
1 velocidade de sedimentagao, de | mieloma multiplo e em alguns
fibrinogénio, em condigoes IElEs (e [HEs e

P inflamatorias e infecciosas. Chivella, 2010,

Figura 9. Alteragées Morfologicas na Distribuicao Eritrocitaria.

14. Avaliacao Morfologica da Série Leucocitaria

Os leucocitos ou globulos brancos sao células sanguineas mais complexas e de maior
tamanho comparando com os globulos vermelhos normais do sangue periférico. Existem

cinco populagoes diferentes. Os leucocitos polimorfonucleares ou granulocitos.

Estes tém nucleo lobulado com variagdes na sua forma, e granulagoes citoplasmaticas
que divergem nas carateristicas de coloragao. Neutrofilo, Eosindfilo, Basdfilo e os

mononucleares em (mondcito e linfocito), (Bain 2015) Figura 10.

A técnica de observagao morfoldgica do esfregaco sanguineo no laboratério do
CSMC, usa a coloragao de May-Grunwald-Giemsa, em lamina, que permite identificar e fazer
contagem destas células através de caracteristicas que eles apresentam, como a forma e a
cor, diferengas estruturas e outras inclusoes presentes no citoplasma. Os componentes
acidicos das células, como acido nucleicos e proteinas do nucleo, sao corados pelo azul de
metileno (corante basico) apresentado uma coloragao azul a roxo. Os granulos dos basofilos
contém heparina que tem afinidade para o corante basico, corando de roxo escuro; os
granulos dos eosinofilos contém um derivado de espermina com um grupo alcalino que cora
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com a eosina (corante acido) apresentando uma aparéncia de vermelho-alaranjado; os
granulos dos neutrofilos com o pH neutro e coram tanto com eosina como com azul de

metileno, corando de violeta claro (Bain 2015).

As alteragoes morfologicas da série leucocitaria geralmente surgem em patologias
com desvio a esquerda. Podem estar associadas as reagoes leucemoide e leucemia mieloide
crénica (LMC) ambas patologias nao se distinguem e sao muito confundidas com leucocitose
quando existem informagdes adicionais no resultado informativo do leucograma. Na
leucemia mieldide crénica ocorre um aumento das células imaturas com picos dos estagios
de mieldcitos e neutrofilos segmentados ao passo que, na reagao leucemoide acontece uma

progressao ordenada dos estagios de maturagao sem que ocorra oscilagio de fase (Rodak,

2013).

A neutrofilia é cateterizada pelos resultados anormais da “formula leucocitaria”
quando aparecem neurofilos aumentados com desvio a esquerda na presenga de neutrofilos
imaturos ou com alteragao no citoplasma com granulagoes toxicas, vactolos citoplasmaticos
e corpos de Ddhle Figura I1. As causas mais comuns da neutrofilia sao resposta a infe¢oes
bacterianas, ou doenca inflamatéria, traumatismo, vasculite, infarte do miocardio, doenca
metabdlica (acidose, uremia), neoplasias, leucemia mieldide crénica, mieloproliferativas e uso

de farmacos (corticosterdides) (Hoffbrand, 2013) (Figura 11).

Avaliacio Tamanho Carateristicas

Os neutrdfilos sao células com um diametro que pode oscilar
entre 10 a I5uM, nucleos visiveis com 3 a 5 lobulagoes,
palidez citoplasmatica com contornos irregulares e abundantes
granulagdes finas acizentadas que nao sao individualmente

Neutrofilo Normal
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distinguidas. Os neutrofilos sao as primeiras células a serem
recrutadas para o local de inflamagao para fagocitarem agentes
patogénicos. Por vezes pode existir um aumento do nimero
de neutrofilos em banda (forma imatura) ou de formas mais
imaturas que se denomina como desvio a esquerda (Bain B. ,
2015).

Figura 10. Avaliagao Morfologica da Série Leucocitaria.
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Alteracao Neutrofilos
Jovens

Caracteristica

Hipossegmentacao

» o

Pelger-Huet: Esta associada a neutrdfilos com um ndcleo
pequenos, mono ou bilobulado segmentado, cromatina muito
condensada (Adaptada Rios & Carvalho, 2020).

Neutrofilo

Hipersegmentado

w

oF

Caraterizam-se por apresentarem inclusées com 6 I6bulos.

EX: anemia megaloblastica por deficiéncia de folato e/ou
vitamina B12, sindromes mieloproliferativas e mielodisplasicas,
infecgoes cronicas (tuberculose), apos tratamento citotoxico
(metotrexato), uso de hidroxiureia ou corticéides (Adaptada
de Rios & Carvalho, 2020).

Vacuolos citoplasmaticos

&

Caraterizam-se pela presenga circulares uma ou mais areas
sem cor no citoplasma dos leucécitos (neutrdfilos e
monocitos), resultantes de processos infecciosos.

EX: Associada a infecoes bacteriana ou flngica, (sepsis),
envenenamento, queimaduras de areas extensas e apos
quimioterapia. Podem estar presentes apos longa exposi¢ao ao
EDTA, como artefactos (Adaptada Rios & Carvalho, 2020).

Inclusdes alongadas e acinzentadas compostas por RNA
ribossomal localizadas proximas a membrana dos neutrdfilos,
consequentemente com variedade de formas presentes no
reticulo endoplasmatico.

EX: Podem estar associadas nas infeccoes bacterianas
(pneumonia pneumocdcica, erisipela), inflamagoes,
(queimaduras de dreas extensas) e, fisiologicamente (Gravidez)
(Adaptada Rios & Carvalho, 2020).

Figural |. Alteragoes Morfologica dos Neutrofilos (Nucleo e Citoplasma).

Descrevem-se a seguir as carateristicas morfologicas dos eosindfilos, basofilos,

monocitos, linfocitos e alteragao dos linfocitos. Figuras 12 e 3.
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Leucocitos

Caracteristica

B - Eosindfilos

Sao de maior tamanho, nucleo bilobado, cromatina
condensada e multiplos granulos eosinofilicos de cor
vermelho-alaranjado. Sao células com fraca expressao
fagocitica.

A principal fungao dos eosinodfilos é exercida em resposta ao
estimulo exagerado de infe¢oes alergias, infecoes por
parasitas (helmintas). Outras causas de eosinofilia observa-
se nas situagoes de hiperssensibilidade do tipo atopico
(medicamentosa ou alimentar), neoplasias

mieloproliferativas e em respostas inflamatorias
(Hoffbrand, 2013).

C- Basofilos

Sao a unica populagao leucocitaria em percentagens muito
baixa no sangue periférico normal. Apresentam citoplasma
com numerosos granulos escuros basofilicos densamente
corados. Sao células nao fagociticas. Participam nas
respostas alergicas e a certos parasitas (Hoffbrand, 2013).

Basofilia: apenas surge em disturbios mieloproliferativos
como leucemia linfocitica cronica e nas reacoes leucimoides
(Rios & Carvalho, 2020).

D - Monécitos

Sao células de maior tamanho em circulagao. Possuem um
citoplasma abundante com vacuolos finos de cor azul
esbatido, grande nucleo e curvado sem segmentagao.

Monocitose: ocorre em algumas infegoes bacterianas como
doengas inflamatorias cronicas, (tuberculose, a doenga de
Crohn e a leucemia mieloide croénica) (Hoffbrand, 201 3).

E - Linfocitos

Sao caraterizados pelo tamanho pequeno, um nucleo ovoide
ou reniforme corado de roxo, cromatina densa e
compactada, citoplasma azul-claro ocupando
aproximadamente 90% da célula. Os linfocitos sao células
imunologicas, desempenham um papel fundamental em
todos os mecanismos de defesa do organismo.

Linfocitose: €& causada por infegoes virais agudas
(mononucleose infeciosa, citomegalovirus, HIV, Herpes,
toxoplasmose, sifilis e de outros invasores celulares como
(tuberculose) (Hoffbrand, 201 3).

Figura 12. Avaliacaio Morfologica de Granulécitos e Mononucleares.

Alteracao Linfocitos Caracteristica

Linfocitos Reativos

>

7

(Hoffbrand, 2013).

Figura 13. Alteragao Morfoldgica dos Linfocitos.

Os linfécitos que sofrem alguma alteragao de
modo geral, respondem a infecgoes virais ou
outros estimulos imunoldgicos. Surgem mudangas
= ao nivel da forma que os torna linfocitos reativos




15. Avaliacao Morfologica da Série Plaquetar

As plaquetas sao fragmentos muito pequenos e redondos, com um didmetro de 3 x
0,5 pm e um volume médio que varia entre 7 a || fl. Os valores de referéncia que estao
estabelecidos como intervalo de referéncia para a contagem de plaquetas abrange as [50-

400 x109/L plaquetas e tém vida média entre 7 e 10 dias.

E de extrema importancia a avaliagdo das plaquetas num esfregago de sangue
periférico, deve-se ter em atengao o seu numero, tamanho e morfologia e a possivel
presenca de fendmenos como: satelitismo plaquetar, agregacao plaquetar, ou fagocitose das

plaquetas (Bain B. 2015).

Avaliagao Quanto ao Tamanho Caracteristica

Pelo fato de se poderem encontrar diminuidas em

Agregado Plaquetar algumas situagoes raras induzidas pelo uso de

anticoagulante EDTA, ou pela formagao de coagulos numa

o amostra de sangue (Hoffbrand, 201 3).
- . Também é importante saber distinguir num esferegaco de
B G| | sangue periferico entre uma trombocitopenia das
y pseudotrombocitopenia Figura 16 (AdaptadoRios &
Carvalho, 2020).
- Relacionadas com situagbes associadas a doengas
Plaquetas Gigantes hereditarias ou adquiridas. E importnte avaliar em
simultaneo VPM assim como também PWD (Figura 14)
! [ (Rios & Carvalho, 2020).
¥ % EX: Doencas cardiovasculares; tromboses; doengas
& G‘ mieloproliferativas  (leucemia  mieloide cronica e
@ policitémia vera, trombocitopenias congénitas, que
constituem um grupo de doengas hemorragicas ou com
O . E 4 tendéncia (Hoffbrand, 201 3).

Figura 14. Alteragao Morfoldgica da Série Plaquetar.
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16. Hemostase

A hemostase é caracterizada como um processo fisiologico mediado por um sistema
complexo que apos o dano vascular uma forma de evitar que ocorram hemorragias para
manutengdo da integridade vascular, para manter o sangue fluido e dissolugao de coagulos

quando se completar o processo de reparagao e cicatrizagao (Nunes & Melo, 2013).

A hemostase é controlada através dos mecanismos equilibrados entre os processos
da hemorragia e de coagulagao e funciona como um sistema de regulagao indispensaveis para

sua sobrevivéncia. Pode ser dividida em duas (Nunes & Melo, 2013).

I° Hemostase primaria: distingue-se pela vasoconstricao dos vasos sanguineos

apos uma lesao, redugao do fluxo sanguineo e 4 ativagao das plaquetas.

As plaquetas ativadas ao aderirem o local da lesao sao induzidas a libertarem
contetdos dos granulos das plaquetas fundamentais para se dar o inicio da coagulagao por

serem intrinsecamente dependentes do fator Von Willebrand (VWF) (Nunes & Melo, 2013).

2° Hemostase secundaria: carateriza-se por se dar num estado mais demorado e
de maior tempo (estavel), que promove ativagao das proteinas plasmaticas para o controle
temporario da hemorragia. (ADP e TXAZ2) sao suficientes para reforgar e controlar o local
exposto na sequéncia de uma lesao endotelial. A conversao de fibrinogénio a fibrina da-se
pelas vias da cascata de coagulagao plaquetar primaria tornando mais estavel (ilustradas na

figura seguinte) (Nunes & Melo, 201 3).

Todo o processo da ativagao da cascata de coagulagao é limitado ao local da lesao,
pelo que uma ativacao descontrolada e extensiva manifesta-se geralmente nas doengas de
coagulagao intravascular disseminada (CIVD), hemorragias, trombose muitas das vezes com

resultados fatais (Keohane, et al, 2016).

Cascata da coagulacdao encontra-se dividida em trés vias separadas, a via

extrinseca, a via intrinseca que convergem numa via comum.

Sdo parametros muito utlizados para se avaliar e interpretar resultados laboratoriais,
assim como para avaliagio e identificacao de individuos que carecem de fatores de

coagulagao Figural5.
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In vivo
Lesao vascular (+ colageno exposto + fosfolipidio plaquetario)

T

Vil —3 Vila TF - | Xla

IXa Vilia

/ \ T
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fosfolipidio

(protrombina) N —> T (rrombina, lla)

fosfolipidio l

FIBRINA e FIBRINOGENIO
i m
Xl — > Xllla —>l

FIBRINA
ESTAVEL

Figura 15. Via da coagulagao do sangue iniciada pelo fator tecidual (TF) na superficie da célula.
Quando o plasma entra em contato com o FT, o fator VIl liga-se ao FT. O complexo TF e VIl ativado
(VIla) ativa X e IX. O inibidor da via do FT (TFP) é um importante inibidor de TF/Vlla. O complexo
Vllla-IXa amplia muito a producao de Xa a partir de X. A geragao de trombina a partir da
protrombina pela agao do complexo Xa-Va conduz 4 formagao de fibrina. A trombina também ativa a
formacgao de Vllla-1Xa, e assim, de Xa-Va. Verde-claro, serina-protease; amarelo, cofatores. (24.7)
(Adaptado Nunes & Melo, 2013).

No Laboratorio de rotina os testes da coagulagao sanguinea sao Uteis para avaliagao
da hemostase sao determinados os seguintes parametros: Tempo de Protrombina (TP),

Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa) e Doseamento do Fibrinogénio.

Tempo de Protrombina (TP)

Tempo de Protrombina é um teste usado para avaliar a funcionalidade da via
extrinseca (VIl), e comum (fibrinogénio, protrombina e fatores Il, V, X) da cascata de
coagulagao, simultaneamente com a geragao da trombina e a conversao do fibrinogénio em

fibrina.

O tempo de protrombina é (til para fazer a monitorizagao de individuos que fazem
uso de anticoagulantes orais (varfarina anda ao mesmo da vitamina K), despiste de
deficiéncias de determinados fatores de coagulagio, em disturbios da coagulagao
hereditarios ou adquiridos assim como na dete¢ao de disfungoes hepaticas (Nunes & Melo,

2013).

Os valores correspondentes aos intervalos de referéncia variam entre os

laboratorios de acordo com o instrumento utilizado, devendo cada um estabelecer o seu
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valor para o controle da qualidade segundo a fonte de tromboplastina e a metodologia
utilizada para obten¢ao do coagulo de fibrina. O resultado é expresso em segundo entre
(10-14/ S), também pode ser expresso pelo valor da Razao Internacional Normalizada (INR),
que permite fazer a comparagao e corregao de resultados processados em laboratorios

diferentes (Nunes & Melo, 201 3).

O INR é obtido através do calculo da razao entre o PT do doente e o PT de um
plasma controlo, tendo em conta o indice de Sensibilidade Internacional (ISI) na seguinte

formula:

INR = (PT+ PT teste) ISI

PT Normal
Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (aPTT)

O tempo de tromboplastina parcial ativada por sua vez, é o tempo necessario para
que ocorra a coagulacio do plasma, apds adicado de um componente fosfolipidico da

tromboplastina, cloreto de célcio e um ativador.

O aPTT é um parametro que permite avaliar a eficacia da via intrinseca através dos
fatores (VII, IX, Xl e Xll), e comum (fibrinogénio, protrombina, fatores (V e X) da

coagulacao.

Este parametro é Util para avaliar deficiéncias nos fatores hereditarios ou adquiridos
da coagulagao que representam distlrbios em situagbes comuns no prolongamento
hemorragicos, rastreio da hemofilia A e B (entre outras coagulopatias), assim como na
presenca de anticoagulante (heparina, lupico ou de anticoagulantes circulantes), transfusao
sanguinea com sangue armazenado, coagulagao intravascular disseminada bem como na

monitorizagao da terapéutica como a heparina (Nunes & Melo, 201 3).

Doseamento do Fibrinogénio

O fibrinogénio é uma proteina plasmatica sintetizada no figado, esta envolvida na
cascata de coagulagao. A diminuicao dos valores de fibrinogénio esta associada a doenga
hepatica grave, ao passo que os aumentos dos valores se verificam nas situagoes fisiologicas
como: doenga inflamatéria crénica e gravidez. O doseamento do fibrinogénio é util para
diagnosticar situagoes alteradas de coagulagao intravascular disseminada, fibrinolise primaria

e é feita com base no método de Claus (Keohane, et al,, 2016).

Consiste na medigao do tempo de coagulagao do plasma do utente, apos adigao de

um reagente de elevada concentragao de trombina, fundamental para ocorrer a conversao
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do fibrinogénio em fibrina. Existe uma relagao inversamente proporcional entre o tempo que

se da a formagao do coagulo e a concentragao de fibrinogénio (Keohane, et al,, 2016).

O doseamento do Tempo de Protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial

ativada (TTPa) e fibrinogénio (FIDA) sao determinados no aparelho Yumizen G400TM.

17. Velocidade de Sedimentacao

A velocidade de sedimentagao (VS) € um parametro laboratorial sensivel e nao
especifico para nenhuma doenga em particular, baseado no principio da taxa sedimentagao
de globulos vermelhos no plasma de uma amostra sanguinea cuja leitura pode ser feita
manual ou automatica na maioria dos casos os resultados observam-se ao fim de | hora e o

resultado é expresso em milimetros (mm/h) (Guarner, Dolan, & Cole, 2015).

A VS é um marcador inespecifico que nos da informagoes clinicas uUteis nas doengas
que cursam com processos inflamatorios, associados a produgao de proteinas de fase aguda
(PCR) e em outras hiperproteinemias no estabelecimento de diagndstico de neoplasia,
doengas inflamatorias, visto que existem varios fatores ou influenciam na sua interpretagao

dos resultados (idade, sexo, medicagao e ou gravidez).

Por isso, a confirmagao deve ser sempre baseada de acordo com a histéria clinica nos
individuos que siao submetidos a terapéuticas como quimioterapia, cirurgia ou transfusoes
além de auxiliarem na monitorizagao da resposta terapéutica (Guarner, Dolan, & Cole,

2015).

18. Determinacao de Grupos Sanguineos Sistema ABO/Rh

A determinagao dos grupos sanguineos no ABO, tem utilidade em diversas situagoes
clinicas como transfusdes e rastreio pré-natal para prevenir ocorréncias de

incompatibilidades em reagoes transfusionais.

O Sistema ABO nas hemacias assenta em dois tipos de glicoproteinas que podem ser
expressas nas suas membranas, chamados de antigénio A e antigénio B responsaveis pela

determinagao do fenotipo sanguineo.

A definicao do grupo sanguineo de um individuo pode ser realizado por duas provas.
Prova direta para pesquisar antigénios A e B presentes nas hemacias do utente seguida de
uma prova reversa que faz a pesquisa de anticorpos. A prova reversa € uma contraprova

fundamental para conclusio do exame é feita com hemacias tipadas.
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O Sistema ABO para tipagem dos grupos sanguineos permite classificar em 4
fenotipos distintos A, B, AB e 0 (zero). Os individuos do grupo A tém antigénio A e
anticorpos anti-B. Os do grupo B tém antigénio B e anticorpos anti-A. Os do grupo AB tém
antigénio A e B, mas nao tém de quaisquer tipos de aglutininas. Finamente os utentes do
grupo O (zero) tém anticorpos A e anticorpos B, mas nao tém qualquer tipo de antigénio

(SILVA., MENDES,, SOUSA,, LUZ,, & MEDEIROS, 2010).

Os anticorpos naturais anti-A e anti-B contra antigénios A ou B frequentemente sao
da classe IgM com raridade do tipo IgG, sao encontrados no plasma de individuos cujos
eritrocitos nao tém antigénio correspondentes para A, B ou AB e que nunca estiveram em

contatos com eles, por meio de transfusdes ou gravidez prévia.

A classe 1gG é Unico anticorpo imune que consegue atravessar a placenta passando da
mae da mae para o feto. A determinagao do anticorpo, anti D e antigénio Rh sao a mais

importante do sistema ABO, e é o responsavel pelas reagoes clinicas em individuos Rh (-)

(Hoffbrand, 201 3).

Os resultados da determinagao dos grupos sanguineos interpretados de acordo com
o Sistema ABO, é fundamental nos bancos de sangue para selegao ou suspensiao de
receptores a fim de maximizar a seguranga de dadores que é posta para realizar transfusao
sanguinea ou transplantes de o6rgaos, no sentido de prevenir ocorréncias de

incompatibilidades (Hoffbrand, 2013).

As determinagoes dos grupos sanguineos assentam nas reagoes antigénio-anticorpos
com base nos antigenos A, B e D presentes nas membranas dos glébulos vermelhos, assim

como os anticorpos especificos paras os antigénios correspondentes.

Tabela 4. Determinagao dos Grupos Sanguineos com base na aglutinagao da Prova Direta e

Prova Sérica e os Antigénios Eritrocitarios correspondentes.

Prova direta (sangue Total) Antigénios Eritrocitarios | Prova Sérica (soro)
Anti-A | Anti-B | Anti-D

A Rh+ + - + Anti-B

A Rh- + - - Anti-B

B Rh+ - + + Anti-A

B Rh- - + - Anti-A

AB Rh+ + + + Ausente

AB Rh- + + - Ausente

O Rh+ - - + Anti-A e Anti-B

O Rh- - - - Anti-A e Anti-B

47



O sistema Rh é constituido por dois tipos de genes estruturais que codificam
proteinas membranares que tém antigénios D, Cc e Ee. Neste contexto o gene RhD pode
ser detetado nos individuos com Rh (D+) ou nao detetado resultando nos individuos com

Rh (D-) na superficie das hemacias.

Os anticorpos Rh, dificilmente sao detetados na corrente sanguinea de forma natural

(SILVA,, MENDES,, SOUSA,, LUZ,, & MEDEIROS, 2010).

Geralmente o anticorpo anti-Rh é o mais imunogénico, resulta de reagoes imunes
mediadas de respostas a introdugao por transfusao ou pela passagem por meio da placenta
durante a gravidez de eritrocitos que possuam antigénios ausentes no sangue no individuo. A
determinagao do Rh é de extrema utilidade para os utentes do grupo D negativo, quando
submetidos com grupos sanguineos D positivo com finalidade clinica. Serve para monitorizar
mulheres gravidas com anticorpo anti-Rh negativo que possam contactar com anticorpos
anti-Rh positivo mediante exposicao com células sanguineas do feto com anticorpo anti-Rh

positivo podem causar doenga hemolitica do recém-nascido (Hoffbrand, 2013).
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19. Caso Clinico n.° |

Um utente do sexo masculino, caucasiano, com 69 anos de idade, apresentou-se para

realizagao de andlises de rotina. Os resultados do hemograma estao a seguir.

Tabela 5. Resultados do Hemograma — Bioquimica.

Hemograma Resultado Valor de Referéncia

Eritrograma 3,60 x10 E12/ 4,5-6,5

Hemoglobina 9,2 g/dl 13,0-17,0

Hematocrito 30,9% 40 - 50

VGM 86,0 fl 83 - 101 s
HGM 26,0 pg 27 - 32

CHGM 30,2 g/dl 31,5-345

RDW 18,7% 0,00 - 15,0

Leucograma Resultado Valor de Referéncia

Leucécitos 39x I0E9/L 40-11,0

Neutrofilos 65% 40 - 80 =N
Eosindfilos 2% | -6 =3
Basofilos 1% <2 =Y
Monécitos 9% 2-10 =3
Linfocitos 23% 20 - 40 =N
Plaquetograma Resultado Valor de Referéncia

Plaquetas 248 x IOE9/L 150 — 400 o
Reticulograma Resultado Valor de Referéncia
Reticulocitos 2,1% 05-25 =3
Acido Félico 14,3 nmol/L 7 —46,4

Vitamina B12 162 pmol/L 154 -713 s
Bioquimica Resultado Valor de Referéncia

Ferritina 12ng/L H: 23 — 336ng/ml

Figural 6. Anemia Hipocrémica — Anisocitose.
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Discussao

Através da andlise dos resultados do hemograma é possivel perceber que o utente

esta com uma anemia, uma vez que a concentragao da hemoglobina esta abaixo dos valores

de referéncia (213,0 g/dL).

Como o Volume Globular Médio (VGM) esta dentro dos intervalos de referéncia (83—
101 fl), e a Hemoglobina Globular Média (HGM) esta diminuinda (27-32), significa que

estamos perante uma anemia normocitica hipocrémica.

Estas anemias sao classificados em dois grandes grupos as microciticas (que tém
origem em deficiéncia de ferro) ou nao microcitica (que tém origem, principalmente, por
perda cronica de sangue, necessidade de ferro ou quando existe alteragcao no controle da

expressao da hepsidina).

Portanto, suspeita-se que este caso de Anisocitose acentuada. Anisocromia.
Policromia. Este tipo de anemia ocorre quando uma populagao de células é macrociticas, e,
outra, microciticas e hipocromica; os indices hematimétrico (VGM e HGM) podem ser

normais ou diminuido proporcionalmente a gravidade da anemia.
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20. Caso Clinico n.° 2

Um utente do sexo masculino, caucasiano, com 25 anos de idade apresentou-se para

realizagao de andlises de rotina. Os resultados do hemograma estao a seguir.

Tabela 6. Resultados do Hemograma - Microbiologia - Imunologia.

Hemograma Resultados Valores de Referéncia
Eritrograma 4,9 X 10 12/L 4,5 -6,5
Hemoglobina 14,7 g/dl 13,0-17,0
VGM 87,1 fl 83 -101
HGM 29,7 pg 27 -32
CHGM 34.0 g/dI 31,5 -345
RDW 10,8 % 0,00 - 15,0
Leucograma Resultados Valores de Referéncia
Leucécitos 16,6 40-11,0
Neutrofilos 74% 40 -80
Eosindfilos 1% -6
Basofilos 1% <2
Monécitos 10% 2-10
Linfocitos 14% 20 - 40
Plaquetograma Resultados Valor de Referéncia
Plaquetas 256 150 — 400
Velocidade de | Resultados Valores de Referéncia
Sedimentacao
VS 3mm <=10
Sumaria de urina Resultado Valor de referéncia
Aspeto Ligeiramente turvo +
Deposito Ligeiro deposito +
pH 6,5
Exame microscépico do | Resultado Valor de Referéncia
sedimento urinario
Células epiteliais 3/campo 10
Leucocitos Incontaveis/campo 10
Urocultura Resultado Valores de Referéncia
Exame Direto Raras células epiteliais e

frequentes leucocito
Gram Alguns  bacilos  Gram

negativos
Exame Cultural +(Positivo) para Escherichia

Coli
Imunologia Oncologia (MT) | Resultados Valores de Referéncia idade 40-49
PSA Total 10,58ng/ml 0-25




Discussao

Através do resultado do hemograma pode-se observar que os parametros nao
sofreram alteragao porque os resultados encontram-se dentro dos valores de referéncia. Ao
passo que no leucograma se observa aumento do nimero de leucécitos e diminuigao do
numero de linfocitos, comparando com os valores de referéncia, caso sugestivo de processo
infecioso, o que vai de encontro com o exame de cultura (urina) positivo para Escherichia

coli.

Tratando-se de um jovem caucasiano, com 25 anos de idade, a infecao do trato
urinario é uma das causas mais frequentes que levam homens e mulheres a procurarem
tratamento nas unidades de salde. Logo estas alteragoes tém grande significado clinico,
sabendo que os quadros mais comuns de infecao urinaria por E. Coli sao as cistites,

inflamagao da bexiga.

De acordo com os parametros imunoldgicos, apenas a concentragao do Antigénio
Especifico da Prostata (PSA), se encontra acima dos valores de referéncia. O PSA é uma
glicoproteina sintetizada pelas células prostaticas, muito util para o rastreio, diagnostico e

monitorizagao de carcinoma da prostata.

Apesar do aumento dos niveis de PSA, estar ligado ao cancro da prostata, este
também se encontrar alterado em outros tipos de situagao clinica do tipo inflamatério como

por exemplo (prostatites).

21. Seccao de Imunoserologia/ Endocrinologia

Sistema Imunitario

O sistema imunolégico é constituido por um conjunto de células, orgaos, tecidos e
varias moléculas fundamentais a interagir, reconhecer, responder e eliminar os agentes
patogénicos, a atuar contra agressoes antigénicas externas que sejam estranhas e nocivas.

(Burmester, et al., 2005) (Figura 18).

O sistema imunolégico esta dividido em dois grandes mecanismos com capacidade de
respostas inter-relacionadas contra substancias que reconhecem como estranhas (non-self),

através da imunidade inata e imunidade adaptativa (Arosa, Cardoso, & Pacheco, 2012).
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A imunidade inata apresenta uma resposta rapida e de menor especificidade ao
contato com agente patogénico, A imunidade adaptativa, apresenta respostas de maior

especificidade (Burmester, et al., 2005).

A imunidade inata representa a primeira linha de defesa para um dado antigénio
reconhecido como estranho ao hospedeiro. Trata-se de um mecanismo independente do
tipo de antigénio (nao especifico), entra em agao em poucas horas apos o reconhecimento
desse mesmo antigénio. Uma vez que este tipo de imunidade nao tem memoria imunoldgica,
nao é capaz de reconhecer ou “recordar” um mesmo agente patoldgico na sequéncia de
uma nova exposicao futura. A imunidade inata é composta por diferentes barreiras: fisicas,

quimicas e celulares, fisioldgicas e inflamatorias (Burmester, et al,, 2005).

A integridade da pele como barreira fisica, desempenha uma importante fungao na
defesa mecanica do organismo, impedindo a penetragao de microrganismos. O muco,
secrecoes sebaceas, suor entre outras fazem parte das barreiras quimicas, e sao essenciais
para aprisionar os invasores alojados nas células epiteliais situadas no local de entrada
(mucosas, nasal, ocular geniturinario e gastrointestinal). As barreiras celulares sao compostas
por diferentes tipos de células fagociticas: a destacar em primeiro lugar os neutrofilos,

macroéfagos e monocitos.

Estes mecanismos fazem parte do sistema inato induzem a lise do invasor ou a
libertagao de enzimas liticas, citotdxicas e citoliticas, interferodes, lipidos quando ativadas por

outros mecanismos celulares.

Os mecanismos de defesa da imunidade adaptativa sé sao ativados quando o sistema
imunolégico inato nao é capaz de debelar o invasor apds a nao remogao do agente
patogénico causador da infegao. Esta imunidade tem como principal carateristica a
capacidade de ter memoria, que permite ao hospedeiro desenvolver uma resposta
imunolégica mais rapida, e eficaz na segunda exposicao ao mesmo antigénio. A imunidade
Adaptativa Pode demorar dias até longos meses ou anos a ser detetada, no entanto é
especifica para o agente patogénico, tendo a capacidade de recordar e eliminar
seletivamente, contribuindo para uma resposta mais rapida e eficaz num segundo encontro

com o mesmo antigénio (Burmester, et al., 2005).

Aa células do sistema da imunidade adaptativa sao compostas por linfocitos T e
linfocitos B. Os linfocitos T para serem ativados € necessario que estes entrem em contacto
com células especializadas mediadoras da imunidade humoral e celular, células

apresentadoras de antigénio (APC), que vao permitir a selecao e diferenciagao dos linfocitos
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T, quando sao ativadas por outras células que causam inflamagao e que libertam mediadores
citotoxicos para debelar o antigénio patogénico ou as células-alvo que possam estar
infetadas. Esta apresentagao antigénica ativa os linfocitos T que se diferenciam em linfocitos

T supressores (CD3), linfécitos T Auxiliares (CD4+), linfocitos T citotoxicos (CD8+).

Os linfocitos T citotdxicos sao essenciais para promoverem apoptose de células
nucleadas que estejam infetados por virus ou células tumorais, assim como as interleucinas
sao uteis para o bom funcionamento do sistema imunologico (Figura:17). Ao passo que os
linfocitos T auxiliares sao importantes para manter e aumentar as respostas do sistema
imunitario, sao responsaveis para coordenar outras células que tém atividade fagocitica ou
citotoxica capazes de eliminar as células-alvo ou poteniais invasores patogénicos. Os
linfocitos B diferenciam-se primeiro em células de meméria depois em plasmocitos
responsaveis pela producao das cinco classes de anticorpos soluveis, IgA, IgM, 1gG, IgE, IgD
(imunoglobulinas), sao as mais importantes deste processo capazes de reconhecer antigénios

estranhos (Burmester, et al,, 2005).

A resposta adaptativa inicia ap6s ativagao do linfécito B naive mediado pela interagao
de células T auxiliares ou por agente invasor patogénico capaz de induzir uma resposta

imune primaria.

Depois da ativagao dos linfocitos B, estes proliferam e diferenciam-se em células
produtoras de anticorpos (plasmocitos), e linfécitos B de meméria. Num segundo encontro
com o mesmo agente patogénico, € desenvolvida uma resposta imune secundaria, mais
rapida com a produgao de grandes quantidades de anticorpos principalmente do tipo IgG

entre | e 2 semana apos a exposigao (Burmester, et al,, 2005).
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Figural7. Demostracao da Resposta da Imunidade Inata e Adaptativa (Macedo, 2012).
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Equipamento e Metodologia (Architect e Ci8200™)

No laboratorio de Analises Clinicas do CSMC a secgao de imunologia clinica/
endocrinologia, avaliam-se os parametos que pode ser processado num sistema aberto e
completamente automatizado que permite o processamento continuo das amostras de soro
obtidas por meio de centrifugacao, entre outras por técnicas instrumentais ou técnicas

manuais.

Os métodos automatizados que podem ser realizados no laboratorio baseiam-se em

técnicas de Quimioluminescéncia com Microparticulas.

Quimioluminescéncia

No laboratorio do CSMC, na secgao de Imunologia o aparelho utilizado para o
processamento das amostras é o Architect e Ci8200TM cuja metodologia assenta no

método de Quimioluminescéncia (Falcao, 2004).

O processo quimioluminescéncia consiste na libertagao de microparticulas de luz, por
reagao quimica, ocorre na interagao entre o antigénio ou anticorpo na presenga de um
catalisador, como as enzimas, ides metdlicos ou outros complexos, que reveste as
microparticulas, e se mostra estiver presente. Os anticorpos que sao conjugados,
automaticamente emitem um sinal quimiluminescente cuja intensidade emitida é diretamente
proporcional a quantidade de antigénios ou anticorpos presentes na amostra em estudo

(Abboutt, 2021).

Mas a quimiluminescéncia (CMIA) particularmente baseia-se nas determinagoes
heterogéneas porque pode estudar dois ou mais tipos de antigénios em simultineo, e
também apresentam uma maior sensibilidade em relagao as determinagdes homogenias. Se o
resultado esperado for maior que o valor estabelecido na calibragao do cut off considera-se

positivo Figura 18 (llyas & Ahmad, 2014).

Quimioluminescéncia usa uma versio patenteada associada ao imunoensaio, o
ChemiFlex®. E um ensaio nio competitivo em sandwich, em que o sinal medido é

diretamente proporcional a concentragao de analito na amostra.
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Figura 18. Quimioluminescéncia ilustra o método em referéncia. O equipamento
Architect® Ci 8200TM (Abbott Diagndstics) (Adaptada Segundo SCHNEIDER and S H N-2000).

Na secgao de Imunologia o processamento das amostras também pode ser realizadas
através de técnicas manuais. Sendo que uma das técnicas mais utilizadas nos testes rapidos ¢

a imunocromatografia ou Point of Care Tests (POCT).

Numa determinada amostra, a pesquisa de antigénios ou anticorpos é feita em

suportes (cassetes), a leitura dos resultados ¢é feita visualmente.

Nos testes rapidos, existe uma particularidade, no fim da cassete, existe uma zona
control que assinala e assegura o bom funcionamento da técnica. Exemplo teste rapido de
diagnostico in vitro (qualitativo), para detetar presenga do antigénio HCG (urina), sangue
oculto nas fezes e SARC-COV-2 (Zaragatoa da Nasofaringe). No laboratorio do CSMC,

também sao realizadas andlises com base em rea¢oes de aglutinagao, tais como a Tipagem

sanguinea.
Tabela 7. Marcadores Serologicos e Moleculares analisados na seccao
Imunoserologia/Endocrinologia do CSMC.
Marcadores Seroldogicos e Moleculares
HIV HAV HBV HCV Treponema | Tiroide Macador Tumoral
Pallidum
Ag (P24) | Anti-HAV Ag ABS Ag T3, T3 | PSA Total
IgG Anti-HBs Anti-HCV | 1gM-IgG Livre PSA Livre
Anti-HIV Anti-HBc T4, T4
DNA HBV Livre
TSH
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22. Marcadores Virais

Os virus s3ao microrganismos intracelulares obrigatérios, com carateristicas
morfoldgicas e tamanho pequenissimo. Os genomas dos virus estio constituidos unicamente
por acidos nucleicos RNA ou DNA, diferentes entre si pelo tipo de cadeia que apresentam
(simples ou cadeia dupla). A forma dos virus, tendo em conta a sua diversidade populacional
pode ser icosaedrica, helicoidal ou complexa, o genoma viral encontra-se protegido por uma
camada proteica, conhecida como céapside viral. Alguns virus apresentam ainda uma

membrana exterior conhecida como e envelope (Arosa, et al,, 2012).

Virus da Imudeficiéncia Humana (HIV)

A sindrome da Imunodeficiéncia adquirida (SIDA), é causada pelo virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV). Existem dois tipos de HIV, tipo | e tipo 2, sendo que o
HIV-1 foi a primeira estirpe a ser isolada, e é considerado como sendo mais patogénico e
mais expandido a nivel mundial. HIV-2 é o mais frequente na Africa ocidental (Werson, et dl,

2013).

O HIV-| é um virus envelopado pertencente a familia Rentroviridae, género Lentivirus,
com capacidade de induzir efeito citopaticos nas células nucleadas (macrofagos, mondcitos
células dendriticas) do hospedeiro que estejam infetadas. Este tipo de virus tem a forma
esférica com dimensoes extremamente pequenas que variam entre 100nm a 120nm e possui
um gemona viral duas cadeias simples (ssRNA) idénticas entre si. Este genoma contém genes
principais (gag, pol e env) e 6 genes acessorios. Este virus possui varias proteinas estruturais
nomeadamente as proteinas da Capside (p24), da matriz (pl7) e da nucleocapsaides (p7), a
glicoproteinas (gp120) e a glicoproteina transmembranar (gp41) entre outras, que revestem

a camada externa do envelope viral (Werson, et al., 2013).

A replicagao viral inicia-se atraves da adsor¢ao e penetragao do virus na célula-alvo.
O co-recetor, entre a CXCR4 ou CCR5, presentes também na superficie da célula
hospedeira, é indispensavel 4 entrada do virus nos linfécitos TCD4. A entrada do virus na
célula hospedeira ocorre por fusio do envelope viral com a membrana citoplasmatica da
célula alvo, apés o qual ocorre a descapsidagao, e o genoma do virus fica exposto no
citoplasma, permitindo a agao da transcriptase reversa, que tem a capacidade de sintise para
converter o RNA viral em uma cadeia simples de DNA, que ¢ inserida no genoma da célula

infetada do hospedeiro.
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Estao referenciados clinicamente trés estadios de infecao que se desenvolvem num
individuo infetado durante a infegao por HIV-I. Infecao aguda ou primaria, b) e Infecao
asintomatica ou periodo de latencia, c¢) infecao sintomatica com o quadro de SIDA (Werson,

et al, 2013).

a) - Infecao aguda ou primaria, é a fase em que se oberva um aumento da
replicagao viral e disseminacao rapida, do HIV pelo organismo. Alguns individuos manifestam
sintomas de gripe, cefaleias com resolugdo em pouco tempo no final da infecao aguda,

ocorre diminuigao e estabilizagao da viremia e da resposta imunoldgica.

b) - Infecao asintomatica ou periodo de latencia, ocorre uma diminuicao da
viremia devido a eliminagao deste virus da circulagao, e uma auséncia de sintomas ja é
possivel detetar anticorpos contra o virus, a contagem de linfocitos T CD4 diminui de forma

progressiva.

c)- Infecdo sintomatica com o quadro de SIDA, representa o estado clinico de
cronicidade da infecao, a quantificacao absoluta dos leucocitos (LTCD4+) tende a diminuir
para menos de 200 células/ml associado a um aumento dos niveis da caga viral, tornado-se
um periodo propicio para o desenvolvimento de complicagdes por infegcdes oportunistas

(Werson, Da Matta, Bazzo, Franchini, & Junior, 2013). Werson, et al,, 2013).

Existe um pequeno grupo de individuos que controla a infegao de forma natural,
apesar de nao estarem submetidos a terapéutica antiretroviral. Estes donetes denominados
de “ Elite Controlers ” nao evoluem para fase de SIDA, mantendo niveis nao detetaveis de

carga viral (<50 copias RNA/mL).
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Figura 19. Contagem de Linfécitos TCD4 e Perfil Serologico da Infegao pelo HIV ao longo do
tempo de um individuo sem tratamento com antirretroviral (Adaptada Santos, 2019).
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No CSMC, o diagnostico laboratorial da infegao por HIV é feito com recurso a
ensaios seroldgicos de 4* geragao, que permite fazer em simultaneo a pesquisa de antigénio

p24, anticorpos anti-HIV-1| e anticorpos anti-HIV-2.

O componente de detecgao de anticorpo tem o formato de “sanduiche”. Para este
fim, as microparticulas estao revestidas com antigénios tanto de HIV-I como de HIV-2, e

anticorpos anti-p24 (Werson, et al,, 2013).
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Figura 20. Representacao esquematica, ensaio imunolégico sanduiche (imunométrico) de 4° geragcao
do tipo ELISA (do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (Adaptado Werson, Da Matta,
Bazzo, Franchini, & Junior, 2013).

Caso seja detetado o antigénio p24, esta ténica permite fazer o diagnostico da infecao
por HIV numa fase icicial antes, da seroconversao e a detecao de anticorpos. Na presenca
de um resultado positivo, recomenda-se fazer a repeticao do teste em duplicado na mesma
amostra. Nao é possivel distinguir isoladamente entre a detecao de do Ag p24, anti-HIV-1 e
anti-HIV-2 pelo autoanalisador i2000 do Architect e Ci8200 da Abbott® Laboratories, pelo
que é imprescindivel mandar fazer o teste de discriminagao imunoblote, capaz de detetar os
anticorpos especificos (IgG) e assim como diferénciar a infecao para os tipos de VIH-1/VIH-

2, enviado para um laboratorio de referéncia (George, 2014).
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Figura 21. Alogaritmo clinico laboratorial da infegao por HIV disponibilizado pela DGS para Teste
de Rastreio de 4° geragao (Adaptada George, 2014).

Hepatites Virais

Hepatites viarais sao doengas mediadas por diferentes agentes etiologicos, com
tropismo nas células do figado, com manifestagdes que provocam alteragoes difusas no
parénquima hepatico. Pode ter de origem infeciosa, consumo de dlcool, medicamentosa,
produtos toxicos ou também pode ser mediada por processos autoimunes (Bartolini, et al,

2018).

Virus da Hepatite A

A hepatite A tem como agente etioldgico o virus da hepatite A (HAV). Trata-se de
um virus envelopado pertencente a familia Picornaviridae, unico do género Hepatovirus. O
HAV tem um genoma viral constituido por uma cadeia simples (ssRNA+), com polaridade

positiva, que também desempenha a fungao de RNAm.

O genoma viral codifica proteinas estruturais do capsideo e proteinas nao estruturais

importantes para a replicagao viral (Bartolini, et al, 2018).

A replicagao viral do HAV ocorre em duas fases, tem inicio com adsorgao e
penetracao da particula viral (por endocitose), nos hepatocitos. De seguidas ocorre a

descapsidagao e replicagao das particulas virais (Bartolini, et al,, 2018).

A transmissiao do HAV da-se através da via fecal-oral, contacto interpessoal e

também por ingestao de alimentos e de aguas contaminadas (Bartolini, et al, 2018).

A via parenteral é uma forma rara de transmissdo, mas pode ocorrer se um inviduo

dador de orgao estiver no periodo de viremia. A Hepatite A é uma doenga autolimitada e de
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estadios benignos, sendo que o comprometimeto hepatico agudo grave ocorre em menos de

| % dos casos com maior insidéncia em pacientes idosos (Bartolini, et al., 2018).

Individuos com hepatie A aguda, em geral sao sintomaticos, embora manifestagoes
clinicas inespecificas tais como: fadiga, nauseas, vomitos, desconforto abdominal, ictericia do
recobrimento conjuntival da esclera. O periodo de incubagao varia de 2 a 8 semanas

(Bartolini, et al, 2018).

A concentragao viral no soro plasmatico € menor que nas fezes. As manifestagcoes
clinicas variam desde infegao assintomatica a falha hepatica aguda, entre os trés e seis meses
e depois desaparecem, antes mesmo da concentragao das transaminases se encontrarem
aumentadas no soro ou plasma, por isso nunca evoluem para hepatite cronica (Figura 22)

(Bartolini, et al., 2018).

Este perfil serolégico é diagnosticado em individuos sintomaticos que apresentam
anticorpos de calsse IgM anti-HAYV, detetaveis na fase aguda, tornando-se indetetaveis ao fim

de 3 a 6 meses.

Na fase aguda de infecgao, quando sao encontradas ambos marcadores IgM e IgG
significa que a infecao é recente. A determinagao de anticorpos anti-VHA total, anticorpos
anti-IlgM assim como a detencao de IgG, significa que contataram com o virus previamente

ou foram imunizados través da vacina (Bartolini, et al,, 2018).

No CSMC, Laboratério de Andlises Clinicas o diagnostico de hepatite A, faz-se

através da pesquisa de e anticrpos especificos, anti-HAV.
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Figura 22. Curso natural da infecao pelo virus da Hepatite A (HAV) (Adaptado MATHENY;
KINGERY, 2012).
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Virus da Hepatite B

O virus da hepatite B (HBV), é conhecido como o agente etiologico que causa
hepatite B, aguda e croénica, uma das principais causas de morbilidade e mortalidade por todo
o mundo. HBV pertence a familia Hepadnaviridae, possui um genoma viral constituido por
uma cadeia dupla de DNA. Trata-se de um virus envelopado as principais proteinas
estruturais do HBV sao: antigénio do core (HBsAg), e o antigénio e (AgHBe). Este virus é
responsavel por ter causado cerca de 240 milhdes de infegoes cronicas, em paises em
desenvolvimento. Extima-se cerca de 600 a 800 mil pessoas morrem de causas relacionadas

ao HBV a cada ano (Bartolini, et al., 2018).

A replicacao do HVB, ocorre nos hepatocitos e inicia-se pela por adsorgao e
penetragao (por endocitose), com a internalizagao das particulas viais apdés o
recohnecimento dos receptores da membrana usados pelo virus. De seguida, as proteinas
sao o veiculo de transporte que levam o genoma viral até ao nucleo da célula hospedeira.
No nucleo, o genoma viral é completado pela RNA polimerase Il celular e transcrito a
RNAm, que é transportado para o citoplasma, para ocorrer traducao de proteinas viaris e,
pela acao da transcriptase reversa, producao do genoma viral, gerando os novos virus.

(FIELDS; et al., 2007).

Antigénio de Superficie da Hepatite B — AgHBs

Num perfil serologico de um individuo infetado com virus da hepatite B, o primeiro
marcador de infecdo no estado agudo ou cronico a ser tipificado é o HBsAg, formado a
partir do gene da superficie viral, sendo detetaveis no intervalo de 4 a 6 semanas apos a
exposi¢ao do HBV. O pico de deteccao é exponencial no periodo de fase aguda em que

ocorre a infegcao (Figura 23).

A transmissio do HBV pode ocorrer principalmente pela via sexual por via
parenteral, assim como outros fluidos bioldgicos ( via vertical, transfusao sanguinea, leite

maternos) (Bartolini, et al,, 2018).

Anticorpo Contra o Antigénio de Superficie da Hepatite B — anti-HBs

A detecio dos antigenos/anticorpos virais € variavel e, depende da fase da doenca,

hepatite aguda ou cronica (Figura 23). A fase aguda da-se logo a seguir a entreda e
multiplicagao do virus HBV na circulagao do individuo. Inicialmente sio detetados niveis
AgHBs e AgHBe, durante um intervalo de tempo de 4 a 6 meses ou mais, e diminuem

gradualmente a medida que o individuo vai ficando com imunidade e simultaneamente surge
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a primeira resposta homoral, com a produgao de anticorpos do tipo IgM (marcador de fase
aguda), e numa fase mais avangada, surgem os anticorpos do tipo IgG e anticorpos anti-Hbe
(é um bom marcador de prognostico na hepatite aguda). De acordo com os outros tipos de
virus que causam hepatite (anticorpos anti-HBs, anticorpos anti- Hbe e anticorpos anti-HBc),
na fase de recoperagao da infecao, pode ocorrer desenvolvimento da imunidade, onde
observa-se difernga entre o estado agudo e croénico, porque os anticorpos existentes sao
ambos do tipo IgG, ou pode ser indicativo do aparecimento de mutagao pré-core e nao cura

(Bartolini, et al, 2018).

Relativamente ao perfil serolégico de um individuo com hepatite B, as carateristicas
sugestivas para se aferir infecgao cronica da-se pela presencga persistente dos niveis de
AgHBs no soro, por um periddo superior a 6 meses e auséncia da produgao de anticorpos
anti-HBs, este marcador ¢ indicador de infecao ativa. O indiviuo com hepatite B croénica
também, pode apresentar niveis elevados de AgHBe, geralmente este marcador demostra
replicacao viral na fase ativa da infecdo cronica. Assim que o AgHBe desaparece da
circulagao, tornando-se indetetavel, aparece o anticorpo anti-Hbe, que geralmente esta

associado a portadores cronicos inativos.

Um individuo com hepetite B crénica geralmente a infecao esta sempre associada a
presenca do genoma viral em circulagao sanguinea na fase precoce a seguir a exposi¢cao ao
agente infecioso em simultaneo com o antigénio de superficie viral AgHBs, que possuem
limite de deteccao médio de 10 Ul/mL de plasma ou soro e especificidade acima de 99%,
antes da fase clinica sintomatica e o aparecimento na circulagao das transaminases (Bartolini,

et al, 2018).

No CSMC, Laboratorio de Analises Clinicas o diagndstico de hepatite B, faz-se
através da pesquisa de antigénios e anticrpos especificos, (AgHBs, AgHBe, anti-HBs, anti-HBe

e anti-HBc).
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Figura 23. Perfil Marcador Serologico Fase Normal e Fase Crénica HBV (Adaptado Alquezar, 2014).
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Virus da Hepatite C

A hepatite C é uma doenca causada pelo virus da hepatite C (HCV). Este virus
envelopado foi o primeiro membro do (género Hepacivirus), faz parte da familia Flaviridae. O
HCV ¢é um virus RNA, cadeia simples de polaridade positiva (ssRNA+). A traducao do
genoma deste virus que inclui as poliproteina que codificam as proteinas nao estruturais p7,

NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B, (NS2), e proteinas estruturais.

A replicagao viral inicia pela adsorgao viral, penetragao e descapsidagao do virus nos
hepatocitos. Depois seguesse a fase de formagao do RNA viral, maturagao e montagem dos

novos virus (Bartolini, et al., 2018).

O periodo de incubagao do virus da hepatite C (HCV) é de aproximadamente sete
semanas apos a exposicao ao agente infecioso. Na sua maioria os individuos com infecao
pelo virus da hepatite C sao assintomaticas, assim como alguns podem desenvolver sintomas

nao especificos.

Alguns destes podem evoluir para hepatite cronica com complicagoes como cirrose,
cancro hepatico. A infeccao pelo HCV é responsavel pelo aumento de transplante hepatico

no mundo ocidental (Bartolini, et al., 2018).

A transmissao do virus da hepatite C, pode ocorrer por diferentes formas.
Transmissao sexua, transmissao vertical ou por transmissao sanguineas (Bartolini, et al.,

2018).

A infecao pelo virus da hepatite C, clinicamente distingui-se a fase aguda da fase
crénica por meio da determinagao de anticorpos e do RNA viral, sabendo que, na fase
cronica geralmente os individuos apresentam anticorpos anti-HCV e genoma viral,

detetaveis 6 meses apos a infegao (Figura 24) (Bartolini, et al,, 2018).

Ainda nao esta devidamente evidenciados a possibilidade da relagao destes anticorpos
(anti-HCV) se participam para eliminagao do virus ou se existe algum tipo de imunidad
protetora, a pesar de existirem estudos de individuos que se recuperam da infeccao
podendo ser resistentes a novas exposigoes ao virus, a evolugao cronica € carterizada pela
permanencia na circulagio do RNA viral ao longo dos anos com osxilagao dos valores de

ALT (Bartolini, et al, 2018).
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Figura 24. Perfil Serolégico Marcador de infecao Hepatite C (Adaptado Alquezar, 2014).

23. Infecoes Bacterianas

Sifilis

O Treponema pallidum é o agente etiologico que causa sifilis. Estao identificados trés
estadios da doenga nao tratada. Sifilis primaria: caracteriza-se pela invasao do
microrganismo assim como a existéncia de uma ou mais lesées no local de entrada
formando uma Ulcera. Sifilis secundaria: As manifestacoes clinicas sao comuns e com o
aumento da producao de anticorpos. Sifilis latente: Esta fase é caraterizada pela ausencia
de sinais clinicos e sintomas na infegao recente até um ano apos exposicao e tardia com mais
de um ano de evolucao na auséncia de tratamento. Sifilis terciaria: Geralmente é o estadio
mais avancado da doenga, acomete nao apenas a pele, mas também alguns 6rgaos internos. A
principal via de transmissao da sifilis € a via sexual, também pode ocorrer pela via vertical

(Benzaken, et al,, 2016).

O diagnostico da sifilis € baseado na historia clinica do individuo e na combinagao de
resultados dos testes. Existem diferentes tipos de testes, ambos baseados no tipo de
antigénio para qual os anticorpos sao direcionados. Os testes diretos sao uteis, para
visualizagdo no microscopio de campo escuro. Os testes seroldgicos por métodos
treponémicos (TPHA- Treponema Pallidium Hemaglutination), detetam anticorpos para
antigénios de T. pallidum ao passo que, os métodos nao treponémicos (RPR-Rapid Plasm

Reagin) detetam antigénios direcionados (Martines & Johnson, 2014).

No laboratério de analises clinicas do CSMC, o diagndstico da sifilis é realizado
através do teste treponémico, baseado na metodologia de imunoensaio de

quimioluminescéncia que deteta anticorpos especificos anti- T. pallidum, pelo autoanalisador
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i2000 do Architect e Ci8200 da Abbott® Laboratories. Os resultados sio apresentados
como reativo ou nao reativo nao, sendo possivel discriminar entre uma infecao recente ou

passada ou até mesmo entre uma infecao tratada ou nao tratada (Martines & Johnson, 2014).
24. Marcadores de Avaliaciao e de Funcao da Tiroide

A tiroide é uma das glandulas enddcrinas com maior dimensao, localiza-se na zona
inferior do pescogo, libertando hormonas na corrente sanguinea e a sua principal fungao é
regular o metabolismo, assim como estimular a fungdo dos distintos orgaos vitdis: rins,
figado, cerebro e coragao. As hormonas tireoidianos (HTs) atuam no geral em todos os
sistemas do organismo, desenvolvendo um papel importante no crescimento,
desenvolvimento e na regulagao de diversas fungoes homeostaticas, como a produgao de
calor e de energia bem como o crescimento e o desenvolvimento do organismo. Ex: o
trabalho do miocardio, taxa metabdlica, densidade mineral ossea, regulagio do metabolismo
de lipideos, do colesterol e lipoproteinas. Portanto, percebe-se a influéncia dos HTs sobre o
sistema cardiovascular e muscular para encontrar as explicagoes fisiologicas na diminuigao da
tolerancia ao esfor¢o de sujeitos acometidos dos dois principais disturbios tireoidianos:

hipotireoidismo e hipertireoidismo (Freitas c., et al,, 2019).

O aumento da quantidade de oxigénio utilizado nas células, influenciam a taxa
metabolica dos hormoénios da tirdide e na estimulagio de todos os tecidos do corpo.
Qualquer alteragao que ocorre nessa regulagao tirdideia, diminui a produgao de hormonas,
estimula a secrecao de mais TSH logo surgem desequilibrios que podem originar o

hipotiroidismo ou hipertireoidismo (Freitas c., et al,, 2019).

As causas mais frequentes de hipotiroidismo sao: inflamagao na glandula tiroideia,
deficiéncia de iodo, farmacos, hipotiroidismo neonatal, insuficiéncia pituitaria, tirdidite de

Hasimoto, auséncia de glandula da tiréide (tireidectomia).

A tirdide é uma glandula endécrina, regulada pela hormona estimulante
Tiroestimulante (TSH), sintetizada e secretada pela Hipofise anterior. Sob o controlo da

hormona libertadora das gonadotrofinas (GnRH), produzidas no hipotalamo.

Além disso a TSH, também desempenha outra fungao importante na regulagao de
hormonas produzidas pela tiroide, sao estimuladoras metabdlicas para producao de alguns
tipos de hormonas essenciais para o metabolismo normal assim como manter a homeostase

do organismo que sao: Tri-iodotironina (T3) Livre e Tetraiodotironina (T4) total.
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Estas hormonas sao reguladas través de um mecanismo de feedback negativo em
pacientes com um eixo hipolamo-pituitario intacto, controlando o metabolismo da glandula
tiroideia (TSH)e o grande responsavel por essa manutencao na regularizagao e producao de
calor, sao sintetizadas e secretadas pelas células foliculares da tiroide em distintas etapas
ligadas a recetores presentes na membrana das células foliculares que interagem com o
DNA influenciando a expressao de genes reguladores e a sintese de proteinas desenvolvidas
no metabolismo de hormonios , crescimento e maturacao glandular estimulando a secregao

hormonal (Ross & Pawlina, 2016).

Para que haja um bom funcionamento da tiréide é fundamental que o mecanismo do
eixo Hipotalamo-hipdfise-tirdide promove os estimulos necessarios para que as glandulas
produzam as suas hormonas. A glandula tirdide é essencial na produgao hormonal, pois afeta
diretamente diversas fungoes no corpo humano e com isso, pode acarretar em um desajuste
sistémico. Para manter o equilibrio hormonal adequado é essencial que a glandula esteja em
seu perfeito estado de funcionamento, pois pode provocar crescimentos anormais, como os

nodulos (Freitas c., et al, 2019).

A auséncia de hormonas circulantes da glandula tiroideia revela o estado clinico do
hipotiroidismo isto acontece quando a glandula se encontra no estado hipoativa a mesma
divide-se em trés subclasses: congénito, central e subclinica ao passo que o aumento da
funcao da glandula tiroideia provocando assim o aumento dos niveis dos hormonios T3 e T4

na circulagao periférica originam hipertiroidismo quando a glandula esta hiperativa.

O diagnodstico do hipotiroidismo primario € careterizado pelo aumento da TSH,

associado a quantidades diminuidas de T4 Livres.

EX: doengas autoimunes da tiréide (Hashimoto), deficiéncia de iodo libertadas para corrente
sanguinea, diminuicao do tecido tireoidiano por iodo radioativo, cirurgia usada no
tratamento da Doenca de Graves (DG) ou do cancer, ao passo que o hipertiroidismo
primario em casos complexos ou em situagoes clinicas de maior dificuldade em diagnosticar
carateriza-se pela diminuicao dos niveis de TSH com quantidade normal ou aumentada de

tiroxina (T4) e triiodotironina (T3) (Freitas c., et al, 2019).

A determinagao dos hormonios da tiréide em simultaneo com a TSH pode faciliar na
avaliagao e estabelecer o diagnostico clinico de acordo com o tipo de disfungao tiroideia

(Silva, 2013).

Os exames laboratoriais sio de extrema importancia para detecgao dos disturbios

tireoidianos no organismo humano. O diagndstico precoce € primordial para o tratamento,
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pois ira regularizar o quanto antes essa alteragao hormonal, para dar uma vida saudavel ao
individuo. Além disso existem inlmeros fatores que sao capazes de influenciar na
determinagao da hormona estimuladora da tiréide (TSH), para fim de rastreio o doseamento

da TSH seria suficiente para detetar disfungao tiroideia.

A confirmagao do hipo ou hipertiroidismo primario esta relacionado com o
doseamento e avaliagao da secr¢ao e metabolismo do T4 e T3 tornando-se importante
quando se verificam alteragoes na ligagao destas iodotironinas as proteinas de transporte tais
como individuos com doenca clinica e ou subclinica a gravidez, terapéuticas com
anticoncecionais , e em risco de doenca tiroideia foram excluidos dos limites de referéncia
populacionais estabelecidos podem fazer aumentar a razao entre T3/T4 total (Freitas, et al,

2014).

Tabela 8. Diagnostico clinico e avaliagdo dos parametros da Tiréide.

Alteracao da Tirdide TSH T4 T3
Hipotiroidismo primario A v Vv /o
Hipertiroidismo primario v AN A
Hipotirdidismo primario Subclinico | AN = =
A
Hipotiroidismo primario Clinico |/ 7 v

No laboratorio de andlises clinicas do CSMC, os marcadores que sao avaliados na
rotina para avaliar a fungao da hormona estimuladora da tiroide (TSH) sao: Tri-iodotironina
(T3) total, T3 livre (FT3), Tiroxina (T4) total e T4 livre (FT4) e serao estes os marcadores

processados nesta secgao.

Os exames bioquimicos de maior relevancia a nivel laboratorial para ajudar no
diagnostico de hipotiroidismo baseiam-se na determinagao das concentragoes séricas de
TSH e da hormona T4 Livre (T4L), sendo esta util nos casos em que a TSH apresenta

vaolres pouco fiaveis como por exempo (doenga hipofisaria) (Freitas c., et al, 2019).

Outros exames laboratoriais podem incidir sobre a pesquisa de uma situagao de
hiperlipidemia e hiponatremia, tendo em conta a influéncia da tirdide ao nivel do
metabolismo, uma vez que o doseamento da T3 nao adiciona qualquer informagao extra. As
hormonas teroideias sao produzidas em concentragoes desiguais, a T4 é produzida em

concentragoes mais elevadas, e s6 quantidade relativamente pequenas de T3 sao produzidas
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na tirdide ficando em circulagao cerca de 1%de hormonios metabolicamente ativos que vao

regular atividade secretora e retroalimentagao da tiroide.

A T3 resulta de uma reagao de desiodinagao, que ocorre nos tecidos periféricos &,
em parte, sintetizada e secretada pela tiroide, em circulagao a T3 é a responsavel e principal
hormoénio que coordena a atividade biologica por intermédio da sua ligagao através dos

recetores nucleares das membranas das células-alvos e é cinco vezes mais robusta do que a

T4 livre (Ross & Pawlina , 2016).

As hormonas da tiroide como respostas a TSH geralmnte existem praticamente toda
na forma inativa ligada as proteinas de transporte através da membrana celular, ligam a
recetores nucleares . Cerca de 20% esta representada pela transtiretina (fracao de pré-

albumina da proteina sérica), sendo que a T4 faz ligagao forte com a (TGB).

E por esta razio o melhor representante dos niveis circulantes das hormonas
tiroideias, é a fragao metabolicamente ativa e a T3 faz ligacao forte com a transtiretina assim
como uma quantidade inferior a 10% estao ligados a uma fragao inespecifica (albumina) que
por outro lado representa uma afinidade reduzida pelas mesmas hormonas (Ross & Pawlina,

2016).

25. Marcadores Tumorais

Um marcador tumoral (MT) sao macromoléculas de carater proteico presentes em
tumores, no sangue e em outros fluidos biolégicos, que podem ser usados como indicador de
malignidade, produzidas pelo proprio tumor ou pelo sistema imunitario como por exemplo:

CAI125, CAI15.3, CAI19.9, PSA, CA72.4, NSE, SCC, TPS (Almeida, et al., 2006).

Antigénio CAI125

O antigénio CAI25 é um marcador tumoral utilizado na rotina laboratorial para
avaliagao de linfomas e de outros tumores. Assim como na monitorizagdo e permitir o
seguimento na resposta de individuos com cancro do ovario, pelo fato de ser pouco comum o

rastreio é considerado experimental (Almeida, et al, 2006).

Apesar do CA 125 ser um marcador que esteja direcionado principalmente para
avaliar cancro do ovario, as concentragoes deste antigénio também aumentam em outras

neoplasias como endometriose, hepatite, pancreatite cirrose e cistos de ovario. No
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carcinoma gastrico, o CA 125, associado com antigeno carcinoembrionario (CEA), pode

predizer mau prognostico e maior potencial de malignidade tumoral (Almeida, et al,, 2006).
Antigénio CA 15.3

O antigeno CA 15.3 é o marcador tumoral, mais sensivel e especifico por exceléncia,
do cancer da mama superior ao CEA3. Sendo que a sensibilidade varia de acordo com a
massa tumoral e o estado clinico, a glicoproteina mais produzida pelas células epiteliais

glandular, na doencga disseminada.

A CA 15.3 é util para diagndstico precoce de recidiva, precedendo os sinais clinicos
em até um ano. Tendo em conta 3 baixa especificidade e sensibilidade do CA 15.3 nao ¢
recomendado para diagnostico. Também observam-se niveis elevados em outras situagoes
de neoplasias, tais como: cancer de ovario, colo uterino, hepatocarcinoma e linfomas,

hepatite cronica, pulmao, tuberculose, sarcoidose e lupus eritematoso sistémico (Almeida, et

al, 2006).

Antigénio Especifico da Prostata (PSA)

O processo tumoral, independentemente da causa que o inicia, conduz ao
aparecimentode células que reunem carateristicas muito particulares, tornam-se “importantes”
adquirem a capacidade de se reproduzir de forma auténoma e independente da células vizinhas;
sobreviverem separadas das outras células do organismo, podendo por isso dar origem a
metastases a distancia por disseminagao linfatica ou hematica; perdem a sua diferenciagao e
careteristicas originais adquirindo por vezes um diferenciagio anémala como o caso do
aparecimento de antigénios novos na sua superficie celular. E nesta Ultima carateristica que se
tem apostado para detetar precocemente a presenca destas células (Greenspar, Francis,

Gardner, & David. 2004).

O antogénio especifico da prostata (PSA), € uma glicoproteina (protease da familia das
calicreina sintetise), cuja sintise da-se nas células do epitélio prostatico e utilizada como uma
ferramenta valiosa para o rastreio, diagnostico precoce, tratamento e monitorizagao de

pacientes com carcinoma da prostata ( dos Reis & Cassini).

Apesar de todas as alteragoes funcionais da célula neoplasica, a sua estrutura mantém-se
semelhante a das células normais, o que representa um obstaculo na obtengao de marcadores
de especificidade elevada para os diferentes tipos de neoplasias (Greenspar, Francis, Gardner, &

David. 2004).
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O PSA no organismo, pode estar associada a actividade proteolitica intensa, a inibidores
de proteases séricas (alfa |-antiquimiotripsina e alfa 2-macroglobulina), sob formas PSA livre
(nao conjugada) ou complexado (conjugada), sendo que a percentagem normal de PSA é

maior comparando com a PSA Livre (Glrilo, et al,, 2004).

Apesar de que o aumento da concentragao dos niveis de PSA esteja relacionado com
cancro da prostata, além disso pode estar relacionado com outros factores como por
exemplo nas manipulagao prostatica vigorosa, biopsia, infecgao, exercicio fisico intenso

(Glrilo, et al, 2004).

A percentagem de PSA Livre varia em fungao da patologia e esta presente no soro de
individuos com cancro na prostata em menor quantidade em relagao aos individuos com

aumento benigno da prostata (HBP).

O uso do PSA Livre e a PSA Total em simultineo pode ser util no diagnodstico
laboratorial para rastrear o cancro de prostata, permite distinguir a deten¢ao de marcadores
tumoral com significados clinicos, quando comparado com individuos com uma proéstata

normal, evitando assim a realizagao de bidpsias desnecessarias (Glrilo, et al., 2004).

O diagnostico clinico laboratorial permite fazer a detengao do niveis séricos de PSA
total, PSA livre e PSA complexado em simultaneo com auxilio dos métodos ultra-sensiveis
utilizados para aumentar a especificidade do teste. Sendo que em situagao patologicas o
antigénio especifico de origem cancerigena encontra-se na forma complexada a alfa |-
antiquimiotripsina e a alfa 2-macroglobulina, em maiores quantidades, neste contexto a
percentagem PSA Livre ou PSA Total se encontram diminuidos em individuos com cancro

(Glrilo, et al, 2004).

26. Bioquimica

Na area da Bioquimica Clinica também sao realizados exames de toxicologia na urina
para pesquisa de drogas de abuso. A avaliacgao dos marcadores bioquimicos para o
diagnostico, aplicagdo e monitorizagao da terapéutica de determinadas enfermidades é feita
pelo aparelho Architect®ci 8200, automatizados e adaptados para qualquer alteragio com o
surgimento de novas tecnologias e altamente sofisticados nomeadamente a
Imunoturbidimetria, Potenciometria e espetrofotometria. Permite a avaliar uma grande
variedade de fluidos corporais, sendo as amostrais mais frequentemente analisadas, o soro,

plasma e a urina.
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27. Microbiologia

A microbiologia é uma das dreas do laboratério de analises clinicas que permite fazer
a pesquiza, isolamento e identificagao de microrganismos invisiveis a olho nu virus, bactérias,
fungos, parasitas. Para a diferenciagdo de microrganismos presentes, as amostras sao
semeadas em diferentes meios de cultura em fungao do tipo de microrganismo patogénico
que se suspeita, seguida da sua identificagao porque é necessario a obetegao de uma cultura

pura, obtidas a partirr de uma Unica coldnia, para realiza o antibiograma (Ferreira, et al,

2016).

No CSMC o setor da microbiologia geralmente analisa algumas variedades de
amostras biologicas, porém, as mais processadas sao: urina, fezes e exsudados nasais e com
menor frequéncia, raspados de unhas, exsudados purulentos de feridas, exsudados vaginais
entre outras. A urocultura destina-se a quantificagao de microrganismos presentes em uma
amostra de urina assim como a realizagao de uma sumaria de urina. Priemeiramente semea-
se a amostra de urina e meios de culturas diferenciados para permiteir que haja um
isolamento do agente patogénico, de seguida poe-se a incubar, se haver cresciento de
microrganismo faz-se a identificagdo do mesmo. No caso de se tratar de uma bactéria faz-se
um antibiograma cuja a finalidade é verificar a resistencia e a suscepitibilidade destas perante
aos antibioticos em uso para o tratamento das infegoes urinarias. Apos a inoculagao dos

meios é feita a urina do tipo Il para minimizar os riscos de contaminagao.
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Conclusao

O Mestrado de Andlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra além da componente tedrica e praticas lecionadas ao longo do curso faz parte
também um estagio curricular realizado no Centro de Saude Militar de Coimbra, ofereceu-
me uma oportunidade, de realizar trabalhalho laboratorial na area das andlises clinicas
permitiu-me consolidar os conhecimentos adquiridos durante o mestrado, onde teve um
papel fundamental neste percurso académico assim como conferir formagao na componente

pratica.

Durante este periodo fui seguida por membros de toda equipa profissional, apesar
de possuirem uma elevada carga horaria de trabalho, estiveram sempre disponiveis para
integragao e aprendizagem no exercicio da rotina por eles desenvolvida. Assim como
permitiu também observar toda a dinamica de cada sector do laboratorio de analises clinicas
do CSMC, através da abordagem do fluxo de atividades, apercebi-me do dinamismo e
cumplicidade que tem de existir entre as mais diversas areas analiticas da saude,
compreender fases muitas vezes menosprezadas como a, importancia da comunicagao com o
paciente na fase pré-analitica para chegar a bons resulatdos e perceber o sentido critico da
interpretagao bioldgica assim como a sua validagao. A frequéncia deste estagio fez-me
valorizar a oportunidade que me foi dada ao fazer este relatério, fez consolidar uma
componente solida cuja experiéncia nao contribuiu apenas para minha formagao académica e
profissional, como também a nivel pessoal, tenho a certeza que quero trabalhar na area da
salde, com a convicgdo que este Mestrado tera um grande impacto nas minhas futuras
escolhas profissionais. Outro dado importante tem haver com a organizagao, do trabalho em
equipa passa por dominarmos o histérico do doente, consequentemente, reduz-se a
possibilidade de serem transferidos resultados incorretos. Também foi-me dada a
oportunidade de proceder todas as tarefas de cada secio do CSMC, desde as fases pré-
analitica, analitica, colheitas de amostras, reproduzir técnicas manuais, trabalhar com
aparelhos automaticos e integrar-me em toda a dinamica de cada sector contribuindo para a
minha independencia nos processos de cada sector. Neste contexto sinto-me mais
preparada para dar o meu melhor a realidade profissional que me espera apos a conclusao

deste percurso académico.
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