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Resumo

Este relatorio foi elaborado no ambito do Mestrado em Anadlises Clinicas da Faculdade
de Farmacia da Universidade de Coimbra. Neste esta descrita a experiéncia que adquiri
durante 6 meses de estagio no Laboratoério Santos Monteiro, em Lamego.

O estagio iniciou-se a 2 de janeiro de 2023 e terminou a 30 de junho de 2023. Durante
este tempo tive a oportunidade de obter conhecimentos valiosos nas grandes dareas das
Andlises Clinicas, nomeadamente a Microbiologia, Serologia, Hematologia e Bioquimica. Foi-
me também proporcionada a experiéncia de conhecer o funcionamento do Setor Técnico,
Sistema de Gestao de Qualidade e ainda uma pratica importante no Setor das Colheitas.

A nivel estrutural o relatério descreve de forma resumida a organizagao do laboratério
e o aproveitamento do tempo de estagio. Em seguida, é exposto o conhecimento adquirido e

as atividades realizadas nas diferentes areas, com mais detalhe na Hematologia e Bioquimica.

Palavras-Chave: Anilises Clinicas, Diagnostico, Hematologia, Bioquimica

Abstract

This report was written as part of the Master's degree in Clinical Analysis at the Faculty
of Pharmacy of the University of Coimbra. It describes the experience | gained during a 6-
month internship at Santos Monteiro Laboratory in Lamego.

The internship started on January 2™ of 2023 and ended on June 30" of 2023. During
this time, | had the opportunity to gain valuable knowledge in the main areas of Clinical
Analysis, including Microbiology, Serology, Haematology and Biochemistry. | also had the
experience of understanding the workings of the Technical Department, Quality Management
System, and an important practice in the Collection Department.

Structurally, the report provides a brief portrayal of the laboratory's organization and
the use of the internship time. This is followed by a depiction of the knowledge acquired and
the activities carried out in the different areas, with a more detailed description of the

Haematology and Biochemistry areas.

Keywords: Clinical Analysis, Diagnosis, Haematology, Biochemistry
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. Introducao

As Andlises Clinicas sao uma ciéncia multidisciplinar importante que auxilia os profissionais
de saude no diagnostico, tratamento e acompanhamento de doengas das diversas areas da
medicina, bem como na prevengao de doengas nomeadamente metabdlicas. A variedade de
parametros das diferentes areas permite ao clinico conhecer alteragées no funcionamento do
organismo.

Nos dltimos anos é notavel a evolugao em termos de automatizagao nos procedimentos
de laboratoério que trazem indmeras vantagens na qualidade dos resultados, mas esta menor
intervengao humana a nivel pratico nao pode descurar o conhecimento por parte dos
profissionais acerca do significado, validagao e interpretagao de um resultado analitico.

No estagio realizado no Laboratorio Santos Monteiro, sob a orientagio da Doutora
Manuela Santos Monteiro, foi-me permitido expandir e aplicar todos os conhecimentos que
obtive ao longo do meu percurso académico acompanhando a rotina do laboratério, e adquiri
a qualificagao necessaria para executar e interpretar analises Bioquimicas, Seroldgicas,
Hematologicas e da Microbiologia.

Estruturalmente, este relatorio inicia por descrever o laboratério e a sua organizagao, ¢
também abordada a importancia da area pré-analitica e, de seguida, descrito o trabalho
realizado em cada drea assim como quais os procedimentos de controlo de qualidade, com

mais detalhe na Bioquimica e Hematologia.



2. Caracterizacao do Laboratorio

O estagio foi realizado no Laboratério Santos Monteiro, em Lamego, que iniciou a sua
atividade em 1958. Mais tarde, em 2000, a Diretora Técnica Senhora Doutora Maria Manuela
Tenreiro dos Santos Monteiro Borges Pires, especialista em Analises Clinicas pela Ordem dos
Farmacéuticos, criou o Setor da Qualidade, e em 2002 recebeu acreditagao pelo Instituto
Portugués da Qualidade, seguindo a Norma NP EN ISO 17025, posteriormente cancelada
devido a pandemia do Covid-19.

Para além da Sede em Lamego, local que frequentei durante o estagio, o laboratério conta
ainda com 9 postos na regiao, o que contribui para o fluxo diario de cerca de 230 a 250
utentes.

Em termos fisicos, o espago ¢ dividido em 4 areas:

|. Area técnica: Hematologia / Microbiologia / Serologia / Bioquimica
2. Recegao / 3 Salas de colheita / Instalagoes sanitarias (utentes)

3. Secretaria / Gabinete da diregao / Armazém

4. Vestiarios / Copa / Instalagoes sanitarias (pessoal)

O seu funcionamento conta com uma equipa de recursos humanos composta por cerca
de 40 profissionais, entre eles especialistas, técnicos de diagnostico e terapéutica, técnicos
superiores, enfermeiros, funcionarios administrativos e auxiliares.

Os utentes deste laboratério nao sao um publico-alvo especifico, tratando-se de um
laboratério de analises de ambulatério. As amostras colhidas durante o periodo da manha sao,
no caso dos postos, transportadas para a sede do laboratério onde sao processadas, ou

enviadas a um laboratorio subcontratado.



3. Fase Pré-analitica

E conhecido que a maior percentagem de erros cometidos durante uma anilise
laboratorial ocorre durante a fase pré-analitica, pelo que é imprescindivel estabelecer
indicadores que nos garantam minimizar essas ocorréncias.

No Laboratoério Santos Monteiro (LSM) aquando da abertura da ficha do doente com a
respetiva requisicao é atribuido um nimero mecanografico associado a um nimero de tubo e
agrafadas a respetiva requisicao etiquetas com o codigo de barras referente a esse numero de
tubo. Durante a colheita apenas irao para a sala a requisicao do utente e os tubos necessarios.
Apos a identificagcao do utente, feita pelo mesmo com nome completo e data de nascimento,
procede-se a recolha das amostras e posteriormente a etiquetagem dos tubos, junto ao utente
para impedir qualquer troca. E também importante saber se é necessario algum procedimento
imediato a colheita como refrigeragao, congelamento, estufa ou protegao da luz, de acordo
com o manual de colheitas.

Em relagao ao transporte das amostras vindas dos postos é feita a monitorizagao da
temperatura da mala com dataloggers.

De seguida, cada amostra é encaminhada para a area respetiva onde sofre um processo de
triagem, como por exemplo, registar e avaliar a separagao perfeita de fases pelo gel, hemolises,
lipémias, coagulos ou volumes insuficientes.

Em todos os setores, o esquema de trabalho seguido é o seguinte (Figura |):

Figura | - Esquema do processo de trabalho realizado no LSM.

3.1.Colheitas

Durante o tempo de estagio tive a oportunidade de contactar com a area das colheitas,
maioritariamente na parte da manha. A experiéncia pratica que fui obtendo permitiu-me
ganhar imenso conhecimento e autonomia que auxiliaram também na melhor compreensao
da importancia da fase pré-analitica nos testes de cada area.

Os procedimentos seguidos estao descritos no manual de colheitas do laboratério onde
consta o tubo utilizado para cada amostra, ordem de colheita e os passos a seguir antes,

durante e apos a pungao.



4. Bioquimica

A bioquimica é uma area onde se faz a determinagao de numerosos parametros
relacionados com o funcionamento de diferentes 6rgaos e sistemas. As andlises efetuadas sao
muitas vezes fundamentais para auxiliar o diagnostico de patologias também de outras dreas
como é o caso das anemias.

Durante o tempo que acompanhei o trabalho nesta area técnica tive a oportunidade de
tomar conhecimento dos documentos utilizados (procedimentos operativos, fichas de
trabalho e manuais de equipamentos) e registos efetuados (controlo de qualidade interno
(CQI), avaliagao externa da qualidade (AEQ), fichas de desempenho, resultados das amostras
e mapas de manutengao). Aprendi a armazenar e preparar reagentes, controlos e calibradores,
assim como a realizar a manutengao dos equipamentos. Pude também conhecer a forma de
validar técnica e analiticamente os resultados, que me foi muito util para saber interpretar
melhor os valores.

O aparelho responsavel pelas analises da area da bioquimica é o Alinity C/I (Abbott®). Este
€ composto por um sistema modular. Um médulo correspondente a bioquimica (Alinity C) e
um outro responsavel pelos imunoensaios (Alinity I). A seguir estao descritas as analises
efetuadas no mddulo Alinity C (Figura 2) e no médulo Alinity | (Figura 3) agrupadas por érgaos

ou sistemas.



mmm uncao Renal
Ureia Acido Urico
Creatinina lonograma
Taxa de Filtragao Glomerular (TFG) - Depuragao da Creatinina

mamw Funcdo Hepatica
Alanina Aminotransferase (ALT) Gama Glutamiltransferase (GGT)

Aspartato Aminotransferase (AST) Bilirrubina Total e Direta
Fosfatase Alcalina (ALP)

s Estudo Lipidico
Colesterol Total Colesterol LDL
Colesterol HDL Trigliceridos

e Funcido Pancreatica

Amilase

Estudo dos Hidratos de Carbeono

Glicose
Prova de Tolerancia a Glicose Oral (PTGO)

s Estudo da Proteinas

Proteinas Totais Fator Reumatdide
Eletroforese das Proteinas Proteina C Reativa (PCR)
Albumina Imunoglobulina E (IgE)

e  Metabolismo do Ferro

Ferro (Fe)

Capacidade Nao Saturada de Ligagao do Ferro (UIBC)
Capacidade Total de Fixagao do Ferro (TIBC)
Transferrina

Ferritina

mmmw Outros parametros

Titulo de Anti-estreptolisina O (ASLO) Magnésio
Calcio Creatina Cinase (CK)
Fosforo Lactato Desidrogenase (LDH)

maw  Estudo Bioquimico da Urina

Acido Urico Creatinina
Calcio Ureia
Fosforo Proteinas Totais
lonograma Microalbumindria

Figura 2 - Lista dos pardmetros avaliados no Médulo da Bioquimica.



— Avallagao da | Iroidae

Hormona Estimuladora da Tiroide (TSH)
T4 total e livre

T3 total e livre

Anticorpo anti-TPO

Anticorpo anti-Tg

- -

— arcadores lumorais

Alfa fetoproteina

Antigénio Cancerigeno 19.9 (CA 19.9)

Antigénio Carcinoembrionario (CEA)

Antigénio Cancerigeno 125 (CA 125)

Antigénio Especifico da Prostata (PSA) total e livre

=l D oencas Congenitas

Citomegalovirus
Rubéola
Toxoplasmose

e Doencas Viricas

Hepatite B (HBV) - Ag HBs,Ac HBs e Ac HBc
Hepatite C (HCV) - Ac anti-HCV total
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) - Ag p24 e Ac HIV1/2

— studo Hormona

B-hCG

Estradiol

Hormona Luteinizante (LH)
Hormona Foliculo-Estimulante (FSH)
Progesterona

Prolactina

Testosterona

Hormona da Paratiroide (PTH)

—— IN(ERLER

Vitamina D
Vitamina B2
Acido Folico

Figura 3 - Lista dos pardmetros avaliados no Médulo de Imunologia.



4.|.Parametros avaliados

4.1.1. Funciao Renal

O rim é um o6rgao com fungoes muito diversas sendo importante para a regulagao da
agua, eletrdlitos e equilibrio acido-base. E ainda responsavel pela eliminagio dos catabolitos
das proteinas e acidos nucleicos e pela sintese de algumas hormonas como a eritropoietina e
o 1,25 dihidroxicolecalciferol (forma ativa da vitamina D). A sua unidade funcional é o nefréonio
e, no laboratorio, é feita a avaliagao da sua fungao a nivel glomerular e tubular. O glomérulo
tem como objetivo permitir eliminar compostos por filtragao, para além disto também é
possivel avaliar um mau funcionamento quando nao ha retengao de moléculas por alteragao
da permeabilidade. A ureia, creatinina e acido Urico sao compostos eliminados por filtragao
glomerular. Ja os tubulos renais, por sua vez, sao responsaveis pela reabsorgao de nutrientes
e ioes, além da secregao de residuos, regulando o equilibrio acido-base e a concentragao da
urina. Esta homeostase é controlada pelo sistema renina-angiotensina-aldosterona, que com o
contributo das fungdes renais ajuda a manter o equilibrio dos fluidos corporais e eliminar

substancias indesejadas. (Osborn, J. W. et. al., 2021)

Ureia

A ureia é sintetizada no figado, resultando do grupo amina do catabolismo das
proteinas, posteriormente passa para a corrente sanguinea e no rim ¢ filtrada e eliminada na
urina. E importante para a interpretacio dos resultados saber que a parede dos tdbulos renais
€ permeavel a ureia e parte da quantidade filtrada no glomérulo regressa dessa forma ao
plasma. Deste modo, um aumento de ureia no sangue pode significar diminuigao da fungao
renal, porém é importante salientar que, como deriva das proteinas, os niveis de ureia sao
influenciados pela dieta. (Rifai, N. et. al., 2018)

O equipamento utiliza o método da urease, enzima que catalisa a hidrélise da ureia a
amonia, esta por sua vez é convertida a glutamato pela glutamato desidrogenase com a
simultinea oxidagdo de nicotinamida adenina dinucleétido (NADH), cujo consumo é
proporcional a concentragao de ureia e lido por espetrofotometria a 340 nm. Os valores de

referéncia considerados sao 18 a 55 mg/dl.



Creatinina

A creatina apos fosforilagdo € uma molécula energética utilizada pelo musculo e pelo
cérebro. A fosfocreatina, composto que resulta da fosforilagao, é convertida em creatinina no
musculo e passa para a corrente sanguinea a fim de ser eliminada no rim. Assim, a creatinina,
apesar de nao ser tao influenciada pela dieta como a ureia, é condicionada pela massa muscular.
No rim é filtrada pelo glomérulo e nao é reabsorvida a nivel tubular, contudo pode ocorrer
quando em concentragoes elevadas. A sua concentragao surge aumentada no soro se a fungao
renal estiver diminuida. (Rifai, N. et. al., 2018)

Um resultado de creatinina sérica elevado permite estimar qual a percentagem de
reducao da taxa de filtragio glomerular, dependendo da amplitude desse aumento (Shahbaz,
H. et. al, 2023), o valor também ¢ utilizado para calcular a depuragao de creatinina. A
concentragao urinaria de creatinina é muitas vezes necessaria como valor de célculo para
apresentar resultados de outros compostos por / g de creatinina, como é o caso das proteinas
na urina e da microalbumindria.

O método utilizado pelo aparelho é o do picrato alcalino cinético, um aperfeicoamento
ao método de Jaffe que reduz as interferéncias das proteinas. Neste ensaio o acido picrico
forma um complexo com a creatinina em meio alcalino que provoca um aumento da
absorvancia lida, este valor é proporcional a concentragao de analito. Os resultados sao

avaliados de acordo com o intervalo de referéncia (IR) de 0,72 a 1,25 mg/dI.

Taxa de Filtracao Glomerular (TFG) - Depuracao da Creatinina

A depuragao da creatinina, ou taxa de filtragao glomerular (TFG), € um marcador
sensivel e especifico da fungao de filtragao renal que se baseia na determinagao da quantidade
de plasma completamente depurado por unidade de tempo. Preconizou-se o uso dos valores
de creatinina para estes calculos uma vez que é eliminada exclusivamente por filtragao
glomerular. Para o calculo sao necessarios os valores séricos e o volume e concentragao na
urina de 24 horas. (Shahbaz, H. et. al., 2023)

A amostra para o calculo da TFG é a urina de 24h. E importante fornecer ao utente as
instrugoes claras e corretas de como realizar a colheita, assim como esclarecer se a pessoa

nao tem perdas urinarias o que inviabiliza esta andlise. O calculo realizado é:

Creatinina (urina) x Débito Urinario (volume)

1440 x Creatinina (sor0) e o IR varia entre 66 e 163 ml/min. A TFG pode ser calculada,

quando nao é possivel a colheita de 24 horas, pela determinagao de um valor aproximado com

uma equagao de 4 variaveis (equagio MDRD-GFR) baseada num estudo estatistico. As



variaveis consideradas sao o sexo, idade, raca e concentragao de creatinina no soro. (Levey,

A.S. et. al, 2006)

Acido Urico

O acido Urico é um metabolito eliminado por filtragao glomerular que ¢é sintetizado
pelo catabolismo das purinas. Condigoes de hiperuricemia podem ocorrer devido a um
aumento de producgao: por dieta rica em purinas, alteragoes das atividades enzimaticas desta
via, aumento da destruicao celular (por exemplo na presenga de rabdomiolise) ou diminuigao
da excrecao. 90% dos aumentos do acido Urico sérico devem-se a disturbios renais, o que
pode refletir-se na doenga da gota que decorre da acumulagao deste metabolito no organismo
na forma de precipitados. (George, C. et. al., 2023)

O ensaio é realizado por espetrofotometria visivel através do método da uricase,
enzima que oxida o acido urico a alantoina com produgao de peréxido de hidrogénio. Este
ultimo reage com um substrato na presenca da peroxidase o que resulta na producao de um
composto corado cuja concentragao é proporcional a de acido urico da amostra. Os valores

de referéncia sao entre 3,7 e 7,7 mg/dl.

lonograma

O ionograma é um exame laboratorial que incide na determinagao da concentragao
dos eletrdlitos principais dos fluidos. No LSM os ides avaliados sao sodio, potassio e cloro. O
sodio € o principal catidao extracelular e tem um papel essencial no equilibrio hidroeletrolitico,
a nivel renal é filtrado no glomérulo mas reabsorvido nos tubulos renais permitindo, por
equilibrio osmético, a reabsorgao de agua e cloro. Ja o potassio € o catiao intracelular em
maior quantidade, nos eritrdcitos a concentragio de K* é 23 vezes superior a plasmatica pelo
que amostras hemolisadas sio rejeitadas. E importante que ocorra corretamente a regulagio
dos valores de K* uma vez que é um ido essencial para o funcionamento adequado do sistema
muscular, alteragoes podem originar, por exemplo, problemas cardiacos. O cloro, como
contra-iao do sodio, é o principal aniao extracelular. Niveis baixos sao caracteristicos em
casos de vomito prolongado devido a perda de acido cloridrico ou alcalose metabdlica, pelo
contrario niveis aumentados sao indicativos de acidose metabdlica, associada por exemplo a
diarreia prolongada. (Rifai, N. et. al., 2018)

O ionograma ¢é avaliado por potenciometria indireta, técnica que mede a concentragao
através do potencial elétrico gerado por elétrodos (Rifai, N. et. al., 2018), e os IR sao para o

sodio entre 135 e 145 mmol/l, potassio entre 3,5 e 5,0 mmol/l e cloro entre 95 e 110 mmol/l.



Ao longo do decorrer do estagio tive a oportunidade de experienciar o quanto a fase
pré-analitica influéncia em muito esta analise, sao por isso necessarios cuidados reforgados
como por exemplo no tempo de garrotagem antes da pungao (maximo de | minuto) e a
temperatura de conservagao até a centrifugagao. (Livesey, J. H. et. al., 2008) No LSM, quando
os utentes realizam um ionograma, a colheita é realizada para um tubo igual ao tubo de
bioquimica, mas apenas para esta andlise, que permanece a temperatura ambiente até ao
momento da separagao de fases por centrifugacao, isto porque os niveis de potassio sobem a
temperaturas baixas por ativagdo da bomba de Na’/K* da membrana das células. (Seamark, D.

et. al, 1999)

4.1.2. Funcao Hepatica

O figado desempenha fungoes importantes no organismo entre elas a sintese de bilis e
metabolismo de proteinas, lipidos e lipoproteinas. E ainda responsavel pelo metabolismo dos
hidratos de carbono e de xenobidticos, como também pela excregao de bilirrubina e sais
biliares. Os testes de fungao hepatica usados na clinica laboratorial, e no LSM, na area da
bioquimica sao geralmente as aminotransferases, fosfatase alcalina, gama glutamiltransferase e

bilirrubina, estes permitem avaliar a existéncia e tipo de lesao hepatica. (Lala, V. et. al., 2023)

Alanina Aminotransferase (ALT)

A alanina aminotransferase (ALT) é uma enzima que se encontra predominantemente
no citosol dos hepatocitos, no figado, isto significa que € libertada para a corrente sanguinea
quando ha lesao celular provocando um aumento da sua atividade no sangue que pode ser
medido. (Rifai, N. et. al., 2018) Aumentos consideraveis da ALT e AST, nao acompanhados
pela gama glutamiltransferase (GGT) e bilirrubinas, indicam lesao das células hepaticas, nestes
casos € comum a ALT ser superior a AST. (Lala, V. et. al., 2023)

Os valores de ALT esperam-se inferiores a 55 U/I. Neste equipamento o ensaio utiliza
o método de NADH que se baseia na catalisagao, pela ALT, da conversao da L-alanina e a-
cetoglutarato a piruvato e L-glutamato. A oxidagcao do NADH pela lactato desidrogenase
(LDH) permite que o piruvato seja reduzido a L-lactato, a taxa de decréscimo de NADH ¢é

proporcional a atividade da ALT lida por espetrofotometria a 340 nm e expressa em U/l



Aspartato Aminotransferase (AST)

A aspartato aminotransferase (AST) encontra-se presente em varios tecidos pelo que
nao é tao especifica quanto a ALT, contudo apesar de também indicar lesées no musculo
cardiaco é utilizada para avaliar doenca hepatica. Nos hepatocitos estao presentes duas
isoenzimas, a citoplasmatica e a mitocondrial. (Rifai, N. et. al., 2018) Casos de alcoolismo com
lesao hepatica levam a um aumento da razao AST/ALT. (Nyblom, H. et. al., 2004)

O IR é entre 5 e 34 U/l. Os valores sao obtidos pelo método do NADH, sabendo que
a AST presente na amostra participa numa reagao que a partir do L-aspartato forma
oxaloacetato. Este Ultimo, na presenga de NADH e malato desidrogenase é reduzido a malato.
A taxa de decréscimo do NADH, que ocorre devido a sua oxidagao, € medida e corresponde

a atividade da AST.

Fosfatase Alcalina (ALP)

A fosfatase alcalina (ALP) é uma enzima presente em inUmeros locais como figado, osso
e intestino delgado. No que diz respeito ao figado, encontra-se na membrana dos ductos
biliares, pelo que um aumento da sua atividade reflete a diminuicao da fun¢ao hepatobiliar,
indicando normalmente lesao do tipo colestatica. Outros parametros caracteristicos desta
condigao sao o aumento da GGT e bilirrubinas, sem elevagao na mesma proporg¢ao das
transaminases. (Lala, V. et. al., 2023)

O ensaio é efetuado com base na espetrofotometria visivel e o resultado espera-se
entre 40 e 150 U/l. O método utilizado é o do para-nitrofenil fosfato (p-NPP) no qual a ALP,
em pH alcalino, realiza a quebra a para-nitrofenol e fosfato inorganico. Estes produtos sao
medidos por espetrofotometria e a taxa de aumento é diretamente proporcional a atividade

de enzima presente na amostra.

Gama Glutamiltransferase (GGT)

A gama glutamiltransferase (GGT) é usada no diagndstico e monitorizagao de doengas
do figado, também presente nos tdbulos renais, pancreas e intestino. E um indicador muito
sensivel de patologia hepatica que se encontra na membrana dos canaliculos biliares e em
menor quantidade nos hepatocitos. Para além de existir uma elevagao dos valores nas lesoes
colestaticas, os niveis de GGT aumentam consideravelmente em relagao a ALP quando se
trata de doencga hepatica obstrutiva, sendo por isso mais sensivel nesses casos. (Lala, V. et. al.,
2023)

Os resultados sao obtidos pelo método do substrato L-gama-glutamil-3-carboxi-4-

nitroanilida. A GGT transfere o grupo gama-glutamil do substrato para a glicilglicina, formando



um composto cuja cor € lida por espetrofotometria, esta taxa de formagao corresponde a

atividade da enzima. Os valores resultantes sao expressos em U/l com IR entre 12 e 64 U/l

Bilirrubina Total e Direta

Os eritrocitos tém uma vida média de 120 dias, apos este tempo entram em
senescéncia. A bilirrubina resulta do metabolismo do grupo heme que é libertado no bago,
onde os eritrocitos sao destruidos. (Rifai, N. et. al., 2018)

A bilirrubina nao-conjugada (bilirrubina indireta) liga-se a albumina plasmatica até
chegar ao figado onde sofre conjugagao nos hepatocitos (bilirrubina direta) para ser excretada
na bilis e esta, por sua vez, libertada no intestino. Assim, a interpretacao dos diferentes valores
de bilirrubina total, indireta e direta permitem perceber se a ictericia é de origem pré-hepatica,
hepatica ou pds-hepatica tendo em conta qual é a causa da hiperbilirrubinemia. No caso de a
incidéncia do aumento ser na bilirrubina indireta esta s6 é encontrada na urina em caso de
alteragao da permeabilidade glomerular, por estar ligada as proteinas. Ja a hiperbilirrubinemia
direta pode ser detetada na urina e torna-a escura. (Kalakonda, A. et. al., 2023)

Os ensaios de quantificagao da bilirrubina sao realizados pela reacao de diazo. Para
quantificar a bilirrubina direta utiliza-se o sal de diazénico que se acopla a bilirrubina conjugada
na presenca de acido sulfimico para formar a azobilirrubina cuja absorgao é lida e proporcional
a concentracgao de bilirrubina direta. O método de avaliacao da bilirrubina total assemelha-se,
porém ¢é adicionado um surfactante como agente de solubilizagao da bilirrubina indireta para
ser possivel quantificar toda a concentragao existente no soro. A bilirrubina indireta pode ser
calculada subtraindo ao valor da bilirrubina total o valor da bilirrubina direta. Os valores totais

variam entre 0,2 al,2 mg/d| e a bilirrubina direta espera-se inferior a 0,5 mg/dl.

4.1.3. Estudo Lipidico

Os lipidos sao moléculas importantes tanto a nivel estrutural, na membrana das células,
quanto como precursores de hormonas e fontes energéticas. A quantidade de lipidos e
lipoproteinas é determinada a nivel laboratorial para acompanhar o risco de aterosclerose e

processos cardiovasculares que sao muitas vezes provocados por dislipidemias. (Rifai, N. et.

al, 2018)



Colesterol Total

O colesterol, para além da fungao estrutural na membrana das células, é também
utilizado na sintese de hormonas esteroides e sais biliares. A sua fonte é a sintese a nivel
hepatico (enddégena) e também o consumo na dieta (exdgena). Na corrente sanguinea o
colesterol circula ligado a proteinas formando lipoproteinas. Quando os valores de colesterol
sao altos considera-se existir um risco aumentado de aterosclerose cardiovascular. (Grundy,
S. M. et. al., 2000)

O método utilizado é enzimatico, no qual os ésteres de colesterol sao hidrolisados
pela colesterol esterase produzindo acidos gordos livres e colesterol. O colesterol por sua
vez é oxidado pela colesterol oxidase e forma peroxido de hidrogénio (H,0,), este reage com
um substrato para formar um grupo cromoéforo cuja presenga € lida por espetrofotometria.
Segundo as Guidelines ATP Il (do inglés Adult Treatment Panel), os valores consideram-se niveis

desejaveis < 200 mg/d|, borderline de 200 a 239 mg/dl e alto = 240 mg/dl.

Colesterol HDL

Vulgarmente conhecido por “bom colesterol”, as lipoproteinas de alta densidade
(HDL) fazem o transporte reverso do colesterol dos tecidos para o figado, assim os seus niveis
baixos sao indicadores de um risco mais elevado de aterosclerose. (Hageman, S. M. et. al,
2023)

O método utilizado pelo Alinity nesta analise é igual ao do colesterol total, porém
inicialmente usa-se um detergente seletivo acelerador, existindo uma aceleragao da reagao
entre a colesterol oxidase e o colesterol nao-HDL, o H,O, resultante é consumido antes de
iniciar o ensaio do HDL. Segundo a Norma n°® 019/2011 da Diregao Geral de Saude (DGS)
atualizada em maio de 2017, assume-se que ha protegao alta de risco cardiovascular quando

os resultados sao = a 60 mg/dl e baixa quando < 40 mg/dl no homem e < 45 mg/d| na mulher.

Colesterol LDL

O colesterol LDL corresponde as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) que devido
ao seu tamanho tém maior facilidade em aceder a camada intima das artérias onde contribuem
para o processo de aterosclerose. (Lee, Y. et. al., 2023)

Segundo a Norma n° 066/201 | da DGS atualizada em fevereiro de 2015, esta fragao
do colesterol é calculada pela formula de Friedwald: (Colesterol Total) — (Colesterol HDL) —
(Triglicerideos/5) mg/dl se os valores de triglicerideos forem < a 400 mg/dl. Niveis 6timos de
LDL sao <a 100 mg/dl, bons entre 100 e 129 mg/dl e borderline entre 130 e 159 mg/dl. Niveis
altos variam de 160 a 189 mg/dl e muito altos > a 190 mg/dl.
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Triglicerideos

A frequéncia de hipertrigliceridémia tem vindo a aumentar, principalmente nos paises
desenvolvidos. A sua concentragao no plasma resulta da contribuicao exodgena (da dieta) e
enddégena (do figado). Esta andlise é regularmente requisitada em utentes com diabetes
mellitus, hiperlipidemias e doengas hepaticas. (Linton, M. F. et. al., 2000)

Este ensaio é realizado pelo método do glicerol fosfato oxidase, ensaio enzimatico que
envolve a utilizagao da lipoproteina lipase para hidrolisar os triglicerideos a acido gordos livres
e glicerol. Posteriormente a glicerol cinase forma o glicerol-3-fosfato na presenca de adenosina
trifosfato (ATP). O produto formado é oxidado pela glicerol fosfato oxidase produzindo H,O,.
A presenca da peroxidase vai permitir utilizar o peroxido de hidrogénio que reagindo com um
substrato da origem a um composto corado lido por espetrofotometria e cuja absorvancia é
proporcional a quantidade de triglicerideos no sangue.

Os niveis desejaveis sao < a 150 mg/dl, um resultado borderline compreende valores
entre 150 e 199 mg/dl e alto entre 200 e 499 mg/dI. Valores = a 500 mg/dl sao referidos como

muito altos.

4.1.4. Funcao Pancreatica
O pancreas € uma glandula com duas porgoes: endocrina, responsavel pela libertagao
de insulina, glucagon e somatostatina, e a por¢ao exdcrina, onde ocorre a secre¢ao do suco

pancreatico responsavel pela digestao de proteinas, lipidos e hidratos de carbono. (El Sayed,

S. A et al, 2023)

Amilase

A amilase é uma enzima digestiva principalmente excretada pelo pancreas, mas também
pelas glandulas salivares com a fungao de hidrolisar hidratos de carbono.

A amilasémia elevada é utilizada para o diagnostico de pancreatite aguda, que se baseia
numa necrose enzimatica que tem como consequéncia inflamagao pancreatica, as causas
variam desde célculos biliares ao consumo excessivo de alcool. Este parametro é importante
no diagnostico e tratamento da pancreatite, porém para ser considerada lesiao pancredtica
devem ser verificados os valores da lipase uma vez que a amilase sérica é menos especifica.
(Akinfemiwa, O. et. al., 2023)

No LSM, a determinagao da alfa-amilase no soro é realizada por espetrofotometria
visivel com recurso ao substrato etilideno-4-NP-G7 que é hidrolisado pela a-amilase e o
produto clivado pela a-glicosidase dando origem a um cromoforo cuja taxa de aumento da

absorvancia € lida e proporcional a quantidade de enzima. O IR utilizado é entre 28 e 100 U/I.
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4.1.5. Estudo dos Hidratos de Carbono

A diabetes mellitus € uma doenga caracterizada pelo aumento dos niveis de glicose no
sangue. A sua patogenia vai se diferenciar entre DMT| (Diabetes Mellitus tipo |) e DMT2
(Diabetes Mellitus tipo 2).

A DMTI é diagnosticada geralmente em pessoas jovens e decorre devido a uma
resposta autoimune com produciao de autoanticorpos que destroem as células e levam a
diminuicao da producao de insulina. (El Sayed, S. A. et. al, 2023) Em termos clinicos é
frequentemente acompanhada de sintomas prévios ao diagnostico como polifagia, poliuria e
perda ponderal. Algumas complicagoes podem advir desta patologia sejam elas agudas, como
a cetoacidose diabética ou hipoglicémia, ou cronicas, como a retinopatia ou neuropatia. Ja a
DMT?2 estabelece-se em idades mais tardias e resulta de uma progressiva resisténcia a insulina.
Ao contrario da DMTI nao é tao comum este tipo apresentar sintomas, pelo que se nao
forem feitas analises de rotina de forma a atuar podem surgir complicagdes agudas como
evento cardiovascular agudo, acidente vascular cerebral hemorragico ou hipoglicémia, e iguais
complicagoes cronicas a DMTI. (Rifai, N. et. al., 2018)

A glicose € a principal forma de energia do organismo, o seu doseamento é utilizado
no diagnostico e monitorizagao da diabetes. Niveis de glicémia em jejum 2 a 126 mg/dl ou
glicemia ocasional 2 a 200 mg/dl com presenca de sintomas fazem diagnostico de diabetes.
Para avaliar como o organismo reage a glicose ao longo do tempo é realizada a prova de
tolerancia a glicose oral (PTGO) que consiste na colheita de sangue em jejum e 2 horas apos
a ingestao de uma solugao com 75 g de glicose.

O método utilizado para analisar a glicémia é enzimatico envolvendo a hexoquinase
que fosforila a glicose a glicose-6-fosfato com a presenga de ATP. A glicose-6-fosfato é
posteriormente oxidada a 6-fosfogluconato com produgao simultainea de NADH, a
concentragao de NADH ¢é lida por espetrofotometria e proporcional a concentragao de

glicose no soro.

Segundo a Norma n° 002/201 | da DGS, a classificagao da diabetes é feita com base nos
parametros:
DM: Glicose em jejum 2 126 mg/dl e/ou 2 h apds 75 g 2 200 mg/dI
Anomalia da glicemia em jejum: Glicose em jejum 2 |10 mg/dl e < 126 mg/dl e
(se medida) 2 h apos 75g <140 mg/d|
Tolerancia diminuida a glicose: Glicose 2h apds 75 g 2 140 mg/dl e < 200 mg/dI

e glicose em jejum < 126 mg/dl|



Quanto a diabetes gestacional o diagndstico da diabetes é feito com base nos
parametros seguintes:
Glicose em jejum entre 92 e 126 mg/dl

0 hapés 75 g 292 mg/dl, | h apés 75 g = 180 mg/dl e 2 h apdés 75 g =2 153 mg/dl

A glicose em circulagao no soro liga de forma irreversivel a hemoglobina (HGB).
Sabendo-se que o tempo de vida destas células é cerca de 120 dias a avaliagdo da % da
quantidade de HGB glicada reflete os niveis de glicémia nos ultimos 3 meses. (Eyth, E. et. al,
2023) Segundo a DGS, a hemoglobina glicada Alc pode ser usada para o diagnostico de
diabetes se 2 a 6,5%.

No LSM o analisador de HGB Alc é o equipamento Capillarys 2 flex piercing (SEBIA®)

que permite realizar este ensaio por eletroforese capilar (método descrito no capitulo 4.1.6).

4.1.6. Estudo das Proteinas
As proteinas sao moléculas com varias fungoes biologicas sejam elas enzimaticas, de
resposta imune, hormonais, estruturais, entre outras. Desta forma, é também muito ampla a

sua utilidade no diagnostico laboratorial.

Proteinas Totais

As proteinas sao sintetizadas sobretudo no figado e nas células plasmaticas (linfocitos).
Variagdes na quantidade de proteinas podem ser causadas por problemas na sua sintese,
aumento do catabolismo ou perdas, e até por desidratacao ou sobrehidratagao. Assim, esta
determinagao é importante para auxiliar o diagnostico, monitorizagdo e tratamento de
doengas que envolvam a sintese hepatica, gamapatias monoclonais, fung¢ao renal e

perturbagdes metabolicas ou nutricionais. (Rifai, N. et. al., 2018)

O método de quantificagao das proteinas utilizado pelo Alinity é o método do Biureto.
Num meio alcalino, o ido cuprico reage com o nitrogénio das proteinas formando um
complexo que quando quantificado expressa a quantidade de proteinas presentes na amostra.

O IR para este parametro varia entre 6,4 e 8,3 g/dl.

Eletroforese das Proteinas
A eletroforese das proteinas é importante para o diagnostico de doengas do foro
hepatico, renal, crénicas ou de absorgao. E também Util no diagnostico de gamapatias

monoclonais onde a migragao das proteinas resulta em perfis com alteragoes caracteristicas.
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No LSM o proteinograma é realizado no aparelho Capillarys 2 flex piercing (SEBIA®) por

eletroforese capilar, método que permite a separagao das moléculas segundo a sua mobilidade

eletroforética de acordo com o seu peso molecular e carga elétrica. (Guérin, R. et. al., 2016)
O resultado permite ter uma representacao visual da separagao das proteinas em cinco

fracoes:

Tabela | - Quadro auxiliar do perfil eletroforético presente nos boletins de resultados.

Fracao Proteinas IR (%)
Albumina | Albumina, Lipoproteinas (alfa, pré beta, beta) 55,8-66, |
Alfa-1 Alfa-1 Glicoproteina, Alfa-1 Antitripsina 2,4-4,9
Alfa-2 Alfa-2 Macroglobulina, Haptoglobina 7,1-11,8
Beta-| Transferrina, Hemopexina 4,7-7,2
Beta-2 Complemento (C3, C4), Proteina C Reativa, IgA | 3,2-6,5
Gama Imunoglobulinas 11,1-18,8
Albumina

A albumina, proteina mais abundante no plasma, é produzida pelo figado e tem
inimeras fungoes: é responsavel por manter a pressao oncética do plasma, transporta ides e
compostos lipossoluveis, tem atividade antioxidante e capacidade tampao. Dadas todas estas
funcoes, alteragoes que levem ao desequilibrio dos niveis normais tém consequéncias clinicas
que podem ser investigadas e diagnosticadas laboratorialmente como é o caso de doenca
hepatica, perdas renais ou intestinais. A albumina é uma proteina que nao é filtrada pelo rim,
pelo que o aparecimento de niveis baixos de albumina na urina sao frequentemente utilizados
para a detecao precoce de nefropatia, de forma a evitar insuficiéncias renais e posterior
necessidade de didlise. (Rifai, N. et. al., 2018) Este teste é denominado de microalbumindria e
é realizado por imunoturbidimetria com recurso a Ac’s anti-albumina, resultados > 30 mg/24h
(ou > 30 mg/g de creatinina no caso de colheita ocasional) considera-se ja ter significado
clinico.

O ensaio realizado pelo aparelho baseia-se no método colorimétrico da ligagao do
verde de bromocresol a albumina produzindo um complexo corado cuja absorvancia € lida e
diretamente proporcional a concentragao de albumina. O intervalo de referéncia ronda entre

3,5e 5,0 g/dl



Fator Reumatoide

Os fatores reumatoides sao autoanticorpos dirigidos as porgoes Fc das IgG’s humanas.
Sao importantes para diagnosticar inflamagoes por exemplo artrite reumatoide. (Tiwari, V. et.
al., 2023)

A técnica utilizada pelo Alinity é a imunoturbidimetria na qual IgG’s em particulas de
latex aglutinam quando reagem com anticorpos (Ac’s) da amostra. Um resultado é negativo

se forem valores < 30 Ul/ml, positivo fraco se compreender entre 30-50 Ul/ml e positivo se

> 50 Ul/ml.

Proteina C Reativa (PCR)

A proteina C reativa (PCR) é uma proteina de fase aguda cujos niveis elevados sao
indicativos de um processo inflamatorio, permite monitorizar a resposta do organismo a
terapéutica ou evolucao da doenca. (Tang, M.-Q. et. al., 2020)

O ensaio é realizado pelo método de imunoturbidimetria com Ac’s anti-PCR
adsorvidos em particulas de latex que aglutinam na presenca desta proteina na amostra e
resultam na turvagao que é mensurada. O resultado é expresso em mg/| e tem o limite maximo

de referéncia de 5,0 mg/I.

Imunoglobulina E (IgE)

A imunoglobulina E (IgE) é um indicador de reac¢oes de hipersensibilidade do organismo
e por isso permite a avaliagao de doengas alérgicas como asma, rinite e dermatite, porém estas
proteinas exercem outras fungoes importantes como na resposta imune aos parasitas, pelo
que niveis aumentados podem ser indicativos deste tipo de infegoes. (Hostoffer, R. W. et. dl,
2023)

O doseamento das IgE’s é obtido pelo equipamento recorrendo a particulas de latex
revestidas com anti-IgE humana com as quais vao aglutinar os Ac’s presentes na amostra

causando turvagao que ¢€ lida por turbidimetria. O resultado espera-se < 100 Ul/ml.

4.1.7. Metabolismo do Ferro
Ferro

O ferro (Fe) desempenha um papel essencial no organismo, principalmente pela sua
ligacao a hemoglobina e mioglobina. A sua concentragao € importante para a hematopoiese,
sendo assim, a este estdo associadas fungdes imprescindiveis para o funcionamento do
organismo pelo que é importante manter a sua homeostasia. Os valores podem alterar em

caso de dietas inadequadas, perda de sangue, hemolise ou até mutagoes genéticas. Valores
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aumentados podem significar anemia hemolitica, hemocromatose ou doenga hepatica aguda,
enquanto niveis baixos estao normalmente associados a anemia ferropénica. (Chifman, |. et.
al., 2014)

Os valores de referéncia do ferro sérico variam entre 50 e 170 pg/dl. Esta analise tem
por base o método do ferene-S que cria um complexo estavel com o ferro medido por
espetrofotometria. O ensaio necessita de um tampao com pH acidico para permitir que todo

o ferro se liberte da transferrina.

Para fazer um estudo mais detalhado do metabolismo do ferro é imprescindivel a

analise de outros parametros, como os seguintes:

Capacidade Nao Saturada de Ligacao do Ferro (UIBC)

A capacidade nao saturada de ligagao do ferro (UIBC) permite avaliar qual a quantidade
de ferro que a transferrina consegue armazenar de forma a saturar todos os locais de ligagao
disponiveis. Este valor esta elevado em casos de niveis baixos de Fe. (Farugi, A. et. al., 2023)

Para avaliar a UIBC o analisador utiliza o método de ferene. E adicionado um tampio
com uma concentracao conhecida de ferro a amostra que vai ligar aos locais livres da
transferrina, a quantidade que nao liga é reduzida e complexada pelo ferene-S cuja cor ¢ lida
por espetrofotometria. Este doseamento é usado no calculo da capacidade total de fixagao do

ferro.

Capacidade Total de Fixacao de Ferro (TIBC)

A capacidade total de fixagao do ferro (TIBC) é importante para auxiliar o estudo do
ferro e avaliar fundamentalmente as condigoes hematologicas. Esta determinagao reflete os
niveis de reservas corporais de ferro através da quantidade de transferrina. (Gottschalk, R. et.
al., 2000)

O resultado deste parametro é obtido efetuando o calculo: TIBC = UIBC + Fe. Os
valores de referéncia variam entre 120 e 480 pg/dl.

Através de calculos também é obtido o valor de saturagao da transferrina pela féormula

Ferro / TIBC x 100, os resultados variam entre os valores de referéncia 20 e 50 %.

Transferrina
A transferrina é uma proteina sintetizada no figado, que faz o transporte de ferro e é

responsavel por maior parte da capacidade sérica de ligacao ao Fe, dessa forma correlaciona-
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se com o TIBC. A transferrina também é uma proteina negativa de fase aguda pelo que em
caso de processo inflamatorio os seus niveis estao diminuidos. (Gomme, P. T. et. al., 2005)

A andlise da transferrina é realizada com recurso a anticorpos (Ac’s) anti-transferrina
com os quais liga a transferrina presente na amostra. A turvagao resultante é medida por

turbidimetria. Os resultados tém como IR entre 173 e 360 mg/dl.

Ferritina

A ferritina tem como fungao a reserva de ferro. Este armazenamento, que ocorre
principalmente no figado, permite evitar danos celulares devido a formagao de radicais livres
que acontece com a presenca de ferro livre. A falta de ferro pode ser diagnosticada pela anilise
da ferritina uma vez que, para além desta deplecao, apenas o hipotiroidismo e a deficiéncia de
ascorbato podem diminuir o resultado desta proteina. Tem ainda utilidade para ajudar a
diferenciar anemia ferropénica de anemia de doenca crénica. E também uma proteina de fase
aguda pelo que em caso de inflamagao existe em maiores quantidades (Knovich, M. A. et. al.,
2009), o que pode levar a situagoes de anemia com valores elevados de ferritina.

Apesar de enquadrada nesta tematica, a ferritina é avaliada no médulo de imunologia
pelo método de imunoensaio quimioluminescente de microparticulas (CMIA) recorrendo a
microparticulas revestidas de Ac antiferritina. A ferritina tem como valores de referéncia entre

[2 e 150 ng/ml nas mulheres e entre 12 e 300 ng/ml nos homens.

4.1.8. Outros parametros
Titulo de Anti-estreptolisina O (ASLO)

O doseamento do titulo de anti-estreptolisina O (ASLO) corresponde a determinagao
da concentracio do Ac antitoxina estreptolisina-O, produzido contra a toxina do
estreptococo -hemolitico do grupo A. Quando afetado, o organismo produz Ac’s especificos
contra a toxina. O resultado desta andlise auxilia no diagnodstico de infegoes estreptococicas
e de condigoes associadas como a febre reumatica. (Ugkay, . et. al., 2009)

O principio de medicao ¢ reagao de ligagao entre antigénio e anticorpo em particulas
de latex revestidas com estreptolisina-O, a aglutinagao com o Ac causa turvagao que é medida

por turbidimetria. Os valores normais apresentam-se < 200 Ul/ml.

Calcio
A maior parte encontra-se nos ossos, mas a forma iénica tem também outras fungoes
como reduzir a excitabilidade neuromuscular, ativacao de enzimas e coagulagao sanguinea,

esta forma biologicamente ativa é regulada pela hormona paratiroide (PTH) e pela vitamina D.
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A hipercalcémia esta associada a, por exemplo, hiperparatiroidismo e hipervitaminose D,
enquanto a hipocalcemia faz diagnéstico diferencial de hipoparatiroidismo, hipoalbuminemia,
insuficiéncia renal e pancreatite. (Rifai, N. et. al., 2018)

O calcio é quantificado pelo método do arsenazo |l com o qual reage em meio acido
formando um complexo que ¢é lido por espetrofotometria e cuja absorvancia é proporcional
a concentragao do analito na amostra. Os resultados sao expressos em mg/dl e o IR varia

entre 8,4 e 10,2 mg/dl.

Fosforo

O fésforo é encontrado maioritariamente nos ossos na forma de hidroxiapatite, mas
também na forma inorganica e ésteres de fosfato. Sao varias as fungoes desempenhadas pelo
fosfato desde o seu papel imprescindivel para o metabolismo energético, a regulagao do pH e
producao de proteinas por ser constituinte dos nucleétidos. Os niveis no soro aumentam
quando ha hipervitaminose D, hipoparatiroidismo e insuficiéncia renal, e diminuem em casos
de raquitismo, hiperparatiroidismo e sindrome de Fanconi. (Rifai, N. et. al., 2018)

Para quantificar o foésforo recorre-se ao método do fosfomolibdato, no qual o fosfato
inorganico reage com o molibdato de aménio e forma um composto cuja absorvancia é lida

por espetrofotometria. No soro o IR é de 2,3 a 4,7 mg/dl e na urina entre 400 e 1300 mg/24h.

Magnésio

O magnésio ¢é essencial ao funcionamento do organismo pois esta envolvido em varias
fungoes bioquimicas sendo necessario como cofator para varias enzimas, nomeadamente
envolvidas no processo de fosforilagdo oxidativa para a produgio de energia. A
hipomagnesémia tem como consequéncia a perturbagao da fungao neuromuscular,
intolerancia aos hidratos de carbono e hipertensao, enquanto a hipermagnesémia tem como
consequéncia hipotensao, bradicardia e entre outras condigoes. (Shigematsu, M. et. al., 2018)

O ensaio baseia-se no método de espetrofotometria enzimatica, uma vez que este iao
€ um cofator da isocitrato desidrogenase é medida a sua atividade pela formagao de NADH

que é proporcional a concentragao de magnésio no soro. O IR varia entre 1,60 e 2,60 mg/dI.

Creatina Cinase (CK)

A creatina cinase (CK) existe no organismo na forma de 3 isoenzimas citosolicas: CK-
MB (do coragao), CK-MM (do musculo esquelético) e CK-BB (do cérebro). A avaliagao da
atividade desta enzima no soro surge aumentada quando ha lise celular dos tecidos

anteriormente referidos, que provoca a libertagao da enzima, pelo que é util no diagnostico e
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tratamento de doencgas ou condigoes que afetem o musculo esquelético, cardiaco ou tecido
cerebral. (Rifai, N. et. al., 2018)

Para avaliar a CK ¢ utilizada a sua func¢ao cinase na reagao de transferéncia do grupo
fosfato da creatina fosfato para o difosfato de adenosina (ADP). O ATP produzido entra nas
mesmas reagoes mencionadas para quantificar a glucose (descritas em 4.1.5), a taxa de

absorvancia lida é proporcional a atividade da CK na amostra. O IR varia entre 30 e 200 U/I.

Lactato Desidrogenase (LDH)

A lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima citoplasmatica presente em varios
tecidos, pelo que em termos clinicos trata-se de um parametro diversificado sendo marcador
de doengas hepaticas, cardiacas, hemoliticas e patologias malignas. Apesar de nao ser um
marcador especifico, auxilia a avaliagao de outros parametros e a sua atividade aumentada no
plasma indica lise celular. (Rifai, N. et. al., 2018)

Os valores de referéncia situam-se entre 125 e 220 U/l e o método utilizado neste
ensaio é a espetrofotometria enzimatica uma vez que a LDH catalisa a oxidagao do L-lactato
em piruvato originando NADH, o aumento da absorvancia é lido a 340 nm e proporcional a

atividade da enzima na amostra.

4.2.Estudo Bioquimico da Urina

O estudo da urina nesta area ¢é realizado em dois aparelhos. Os parametros efetuados
pelo Alinity sio o doseamento dos seguintes compostos (cuja importancia clinica foi referida
no capitulo 4.1): acido drico, calcio, fosforo, ionograma, creatinina, ureia, proteinas totais e
microalbumindria. Os doseamentos sao realizados em urina de 24 horas, exceto a creatinina,
microalbuminuria e proteinas totais que também podem ser analisadas em urina ocasional, de
preferéncia na |* da manha.

Ja a urina tipo Il é uma andlise efetuada em urina ocasional, que se baseia no método
da refletincia realizada no equipamento Aution Max AX 4060 (ARKRay®), é um analisador de
tiras que fornece uma série de resultados desde cor, turvagao, densidade, pH, como até
presenca de nitritos, proteinas, glicose, corpos cetonicos, bilirrubina, urobilinogénio e
eritrocitos. A andlise da urina tipo |l permite avaliar essencialmente o funcionamento renal,
mas também fornece informag¢oes do estado geral do organismo. Quando o resultado é
considerado anormal procede-se a andlise por microscopia otica (MO) do sedimento urinario
onde se registam, caso se observem, leucocitos, eritrocitos, células, cristais e substancias

amorfas. Este tipo de observagao exigiu mais atengao as estruturas observadas uma vez que,
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ao contrario de maior parte das observagoes que tinha realizado ao microscopio, esta € feita

sem qualquer coloragao prévia.

4.3.Médulo da Imunologia
O modulo de imunologia do Alinity realiza varias analises que se baseiam em CMIA.
Este método consiste em incubar a amostra e as microparticulas de forma a existir ligagao do
analito ao revestimento. Posteriormente, é adicionado um reagente que provoca uma reagao

quimioluminescente que permite realizar a medigao. (Chen, X. et. al., 2020)

4.3.1. Avaliacao da Funcao Tiroideia
TSH

A tiroide é uma glandula endécrina cuja produgao e libertagao das hormonas é regulada
pela hormona estimuladora da tiréide (TSH) sintetizada na hipofise anterior. Por sua vez, a
producao e sintese da TSH é regulada pela hormona libertadora de tireotrofina (TRH),
libertada pelo hipotilamo, em resposta a niveis baixos de tri-iodotironina (T3) e
tetraiodotironina (T4).

No caso de hipotiroidismo primario a TSH esta aumentada, pois como se trata de uma
deficiéncia na glandula principal (a tiréide) ocorre uma hiperprodugao pelo eixo hipotalamo-
hipofise para tentar reverter esse decréscimo, pelo contrario, no hipotiroidismo secundario a
TSH esta diminuida, pelo que nao se trata de uma insuficiéncia na tiréide. O mesmo raciocinio
se aplica ao hipertiroidismo. (Spencer, C. A,, 2023)

Esta hormona no soro varia entre 0,350 e 4,4940 pUl/ml e no aparelho Alinity é

realizado o ensaio por CMIA com microparticulas revestidas de Ac anti-TSH.

T4 total e livre

A T4 circula livre ou ligada a proteina transportadora globulina ligante de tiroxina
(TBG), albumina e pré-albumina e fornece uma indicagao da disfungao tiroideia uma vez que a
tiroide é responsavel por toda a quantidade de T4 produzida e apenas 20% da T3. Apenas a
forma livre esta fisiologicamente disponivel e corresponde a % de hormona biologicamente
ativa. (Spencer, C. A, 2023)

No soro o IR desta porgao de T4 livre varia entre 0,70 e 1,48 ng/dl e a T4 total entre
4,9 e 11,7 pg/dl. Este ensaio é realizado por CMIA com microparticulas revestidas de Ac anti-
T4 que liga a T4 livre, nos ensaios para determinar a T4 total é realizado um passo adicional

de libertagao da T4 dos locais de ligagao.
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T3 total e livre

A T3 esta tipicamente aumentada na Doenca de Graves que resulta da presenga de um
Ac que se liga na tiroide ao recetor da TSH e o estimula permanentemente. O doseamento
ajuda também a diferenciar as formas de hipertiroidismo e avaliar a gravidade do estado
tirotoxico. Este doseamento da uma estimativa das reservas da tiroide e permite avaliar a
presenca de doengas provenientes do défice de iodo. (Spencer, C. A., 2023)

Este parametro é realizado por CMIA com microparticulas revestidas de Ac anti-T3, o
procedimento para dosear a T3 livre ou T3 total é igual ao aplicado e descrito para a T4. O

T3 livre tem como IR valores entre 1,6 e 3,9 pg/ml e o T3 total entre 0,35 e 1,93 ng/ml.

Anti-TPO

A patologia tiroideia autoimune pode resultar da presenca de Ac antiperoxidase
tireoidiana (anti-TPO) que reconhecem a TPO, enzima com fung¢ao na sintese da T3 e T4 pela
incorporagao de iodo molecular. A produciao destes autoanticorpos sao uma das causas
frequentes de hipotiroidismo (Tiroidite de Hashimoto). (Spencer, C. A., 2023)

A presencga de Ac anti-TPO ¢é realizada por CMIA com microparticulas revestidas de

TPO. Os valores normais sao < 5,6 Ul/ml.

Anti-Tg

Tal como os Ac’s anti-TPO, os Ac’s anti-tireoglobulina (anti-Tg) tém sido utilizados
como indicadores da presenca da doenca de Hashimoto. Neste caso, ha produciao de
anticorpos com afinidade para a tireoglobulina, composto unicamente produzido pela tiroide
a partir do qual sao sintetizadas as hormonas tiroideias. (Spencer, C. A., 2023)

O método utilizado é o CMIA com microparticulas revestidas de Tg. Os resultados

esperam-se < 4,| Ul/ml.

4.3.2. Marcadores Tumorais

Os marcadores tumorais sao substancias cuja medigao é utilizada para o diagnéstico,
tratamento e acompanhamento de doencas cancerigenas. Estes parametros auxiliam na
avaliagio da presencga, localizagdo e progressio da doenga maligna, porém o diagnostico

definitivo tem de ser interpretado com outros exames, devido a sua baixa especificidade.
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Alfa fetoproteina

A alfa fetoproteina é sintetizada no figado e saco vitelino do feto. Durante a gravidez
atinge o pico no soro fetal a 14® semana e no materno durante o terceiro trimestre, depois
entra em declinio. Niveis elevados surgem frequentemente associados a patologias hepaticas,
em caso de situagoes benignas os niveis devem ser inferiores a 200 pg/l, pelo contrario, valores
acima de 1000 pg/l podem indicar doengas malignas, exceto se se tratar de gravidez. (Rifai, N.
et. al,, 2018)

E utilizado o método de CMIA com microparticulas revestidas de Ac anti-alfa

fetoproteina e o resultado de referéncia é < 8,8 ng/ml.

CA 199

O antigénio (Ag) cancerigeno 19.9 (CA 19.9) esta associado a tumores gastrointestinais
como do pancreas, colorretal, gastrico e hepatico. (Rifai, N. et. al., 2018)

O método recorrido é o CMIA com microparticulas revestidas de |116-NS-19-9.

(Arends, J. W. et. al., 1983) Os niveis considerados normais encontrados no soro sao < 37

UA/ml.

CEA

A andlise do Ag carcinoembrionario (CEA) tem sido usada para seguir pacientes com
tumores colorretais, pulmonares, gastricos, da mama, pancreaticos e dos ovarios, sendo util
para avaliar o estadio da patologia. (Rifai, N. et. al., 2018)

Esta analise é realizada por CMIA com microparticulas revestidas de Ac anti-CEA.

Resultados < 5 ng/ml estao dentro do limite de referéncia.

CA 125

O Ag cancerigeno 125 (CA 125) é um marcador de cancro do ovario, mas que também
se pode revelar elevado em caso de tumores do endométrio para os quais € util para avaliar
o prognostico. (Rifai, N. et. al., 2018)

O método utilizado pelo Alinity € CMIA com microparticulas revestidas de Ac OCI25.

O limite de referéncia é < 35 UA/ml.

PSA total e livre
O Ag especifico da prostata (PSA) é produzido pelas células epiteliais da prostata e
tem como fungao a clivagem proteica, permitindo a liquefagao do sémen para onde é

segregado, mas também se encontra na urina e sangue. Aumentos séricos sao encontrados na
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presenca de patologia prostatica como prostatite, hiperplasia benigna da prostata (HBP) e
carcinoma. (Rifai, N. et. al., 2018)

Apesar do aumento do valor de PSA total e livre estar claramente relacionado com
patologias da prostata, a dimensao desse acréscimo esta fracamente relacionada a patologia
maligna, pelo que outros estudos, como histologicos, sao necessarios para fazer o diagnéstico.
(Vezyraki, P. et. al., 2019)

Segundo a Norma n° 060/201 | da DGS atualizada a 13/07/2017 a periodicidade de
controlo dos valores varia consoante os resultados. Niveis de PSA totais < 2,5 ng/ml devem
realizar o controlo de 2 em 2 anos, e entre 2,5 e 4 ng/ml anualmente. Entre 4 e 10 ng/ml deve
realizar-se a determinacao da % livre que, se < 25 % deve ser encaminhado a consulta de
especialidade, tal como no caso de valores > 10 ng/ml para o PSA total.

O método em que se baseia esta analise € o CMIA com microparticulas revestidas de

Ac anti-PSA livre ou Ac anti-PSA para determinar a concentragao total.

4.3.3. Doencas Congénitas por agente infecioso
Citomegalovirus

A infecao congénita viral mais comum é o citomegalovirus (CMV). Em individuos
adultos imunocompetentes nao causa complica¢oes, contudo quando se trata de uma mulher
gravida é necessario fazer vigilancia pois caso ocorra transmissao da infecao ao feto podem
gerar-se problemas como hepatite, trombocitopenia e envolvimento do sistema nervoso
central. Durante a infegao inicial por CMV a IgM aumenta em cerca de | a 2 semanas,
diminuindo até aos 4 meses. Os niveis de IgG sao detetdveis 2 semanas apos a infegao,
atingindo o pico entre os 2 e 3 meses e mantém-se positiva. (Wang, H. et. al., 2023)

A anilise é realizada por CMIA com microparticulas revestidas de Ag de CMV e
posteriormente sao adicionados Ac’s marcados contra a imunoglobulina (Ig) pretendida.
Consideram-se resultados positivos se IgG > 6,0 UA/ml. Quanto a IgM o resultado é nao

reativo se < 0,85 UA/ml, boderline entre 0,85 e 1,00 UA/ml e reativo se > 1,00 UA/ml.

Rubéola

O virus da rubéola é conhecido por causar doenga infetocontagiosa que afeta
principalmente criangas, sendo uma das causas principais de morte infantil. Também as gravidas
podem ter complicagoes incluindo abortos, pelo que é importante a prevencao. A nivel
laboratorial o diagnéstico é realizado pelos niveis de IgM que indicam o inicio de infecao
(positivo por 2 meses), ja os niveis de IgG aumentam consideravelmente entre a fase aguda e

a convalescéncia. (Krawiec, C. et. al., 2023)
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O método utilizado € CMIA com microparticulas revestidas de Ag de virus da rubéola
e Ac’s anti-IgG ou anti-IgM humana marcados. Os resultados sao avaliados consoante o IR a
que corresponda o valor. Quanto a IgG se 2 10,0 Ul/ml é positivo, entre 2 5,0 e < 10,0 Ul/ml
os valores encontram-se na zona cinzenta, se < 5,0 Ul/ml o resultado é negativo. O valor da
IgM permite interpretar qual o significado da presenga, caso acontega, de IgG. Se a IgM for

positiva trata-se de uma infegao aguda, a confirmar pelo teste de avidez da IgG.

Toxoplasmose

A toxoplasmose é uma doenga causada pelo agente etiologico Toxoplasma gondii,
parasita intracelular oportunista em individuos imunodeprimidos. Apesar de a infecao ser
geralmente assintomatica nos adultos, a ocorréncia de primoinfecao nas gravidas pode levar a
toxoplasmose congénita o que representa riscos para o feto, por este motivo é comum fazer-
se a vigilancia durante a gestagao. O estudo realizado é a andlise dos niveis serolégicos de Ac’s
IgG e IgM, na qual a positividade da IgM acontece no inicio da infe¢ao e a IgG positiva mais
tarde, caso ambas apresentem valores acima do cutoff é pedido o teste de avidez para datar a
infecao. (Zhang, K. et. al., 2016)

Para detetar estes Ac’s o aparelho utiliza a técnica de CMIA com microparticulas
revestidas de Ag de Toxoplasma gondii e de seguida adiciona Ac’s anti-IgG ou Ac’s anti-IlgM
humana marcados. Os resultados sao reportados como positivos para a IgG se 2 3 Ul/ml,
dentro da zona cinzenta se variar entre 2 1,6 e < 3,0 Ul/ml e negativos se < I,6 Ul/ml. A

anadlise da IgM indica se esta ou nao a ocorrer infegao.

4.3.4. Doencas Viricas
Hepatite B

O virus da hepatite B (HBV) pode ser transmitido por via percutanea, vertical e sexual.
Apos o contacto com o virus é dificil prever qual a clinica uma vez que pode ocorrer hepatite
aguda com bastantes complicagoes ou até hepatite cronica assintomatica. Para esclarecer a
presenca ou nao do virus e o estado da infecio sao importantes as analises seroldgicas
laboratoriais. O Ag HBs faz parte da superficie do virus pelo que é o primeiro marcador
detetavel na fase aguda. A resposta humoral a presenca deste Ag leva a produc¢ao do Ac anti-
HBs, este parametro € requisitado para avaliar a imunizagao contra a hepatite B, a diminuigao
dos valores permite também monitorizar a convalescenga e recuperagao apés a infegao. A
pesquisa de Ac’s anti-HBc também ajuda a datar a infecao dependendo da classe que

predomina, pois, até aos 4 meses é superior o titulo de IgM, de seguida ocorre a
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seroconversao para IgG que podem persistir a vida toda, mesmo apos a resolugao completa
da infegao. (Dény, P. et. al., 2010)

Estes parametros sao todos avaliados por CMIA no aparelho Alinity. No caso do Ag
HBs o reagente é constituido por microparticulas revestidas de Ac anti-HBs, para detetar o
Ac anti-HBs usa microparticulas revestidas de Ag HBs e para analisar a presenga de Ac’s anti-
HBc recorre a microparticulas revestidas de Ag HBc. O limite cutoff para considerar positivo
para o Ag HBs ¢é 1,00 S/CO, o Ac anti-HBs indica imunidade caso 210 mUI/ml e o Ac anti-
HBc é positivo se 21 S/CO.

Todos os resultados de Ag’s HBs positivos sao de notificagao obrigatéria.

Hepatite C

Quando um individuo entra em contacto com o virus da hepatite C (HCV) cerca de
75% dos infetados desenvolve doenga cronica com progressao lenta e silenciosa que pode
levar a carcinoma ou cirrose hepatocelular. (Pérez-Garcia, A. et. al., 2019) O diagnostico da
infecio € comum pela detecio do Ac anti-HCV, quando positivo sao necessarios testes
confirmatorios de acido ribonucleico (RNA), com notificagao obrigatoria.

A realizagao deste ensaio efetua-se por CMIA com microparticulas revestidas de Ag

HCV. O resultado é confirmado como positivo se 21 S/CO.

HIV

A infecao pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) causa imunodepressao que
pode progredir a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) e afeta cerca de 40 milhoes
de pessoas a nivel mundial pelo que o seu rastreio, diagnostico e acompanhamento laboratorial
sao essenciais. Para detetar a presenga de HIV (tipo | e tipo Il) podem-se realizar ensaios
serologicos, que pesquisam Ac’s especificos de resposta a infegao, ou testes de detegao direta
de Ag do virus, como ¢ o caso do Ag da capside p24. (Yilmaz, G., 2001)

No LSM realiza-se um ensaio por CMIA combo que faz a andlise simultanea de Ac HIV
I/ll e do Ag p24, neste caso as microparticulas magnéticas sao revestidas de Ag HIV I/ll e Ac
contra o p24. O resultado do ensaio é considerado positivo se 2 1,0 S/CO. Todos os testes
positivos sao confirmados com um teste de western-blot (teste confirmatorio), sendo de

notificagao obrigatoria.
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4.3.5. Estudo Hormonal
B-hCG

A gonadotropina corionica humana (B-hCG) ¢ libertada pelas células da placenta depois
da implantagao do 6vulo na parede do Utero, o seu aumento rapido faz da hCG o melhor
marcador de gravidez. (Kuo, H.-T. et. al,, 2012)

O ensaio realizado pelo Alinity para obter este resultado envolve o método CMIA com
microparticulas revestidas de Ac anti-B-hCG. Valores dentro dos limites de referéncia sao <

5 U/l

Estradiol

O estradiol é um estrogénio natural que regula a fungao reprodutora feminina,
segregado maioritariamente pelos ovarios. Trata-se de um indicador da fungao ovarica
permitindo detetar amenorreias, puberdade precoce, menopausa e infertilidade pois os seus
niveis ficam alterados durante estas transigoes hormonais. (Rieder, J. K. et. al., 2020)

A quantificagao de estradiol é realizada por CMIA com microparticulas revestidas de
Ac antiestradiol. Nos homens os valores tém como limite superior de referéncia 44 pg/ml e
nas mulheres varia de acordo com o periodo do ciclo menstrual (Fase folicular: entre 21 e
251 pg/ml; Pico ovulatorio: entre 38 e 649 pg/ml; Fase litea: entre 21 e 312 pg/ml; Pos

menopausa: < 28 pg/ml).

LH

A hormona luteinizante (LH) é segregada pela hipdfise em resposta a hormona
libertadora de gonadotropinas e atua principalmente no ovario com a fungao de regular a
ovulagao. Desta forma, permite fazer uma previsao da ovulagao, avaliagio de infecao e
disturbio da hipodfise ou gonadas. (Rifai, N. et. al., 2018)

O método ao qual recorre o Alinity para quantificar a LH é CMIA com microparticulas
revestidas de Ac antisubunidade § da LH e um conjugado de anticorpos anti-subunidade a da
LH de modo a aumentar a especificidade do ensaio. O IR para as mulheres varia com a fase
do ciclo (Fase folicular: entre 1,8 e 11,8 U/l; Pico ovulatério: entre 7,6 e 89,1 U/l; Fase lutea:
entre 0,6 e 14,0 U/l; Menopausa: entre 5,2 e 62,9 U/l), ja nos homens os valores normais estao

entre 0,6 e 12,1 mUIl/ml.
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FSH

A hormona foliculo-estimulante (FSH), juntamente com a LH, controla as atividades
reprodutoras das génadas tanto femininas quanto masculinas. Alteragoes dos valores desta
hormona podem significar problemas associados a salde reprodutiva, porém para interpretar
adequadamente os resultados e fazer um diagndstico mais preciso € importante obter mais
informagoes clinicas com testes complementares. (Rifai, N. et. al., 2018)

O ensaio para a andlise da FSH é realizado por CMIA com microparticulas revestidas
de Ac antisubunidade B da FSH e posteriormente ¢ adicionado Ac’s antisubunidade a da FSH
marcados, de forma a aumentar a especificidade. Os valores nos homens variam entre 1,0 e
12,0 mlU/ml, enquanto nas mulheres depende da fase (Fase folicular: entre 3,0 a 8,1 U/l; Pico
ovulatério: entre 2,6 e 16,7 U/l; Fase lutea: entre 1,38 e 5,50 U/l; Menopausa: entre 26,7 e

133,4 UJ).

Progesterona

A progesterona é um indicador de ovulagao cujo declinio conduz a infertilidade ou
aborto espontaneo. (Rifai, N. et. al., 2018)

A andlise da progesterona realiza-se por CMIA numa reagao de competicao entre a
progesterona da amostra e o complexo de Ac antifluoresceina-fluoresceina-progesterona para
ligar ao conjugado de Ac antiprogesterona marcado. O limite superior para homens € 0,5
ng/ml enquanto para as mulheres depende da fase (Fase folicular: entre 0,2 e 1,5 ng/ml; Pico
ovulatério: entre 0,8 e 3,0 ng/ml; Fase lutea: entre 1,70 e 27,0 ng/ml; Menopausa: entre 0,15 e

0,80 ng/ml).

Prolactina
A prolactina exerce a sua principal fungao sobre a glindula mamaria permitindo a sua
proliferacao e estimulando a sintese e excregao de leite, para além deste papel também regula
a secregao de hormonas sexuais. Assim, niveis desregulados de prolactina podem conduzir a
alteragoes na amamentagao, irregularidades menstruais e infertilidade. (Rifai, N. et. al., 2018)
Este ensaio é realizado por CMIA com microparticulas revestidas por Ac anti-
prolactina. Os IR variam, sendo entre 5,2 e 26,5 ng/ml para mulheres e entre 3,5 e 19,4 ng/ml

para homens.
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Testosterona

A testosterona é uma hormona que exerce um papel fundamental no desenvolvimento
das caracteristicas secundarias masculinas e no desenvolvimento e fungao normal dos orgaos
sexuais. Diminuigdes dos niveis produzidos podem causar disfuncao erétil, mas também
alteragao da massa muscular com aumento da gordura corporal e reducao da densidade dssea.
(McBride, J. A. et. al., 2015)

A quantificagao da testosterona é realizada por CMIA com microparticulas revestidas
de Ac anti-testosterona. Os resultados variam com a idade e sexo da pessoa, dos 2| aos 50
anos o IR para homens é 8,33 a 30,19 nmol/l e para mulheres 0,48 a 1,85 nmol/l. A partir dos
50 anos ja se considera o IR de 7,66 a 24,82 nmol/l para homens e de 0,43 a 1,24 nmol/l para

mulheres.

PTH

A paratormona intacta (PTHi) é uma hormona de regulacao 6ssea e do metabolismo
mineral, segregada pela paratiroide para o sangue onde ¢é clivada. A andlise da PTHi reflete a
parte biologicamente ativa, cuja fungao é regular o calcio sérico, respondendo por feedback a
baixos niveis sanguineos do catidao. Para manter os niveis de calcio sanguineo a PTH ativa
mecanismos como o aumento da absorcao, diminuicao da eliminagao na urina e mobilizacao
do osso. Assim, a concentragao desta hormona permite fazer o diagnostico diferencial e
monitorizagao de hiper e hipocalcemia e avaliar distlrbios da paratiroide. (Rifai, N. et. al., 2018)

A PTH é doseada por CMIA com microparticulas revestidas de Ac anti-PTH. O
resultado da PTH varia com a idade devido ao desenvolvimento 6sseo, o IR para um adulto

varia entre 15,0 e 68,3 pg/ml.

4.3.6. Vitaminas
Vitamina D

A vitamina D é produzida na pele quando ocorre exposi¢ao a luz solar. As suas fungoes
principais sao permitir a homeostase do calcio pelo que é um parametro associado a salde
ossea. Niveis baixos de calcio estimulam a paratiroide a produzir paratormona (PTH) que leva
o rim a converter o precursor da vitamina D na sua forma ativa, o calcitriol. Este por sua vez
atua no intestino para estimular a absorgao de cilcio de forma a repor os niveis séricos.
(Chang, S. W. et. al., 2019)

Segundo a Norma n° 004/2019 da DGS, num adulto é considerada insuficiéncia de

vitamina D quando os resultados se encontram entre 20 e 30 ng/ml e deficiéncia para valores
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inferiores a 20 ng/ml. Estes valores, no LSM, sao obtidos pela realizagao de um ensaio de CMIA

com microparticulas revestidas de Ac antivitamina D.

Vitamina B12

A vitamina Bl2 é obtida através da dieta, sendo o fator intrinseco segregado pelo
estomago uma das proteinas importantes para a sua absorgao. Uma das suas fungoes principais
no organismo € participar na reagao de sintese da forma ativa do folato com a metilagao da
homocisteina a metionina, o que explica ser comum a diminuigao de ambas as vitaminas na
anemia megaloblastica. Outra reagao enzimatica dependente da vitamina Bl2 ocorre na
mitocondria e diz respeito a conversao do L-metilmalonil CoA a succinil CoA. Por isso, € util
recorrer a avaliagao dos niveis de homocisteina e acido metilmalénico no plasma. (Moll, R. et.
al,, 2017)

Os valores variam entre |87 e 883 pg/ml, sendo que o valor recomendado é superior

a 400 pg/ml. O ensaio é realizado com microparticulas revestidas de fator intrinseco por

CMIA.

Acido Folico

O acido folico tem como fungao transferir unidades de carbono simples. A falta de
folato pode surgir devido a dieta inadequada, ma absorgao ou pela administragao de drogas.
Este decréscimo causa problemas metabdlicos e clinicos devido ao seu papel essencial na
sintese de DNA e na metilagao, necessarias a produgao celular, que muitas vezes se manifesta
em neuropatias e anemias. (Moll, R. et. al., 2017)

Os resultados no soro variam em condigoes normais entre 3,5 e 20,0 ng/ml, os valores

sao obtidos por CMIA com microparticulas revestidas de proteinas de ligagao aos folatos.

4.4.AEQ e CQI

O estagio no setor técnico da bioquimica reforcou a minha aptidio em executar e
interpretar cartas de CQIl e AEQ.

No Alinity o CQI é realisado diariamente com a analise de 2 ou 3 niveis de controlos,
normal e patologico ou baixo, médio e alto. Quanto a analise da HGB Alc o CQI é realizado
numa rack especifica de controlo (para avaliar os 8 capilares) com dois niveis uma vez por
semana, e nos restantes dias do més o CQI realiza-se numa rack de amostras seguindo um
esquema presente no procedimento do LSM que permite controlar todos os capilares com os

dois controlos utilizando um por dia durante o més.
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O fornecimento de amostras para o AEQ é mensal e da responsabilidade dos Laboratérios
Randox no ambito do programa RIQAS. Sao avaliados os testes de Quimica Clinica,

Imunoensaio, Proteinas Especificas e Urina.
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5. Hematologia

A area da hematologia debruga-se no estudo das células do sangue permitindo identificar
alteragoes relacionadas a patologias dos eritrocitos, leucemias e plaquetas, assim como
distirbios da hemostase.

A amostra que se utiliza é o sangue total ou plasma obtido por pungao venosa. A colheita
é realizada em tubos com anticoagulante que varia conforme a analise pretendida. O sal de
tripotassio de EDTA (acido etilenodiaminotetracético) € um quelante de ides que capta o
calcio necessario para a cascata da coagulagao, permitindo assim a contagem das células e o
seu estudo morfolégico, contudo este por vezes causa falsas trombocitopenias, como
alternativa é feita a contagem utilizando o citrato de sédio, uma vez que minimiza a agregagao
das plaquetas (Weber, D. et. al., 2021).

Na figura 4 seguem listadas as varias analises e técnicas com as quais contactei durante o

estagio na area da hematologia.

e Estudo da Linha Celular

* Hemograma
+ Contagem de reticulocitos
» Observagdo de extensdes de sangue periférico (esfregaco)

I_ Velocidade de Sedimentagao |
I_ Grupos Sanguineos |

Pesquisa de Anticorpos Irregulares Anti-eritrocitarios

+ Teste de Coombs indireto
+ Teste de Coombs direto

e Estudo da Hemostase

* Tempo de protrombina (PT)
* Tempo de tromboplastina parcial ativado (APTT)

Figura 4 - Lista das andlises e técnicas realizadas na drea de Hematologia.

Neste setor, a medida que fui acompanhando e realizando os testes acima descritos, foi-
me também permitido adquirir pratica na realizagdo e observagao de extensoes de sangue
periférico com contagem diferencial dos leucocitos (formula leucocitaria) e avaliagao
morfoldgica dos eritrocitos, leucécitos e plaquetas. Foi importante conhecer os critérios de
confirmagao de resultados, fornecidos por citometria, com observagao microscopica, e os
valores criticos (resultados com obrigacao de avisar no proprio dia), assim como saber os

cuidados a ter com as amostras e como realizar as manutengoes dos aparelhos.
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5.1.Hemograma

A determinagao do hemograma permite uma andlise quantitativa e qualitativa das células
sanguineas e é imprescindivel para estudar possiveis patologias do foro hematologico.

O equipamento usado no LSM é um Autoanalisador de Hematologia Cell Dyn Ruby
(Abbott®). O principio de medida do aparelho é a citometria de fluxo que permite efetuar as
contagens celulares. Este método baseia-se na passagem de um fluxo Unico de células por um
feixe de laser. A diferente composicao das células e os seus diferentes tamanhos bem como a
relagao de tamanho nicleo/citoplasma provoca dispersoes na luz do laser que sao detetadas
e utilizadas para distinguir cada célula. O aparelho realiza também medigoes por
espetrofotometria para dosear a hemoglobina.

O resultado de um hemograma inclui diversos parametros, tanto de determinagao direta
como determinados através de calculos. Os valores de referéncia utilizados no LSM foram
definidos a partir da Norma 063/201 | da DGS.

No referente a populagao de eritrocitos sio medidos os seguintes 3 parametros:

RBC
E determinada, por citometria, a contagem de eritrécitos (RBC) expressa em:
RBC = # x 10° /pl.
O valor de referéncia varia entre 4,31-6,40 x 10" /I para homens e 3,85-5,20 x 10'* /I

para mulheres.

HGB
A hemoglobina (HGB) é determinada espetrofotometricamente e expressa em g/dl.
O valor de referéncia também varia com o género, 13,6-18,0 g/dl para homens e I 1,5-
16,0 g/dl para mulheres. A determinagao deste parametro é usualmente utilizada para o

diagnostico de anemia, que é definida pela diminuicao dos valores de HGB abaixo do normal.

(Buttarello, M., 2016)

MCV

O volume globular médio (MCV) resulta da avaliagao por citometria do volume médio
da populagao de eritrécitos e é indicado em fl. Este resultado permite ter o conhecimento se
os eritrocitos sao microciticos, normociticos ou macrociticos, se tiverem um tamanho

reduzido, normal ou elevado, respetivamente.
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Considera-se normal um valor entre 80,0-97,0 fl. Os eritréocitos sao macrociticos
quando se apresentam valores de MCV superiores a 100 fl, causas mais comuns sao
alcoolismo, falta de vitamina B2 e acido folico (Kaferle, . et. al., 2009). A microcitose descreve
eritrocitos com volumes inferiores a 80 fl, que podem resultar mais frequentemente de anemia

por deficiéncia de ferro, doengas cronicas ou B-talassémia. (Buttarello, M., 2016)

Sao avaliados por calculos os seguintes 3 parametros:
HTC

Dos dois ultimos parametros é avaliado o hematocrito (HTC) que representa a razao
entre o volume dos eritrocitos e o sangue total. Assim, resulta do calculo: HTC % = (RBC x
MCV)/10 e espera-se diminuido em casos de anemia.

Utiliza-se como valores de referéncia 39,8-52,0 % para homens e 34,7-46,0 % para

mulheres.

MCH
A hemoglobina globular média (MCH) é a quantidade média de hemoglobina presente
em cada célula, expressa em pg e calculada através de: MCH = (HGB/RBC) x |0.

Este parametro pode variar entre 26,0-34,0 pg.

MCHC

A concentragcao média de hemoglobina globular (MCHC) resulta da razao entre a
concentracio de HGB e o volume médio de eritrécitos totais. E calculada com a férmula:
MCHC = (HGB/HCT) x 100 e expressa em g/dl.

Varia entre 32,0-36,0 g/dl e em termos de andlise morfologica permite observar células
menos coradas (hipocrémicas) ou com mais concentragao de hemoglobina (hipercromicas)

como é o caso, por exemplo, dos esferocitos. (Buttarello, M., 2016)

RDW

A dispersao do volume eritrocitario (RDW) representa a variagio de tamanho das
células. O equipamento considera este parametro equivalente ao coeficiente de variagao e
expressa o resultado em %.

Aceita-se como normal existir uma variacao entre |1,5-15,0 % no tamanho dos

eritrocitos no sangue periférico.
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Em relagao as plaquetas sao emitidos 3 resultados: contagem total das plaquetas (PLT),
volume plaquetar médio (MPV) e a dispersao do volume plaquetar (PDW). O nimero de
plaquetas no sangue é esperado situar-se entre 140-440 x 10°/1.

Quanto aos leucocitos é feita a sua contagem total (WBC) que varia entre 4,0-10,0 x
10’ /| e de cada tipo de células desta populagio, nomeadamente neutréfilos (NEU) num IR
entre 1,5-8,0 x 10° /I, linfécitos (LYM) entre 0,8-4,0 x 10” /I, monécitos (MONO) até 1,2 x 10’
/I, eosinéfilos (EOS) e baséfilos (BASO) até 0,3 x 10° /1.

Toda esta informagao fornecida pelo equipamento ¢ utilizada para criar histogramas.
A par do resultado do hemograma sao mostrados no monitor do equipamento 4 histogramas
que revelam informagao tanto sobre os leucocitos, permitindo a visualizagao de diferentes
populacoes de células, como sobre os eritrécitos e plaquetas, onde se avalia a sua

homogeneidade.
Foram elaborados critérios de aceitagao dos resultados (Tabela 2) que vao definir se a

amostra permanece com o resultado, se é necessario repetir o hemograma ou fazer um

esfregaco, e posterior observagao microscopica apos coloragao por Wright.
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Tabela 2 - Critérios de confirmagdo aplicados na drea de Hematologia no LSM.

CRITERIO ACAO

HGB < 8,0 g/dl Urgente avisar Diretor
WBC > 17,0 x 10°/1 Urgente avisar Diretor
PLT <30 x 10’1 ou >1000 Urgente avisar Diretor

*Valores Criticos

Suspeita de existéncia de:

Band, Ig, Varlym, Blast*

Corar Lamina

Plaquetas agregadas

Repetir colheita (EDTA + Citrato)

HGB < 10,0 g/dl
Corar se 2 critérios ou se MCV > 105 fl ou se
MCH <270 pg RDW > 15 %
MCV <76/> 1051l
HGB <12,0/>17,0 g/dl Repetir Hemograma
MCHC < 31,0 /> 35,0 g/dl Repetir Hemograma
Leucocitos | > 14,0 x 10%/1 Corar LAmina
% NEU >85% Corar Lamina
% MONO > 14 % Corar Lamina
% EOS >15% Corar Lamina
% BASO >2% Corar Lamina
PLT < 130 ou > 1000 x 10°/1 | Corar LAmina

*A suspeita de existéncia de “Band, Ig, Varlym, Blast” inclui células com caracteristicas de

imaturidade ou alteragdes anormais.
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5.1.1. Observacdo de extensdes de sangue periférico (esfregacos)

Quando os resultados obedecem a algum critério que exija fazer um esfregago utiliza-
se o corador de liminas Hema-Tek (Bayer®). Este equipamento realiza a coloragio de Wright
que é uma técnica amplamente utilizada nos laboratérios de hematologia para o estudo da
morfologia do sangue periférico por MO pois permite visualizar e diferenciar os diferentes
tipos de células sanguineas. E produzida por este corante uma aparéncia rosada/alaranjada nos
globulos vermelhos, ja os leucocitos e plaquetas apresentam um citoplasma azul-acinzentado

e nucleo azul-arroxeado, dependendo do tipo de células. (Dunning, K. et. al., 201 1)

A observagao dos esfregagos € feita
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Figura 5 - Esquema ilustrativo das alteracdes morfolégicas dos eritrocito:
adaptado de (K.T. et. al, 2022).
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R
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r . o -
‘O 63 ' ’ ' células com proje¢oes na membrana chamados acantocitos.
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Figura 6 - Imagem de um esfregaco com eliptdcitos e acantdcitos, analisado no LSM.
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Figura 7 - Imagem de um esfregaco com um linfécito e plaquetas agregadas, analisado no LSM.

5.2.Contagem de Reticuldcitos

Os reticulocitos sao as células imediatamente precursoras dos eritrécitos. Ja sao
completamente desprovidos de nucleo, porém ainda contém acido ribonucleico (RNA). Com
a coloragao de Wright o RNA nao é distinguivel e por citometria o aparelho nao é capaz de
os diferenciar, pelo que a contagem de reticulocitos necessita que a amostra seja preparada
manualmente diluindo um pequeno volume em um tubo com azul de metileno, corante basico
que permite corar as estruturas acidas intracelulares.

Este nimero é importante em termos clinicos pois espelha a fungao da medula 6ssea na
producao de glébulos vermelhos. Os numeros sao, por norma, elevados em casos de anemia
hemolitica ou por falta de ferro em regeneragao (fisiologica ou terapéutica), uma vez que ha
uma tentativa do organismo de compensar esta condigao. (Piva, E. et. al, 2015) O IR em % ¢é

de 0,9 a 2,4 % e em contagem entre 25 e 85 x10/1.

5.3.Velocidade de Sedimentacao

A taxa de hemossedimentacio no LSM é medida no aparelho Desaga S 2000 (Sarstedt®)
em tubos com citrato de sodio. Esta andlise mede a distancia, em milimetros, de deposicao
dos globulos vermelhos num tubo vertical com determinado comprimento e num espago de
tempo definido (I hora). Este principio de medida utilizado é o método de Westergren
modificado que se baseia no teste padrao, utilizando um tubo de medigao mais longo de forma
a fazer uma leitura mais precisa. A leitura é feita através da transmissao de infravermelhos pelo
que é importante a correta colocagiao do codigo de barras de identificagao do utente de forma
a nao impedir a incidéncia do feixe ao longo do tubo.

Os resultados da velocidade de sedimentagao (VS) tém valores de referéncia inferiores a
30 mm/h e quando elevados podem ser indicativos de um processo inflamatorio. Tal acontece

devido as proteinas de fase aguda produzidas em grande quantidade durante estes processos
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que aceleram a agregacao dos eritrocitos e consequentemente a sua deposicao. (Tishkowski,

K. et. al,, 2023)

5.4.Grupos Sanguineos

A determinagao do tipo de grupo sanguineo é importante para prevenir incompatibilidades
sanguineas nas transfusoes. Este teste € um dos que implica maior trabalho manual neste setor.
No LSM usa-se a técnica de reagdo de aglutinagdo em gel com card’s da Bio-Rad®, estes sio
compostas por microtubos que permitem identificar os antigénios a superficie das células uma
vez que aglutinam com os anticorpos presentes no gel. Com este método € possivel classificar
segundo o sistema ABO e Rh. (de la Flor Weiss, E. et. al., 2005)

Para um resultado inequivoco sao realizadas duas provas. A prova direta nas cartas
DiaClon ABO/DVI- que utiliza anticorpos anti-A, anti-B, anti-AB e anti-D que se ligam aos Ag’s
dos eritrocitos no caso da sua existéncia. E a prova sérica, nas cartas NaCl, Enzyme Test and
Cold Agglutinins onde o plasma do doente é testado contra eritrocitos conhecidos A, e B.
Para validar os resultados estas duas provas nao podem ser discrepantes, caso acontega a

amostra ¢ enviada ao Instituto Portugués do Sangue e da Transplantagao (IPST).

5.5.Pesquisa de Anticorpos Irregulares Anti-eritrocitarios

Esta prova deteta a presenga de anticorpos anti-eritrocitarios. A requisicao deste teste é
mais frequente nas gravidas para avaliar a existéncia de Ac’s maternos no soro da mae contra
Ag’s dos eritrocitos fetais e também em suspeitas de anemias autoimunes. No teste de
Coombs indireto avaliamos a presenca dos Ac’s no soro do doente. Ja no Coombs direto é
testada na amostra de sangue a presenca de Ac’s que estejam a revestir as hemacias o que
provoca o processo de aglutinagao e consequentemente anemia hemolitica. (Theis, S. R. et. al.,
2023)

Para realizar estas anlises o LSM utiliza os card’s ID-Card LISS/Coombs (Bio-Rad®) onde
ocorre o processo de aglutinagio em gel, o qual contém anti-IgG de coelho e anti-C3d,
permitindo detetar anemias autoimunes provocadas por fixagdo a membrana dos eritrocitos
de 1gG’s e/ou complemento C3d. Os resultados sao observados macroscopicamente e
reportados como positivo ou negativo. Caso o teste de Coombs seja positivo a amostra é

enviada ao IPST para identificagao e titulagao dos Ac’s envolvidos.

41



5.6.Estudo da Coagulacao

A hemostase é o mecanismo fisiologico que atua para impedir hemorragias e reestabelecer
a integridade do sistema vascular. Este processo pode ser dividido em 3 fases: hemostase
primaria, coagulagao e fibrinolise. A nivel clinico os testes e estudos da coagulagao baseiam-se
no modelo classico que dividem este processo em via intrinseca e extrinseca, como

representado no esquema da Figura 8. (Wiltrout, C. et. al., 2010)

Via intrinseca Via extrinseca

Xl
Hlla
HM e
PE (4

Xlg ————————p

Wilka
Ka = | % Vil TF

Xa
Va
Jv fibrinogénio

I ——7 la —hl

fibrina

Figura 8 - Esquema representativo do modelo classico da cascata de coagulagdo, adaptado de (Wiltrout, C. and Kondo, K., 2010).

O estudo da hemostase envolve testes laboratoriais importantes na avaliagaio e
monitorizagio de distlrbios do sistema de coagulagio sanguinea. E importante ter em
consideragao que se tratam de anadlises sensiveis a pequenas variagoes pré-analiticas e
analiticas, pelo que é essencial ter nogao destas limitagoes de forma a nao comprometer a
qualidade do resultado e levar a erros na decisao clinica.

Em termos da fase pré-analitica varios fatores podem condicionar o estudo da hemostase,
nomeadamente um incorreto volume de amostra que afeta a relagao volume de amostra /
volume de anti-coagulante, agitagao dos tubos, tempo de garrotagem e a temperatura de
conservagao da amostra. (Magnette, A. et. al, 2016) Durante o tempo de estagio tive a
oportunidade de assistir a uma formagao por parte da empresa STAGO sobre este tema, da
qual passo a destacar um ponto que considerei importante.

Apesar de nao estar estabelecido a necessidade de jejum pré-colheita para o estudo da
coagulagao este é aconselhado. Isto porque, embora o processo nao esteja muito bem
compreendido, niveis elevados de lipidos no sangue aumentam a atividade do FVII, pelo que
se registam aumentos consideraveis da atividade coagulante apos refeicoes com altos teores
de gordura. Para além disto, a lipémia pode ainda interferir nas leituras no caso de aparelhos

que se baseiem em métodos oticos. (Favaloro, E. J. et. al,, 2012)
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O aparelho que equipa o laboratério para estes testes € o analisador de coagulagao STA
Compact Max 2 (Stago®) cujo principio de medida é a detecio mecanica baseada na viscosidade
(VBDS). Este método é aplicado em cuvetes com duas calhas curvas na base e uma esfera que
oscila devido ao campo magnético imposto (a intensidade varia consoante o tipo de analise).
Este movimento é detetado e permanece constante quando o meio conserva uma viscosidade
constante, cessando a medida que ocorre a formacao do coagulo. Como se trata de um
método mecanico ha uma grande vantagem por se conseguir contornar interferéncias de cor,
por exemplo em caso de hemolise, lipémia ou turvagao, que nao afetam os valores de forma

significativa em termos de decisao clinica. (Woolley, A. et. al., 2016)

5.6.1. Tempo de protrombina

O tempo de protrombina (PT) é um parametro util para avaliagdes pré-cirurgicas, da
fungao hepatica e monitorizagao da anticoagulagao oral com anticoagulantes cumarinicos
(antagonistas da vitamina K). O seu resultado espelha a eficiéncia da Via Extrinseca e Comum
da coagulagao uma vez que mede o tempo de coagulagdo com uma concentragao 6tima de
fator tecidular, sendo assim deteta deficiéncias dos fatores I, V, VI, X e fibrinogénio. Uma vez
que os valores obtidos dependem do fator tecidular usado em cada laboratorio, colocou-se a
necessidade de padronizar o PT para o controlo do tratamento com anticoagulantes orais.

Para tal, segue-se a seguinte formula (PT utente/ MNPT)"*

que se designa de razao normalizada
internacional (INR), no qual MNPT ¢é a média de tempo de protrombina normal e ISl é o indice
de sensibilidade internacional, dependente de cada reagente. (Dorgalaleh, A. et. al., 2021)

O valor do INR pode alterar principalmente por doenca hepatica, por ser o local de
sintese dos fatores de coagulacao, ou por deficiéncia de vitamina K, cofator necessario a essa
sintese. O uso de anticoagulantes orais, como os antagonistas de vitamina K, é necessaria em
individuos propicios a sofrer eventos tromboembolicos. Contudo, estes medicamentos, como
€ o caso da varfarina, nao permitem um padrao estavel dos valores de INR pois a agao dos
antagonistas depende da quantidade de vitamina K ingerida e também da medicagao prescrita,
pelo que exige um controlo laboratorial regular. Em alternativa surgiram os anticoagulantes

orais diretos, como o Apixabano ou Dabigatran, que inibem o fator Xa ou a protrombina e

nao exigem a monitorizagao laboratorial periddica. (Mailer, R. K. et. al., 2022)

5.6.2. Tempo de tromboplastina parcial ativado
O tempo de tromboplastina parcial ativado (APTT) é utilizado para acompanhar
pessoas com historia hemorragica e também que fagam o uso de heparina. Neste ensaio é

medido o tempo de formagao do coagulo com a adicao de um ativador da coagulagao, desta
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forma sao avaliados os fatores da via intrinseca (XII, XlI, X, VIII) e comum (X, V, Il e
fibrinogénio). (Wiltrout, C. et. al., 2010)
Os valores de APTT sao determinados no laboratoério e dependem do reagente usado,

os resultados sao considerados normais se entre 24,8 e 34,4 s.

5.7.AEQ e CQI

No setor da hematologia faz-se diariamente o CQI do aparelho Cell Dyn Ruby com 3
controlos fornecidos pela Abbott®, de nivel alto, normal e baixo, que devem ficar dentro da
carta de controlo, e ainda se avaliam 2 hemogramas do dia anterior de forma a garantir a
reprodutibilidade.

Ja a AEQ realiza-se mensalmente com a analise das amostras fornecidas pelos Laboratorios

Randox no ambito do programa RIQAS de Hematologia.
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6. Caso clinico

Um Homem de 72 anos deslocou-se ao LSM para realizar andlises. Nos ultimos anos ¢
percetivel nos seus boletins de resultados presenga de macrocitose sem anemia e com RDW

normal, sem alteragoes do valor de acido folico e vitamina BI12 (Tabela 3).

Tabela 3 - Histérico dos valores de VGM, HGB e RDW dos tltimos anos — caso clinico.

Data | VGM (fl); HGB (g/dl); RDW (%)
712016 105,2; 15,0; 12,02
112017 99,9; 13,6; 13,23
112019 99,15 17,0; 11,55
10/2019 98,15 16,6; 11,31
412021 100,8; 16,9; 11,33

Em 2023 regressa e os resultados do hemograma foram os seguintes (Tabela 4):

Tabela 4 - Hemograma obtido em 2023 - caso clinico.

Hemograma | Resultados/Unidades IR
RBC 2,19 x 10/l 4,31 - 6,40
HGB 92¢g/dl | | 136-180
HTC 262% | | 398-520
MCV 11987 T | 80,0-97,0
MCH 420pg T | 260-340

MCHC 35,0 g/dl 32,0 - 36,0
RDW 205% T | 11,5-150

A férmula leucocitaria nao apresentava alteragoes.

No estudo da morfologia do sangue periférico por MO observou-se acentuada anisocitose
com acentuada macrocitose. Os eritrocitos revelavam moderada policromatofilia e viu-se
ainda um eritroblasto ortocromatico por 100 leucécitos.

Foi também realizado o Coombs direto e indireto, ambos positivos.

Outros parametros que revelaram alteragoes foram os niveis de acido Urico aumentados
(8,1 mg/dl; 3,7-7,7), uma ligeira elevagao do potassio no ionograma (5,5 mmol/l; 3,5-5,0) e
aumento consideravel de LDH (505 U/l; 125-220). A bilirrubina total apresentava-se elevada
(3,7 mg/dl; 0,2-1,2), sem se verificar alteragao significativa na bilirrubina direta (0,6 mg/dl; <
0,5). O funcionamento da tiroide foi avaliado pela TSH e T4 livre que se apresentaram dentro
do IR, tal como os parimetros hepéticos: GGT, AST e ALT. E de referir também que o soro

tinha uma aparéncia ictérica.
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Quanto aos anticorpos de auto-imunidade foram pesquisados: Ac anti-mitocondria (AMA),
Ac anti-musculo liso (ASMA), Ac anti-citoplasma neutrofilos IgG (ANCA) e Ac anti-LKM todos
negativos.

Dias apds esta vinda, foi requerido pelo médico repeticao das analises as quais foram
acrescentados alguns parametros. A VS revelou-se alta (84 mm/h; < 20) e nao foi possivel fazer
a contagem de reticul6citos devido a presenga de interferéncias. O estudo do metabolismo
do ferro nao tinha alteragoes, ja os niveis de haptoglobina estavam diminuidos (< 10 mg/dl;

30-100) e a PCR alta (9,7 mg/L; < 5,0). A pesquisa de Ag p24 e Ac HIV1/2 foi negativa.

Discussao

Em termos hematoldgicos, a macrocitose que se vinha a verificar nao conferia critério para
o estudo da morfologia por MO, pelo que é desconhecida a existéncia ou nao de
caracteristicas megaloblasticas, o que poderia orientar para a causa. O VGM elevado pode ser
uma consequéncia de varias situagoes como: o consumo de alcool, deficiéncia de vitamina B12
ou acido folico, efeitos secundarios de medicamentos, doenga hepatica ou hipotiroidismo. O
consumo de alcool é das causas mais comuns de macrocitose na populagao, contudo um
marcador sensivel aos habitos alcodlicos é também a GGT (Kaferle, J. et. al., 2009) pardametro
que o utente sempre manteve dentro dos valores de referéncia. Tendo em conta os resultados
nao se verifica hipotiroidismo nem aparente lesao hepatica, por este motivo nao é possivel
indicar uma causa especifica para o aumento do VGM. Apesar de nao ser conhecido o estimulo
que gera esta resposta, em 2017 a queda de HGB podia ja ter sido uma crise hemolitica. Ao
longo dos anos podem ter ocorrido outros episodios que nao foram acompanhados.

Apesar de anteriormente ja existir macrocitose, dois parametros que revelaram alteragoes
foi o RDW e a HGB. A acentuada anisocitose descrita pode significar a presenga aumentada
de reticuldcitos por resposta da medula a anemia, que antes nao existira. Outros achados que
corroboram com esta hipotese é a moderada policromatofilia observada ao MO e o
eritroblasto ortocromatico no sangue periférico, estas sao caracteristicas da presenca de
eritrocitos imaturos o que ocorre em anemias regenerativas.

O teste de Coombs direto e indireto confirmam a ocorréncia de uma anemia hemolitica
autoimune. Os marcadores serologicos negativos pedidos pelo clinico permitiram excluir a
possibilidade de outras patologias como a cirrose biliar primaria (AMA, ASMA), vasculites
autoimunes (ANCA) e hepatite autoimune (Ac anti-LKM). Uma vez que a anemia hemolitica
autoimune pode surgir como complicagoes secundarias de infe¢oes, por exemplo HIV (Saif,

M. W, 2001), foi realizado o despiste que nao provou ser a causa.
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Nos resultados bioquimicos sao percetiveis as consequéncias do processo hemolitico que
estava a decorrer. O aumento do acido Urico pode se dever aos processos catabdlicos
resultantes da libertacio do conteldo celular, porém estudos demonstram que se podera
também tratar de um mecanismo de defesa do organismo a doengas autoimunes. (El Ridi, R.
et. al, 2017) O K" e LDH s3o maioritariamente intracelulares pelo que o seu aumento no
plasma também é esperado com a hemolise.

Os resultados da bilirrubina aumentados explicam o aspeto ictérico do soro, e permitem
concluir que o aumento da bilirrubina total nao advém da bilirrubina direta, pelo que essa
elevagcao dos valores nao se deve a alteragoes no processo de conjugagao que ocorre no
figado, mas sim ao aumento da bilirrubina indireta, neste caso esse aumento resulta da elevada
libertagao dos grupos heme com a lise dos eritrocitos. Também os niveis de haptoglobina
correspondem ao esperado uma vez que esta proteina forma complexos com a hemoglobina
livre circulante, diminuindo assim a sua concentracgao livre no soro. Os valores da VS e PCR
elevados, ambos indicadores de processos inflamatorios, refletem o estado de stresse do
organismo.

Confirmada a anemia hemolitica autoimune, o proximo passo seria aprofundar qual a causa
e investigar que tipo de Ac’s estao envolvidos, de modo a instituir a terapéutica mais adequada.
(Jager, U. et. al., 2020) As ultimas informagoes clinicas do utente foram que se esta a investigar
a etiologia da anemia hemolitica autoimune diagnosticada.

Deste caso clinico salienta-se a importancia de compreender o significado de cada
parametro e a respetiva metodologia, a fim de perceber que tipo de limitagoes causam
interferéncias de forma a ser possivel contorna-las. Com a andlise dos varios resultados e
diagnostico de anemia hemolitica autoimune é do conhecimento que existirao Ac’s associados
as membranas dos eritrocitos da amostra, motivo que provavelmente inviabilizou a contagem
de reticuldcitos por citometria de fluxo, porém para visualizar os reticulocitos € possivel
realizar a coloragao com azul de metileno que permite a observagao destas células ao
microscopio.

Este caso é também um exemplo da utilidade dos laboratorios de ambulatério a direcionar
os utentes para as areas especificas, neste caso Hematologia Clinica, ja com uma orientagao

de diagnostico.

47



7. Microbiologia

7.1.Equipamentos e Analises

Na drea da microbiologia executam-se culturas de varios tipos de amostras como: urina,
expetoragdo, pus, fezes, esperma, exsudato vaginal, uretral, orofaringeo e nasal para
diagnosticar infe¢oes causadas por microrganismos.

A colheita e tratamento destas amostras tem especial influéncia na interpretagao clinica
dos resultados uma vez que é essencial garantir que nao ha contaminagao com flora microbiana
da pele nem contaminagao externa, assim como assegurar, no caso de expetorac¢ao, que se
trata de uma colheita do trato respiratorio inferior. E importante saber valorizar o
crescimento bacteriano e os microrganismos a pesquisar em cada amostra como agentes
patogénicos.

No LSM as andlises que envolvem identificagdo de microrganismos e antibiogramas sao
inoculadas em meios de cultura apropriados, que dependem da natureza da amostra. Apés o
isolamento de colonias puras, através da sua observagao, faz-se a quantificagao e uma
identificagcao presuntiva no caso do meio o permitir por ser cromogéneo, por coloragao de
Gram ou provas como a oxidase e indol. A identificagao definitiva e respetivo antibiograma é
efetuada no equipamento VITEK 2 Compact (bioMérieux®). No boletim de resultados sao
emitidas as listas de antibioticos sensiveis, resistentes e sensiveis com aumento da exposigao,
também é referida a presenga de B-lactamases, caso se verifique.

O MO é importante nesta area, nao sé para esclarecer a morfologia (coco, bacilo e
cocobacilo) e modo de coloragao pelo Gram (positivo e negativo) da bactéria constituinte da
coldnia isolada. Como também na coloragao de Gram e Ziehl-Neelsen das amostras para
avaliar o tipo de flora existente (pode ser indicativo de vaginose por Gardnerella).

E também neste setor que se realizam os espermogramas cuja analise envolve avaliagio de
varios parametros como a coagulagao, liquefagao, viscosidade, mobilidade, morfologia e
também contagem em camara de Neubauer.

Também pertencem a esta area as analises da parasitologia onde se fazem exames a fresco
para pesquisa de ovos e cistos nas fezes e mais raramente pesquisa de parasitas no sangue
periférico (por exemplo Plasmodio e Microfilaria).

O tempo de estagio na microbiologia foi extremamente enriquecedor, nao sé para aplicar
todos os conhecimentos ganhos durante o mestrado, como também pela forte componente

pratica que é exigida.
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71.2.AEQ e CQI

Nesta drea € crucial garantir que nao ha contaminagées da amostra ou dos meios que
interfiram nos resultados, para garantir esta qualidade seguem-se varios procedimentos de
CQl.

Sao realizados diversos controlos internos para garantir a esterilidade dos ensaios.
Semanalmente cultiva-se a solugdo salina (usada nas identificagbes bioquimicas e
antibiogramas) em meio de chocolate para garantir que nao ha crescimento bacteriano por
contaminagao da solugao. Trimestralmente avaliam-se as condi¢oes da camara de fluxo laminar
colocando uma placa aberta na camara por 30 minutos e aferir apds incubagao se ha
crescimento. Também os proprios meios de cultura sao controlados a cada abertura de caixa,
incubando uma placa nas mesmas condi¢oes das placas cultivadas com amostras. Outro
controlo ¢é realizado aquando da inoculagao das cartas Vitek a partir do meio de suspensao,
para garantir que se esta perante uma cultura pura. Para além destes procedimentos de
garantia de esterilidade, mensalmente avaliam-se duas estirpes da Colecao Americana de
Culturas Tipo (ATCC®) abrangendo todos os grupos de patogénicos mais comuns, onde se
procura que os resultados coincidam com o esperado, tanto a nivel de identificagio quanto
de antibiograma.

Por sua vez, a AEQ é realizada cerca de duas vezes por ano com amostras fornecidas pelo
Instituto Nacional de Saide Doutor Ricardo Jorge (INSA) de acordo com o calendario do

Programa Nacional de AEQ em Bacteriologia geral.
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8. Serologia

8.1.Equipamentos e Analises

No LSM este setor é o responsavel pelo estudo da autoimunidade, alergologia, serologia
infeciosa e alguns outros ensaios isolados.

Esta area esta provida do equipamento para alergia e autoimunidade Phadia 200 (Thermo
Fisher® Scientific Inc.). O método analitico utilizado é o fluoroenzimoimunoensaio (FEIA) que
se baseia na ligagao especifica entre antigénios e anticorpos marcados com fluorescéncia. Este
equipamento é usado para executar ensaios de detecao e quantificagao de IgE’s especificas e
alguns painéis de alergénios importantes para diagnosticar rea¢oes de hipersensibilidade. No
que diz respeito a investigacao de doengas autoimunes é feita a detegao qualitativa de Ac’s IgG
anti-nucleares (ANA), que sao Ac’s direcionados a componentes dos nucleos celulares
responsaveis por varias patologias como Lupus, Esclerose Progressiva Sistémica e Artrite
Reumatoide.

Os anticorpos/antigénios a agentes infeciosos pesquisados nesta area sao o Ag do
Helicobacter pylori, Ag/Ac ao Treponema pallidum (Sifilis) e anticorpos de resposta ao Sars-Cov-
2. A sifilis € uma doenga sexualmente transmissivel causada pela bactéria Treponema pallidum
que é comummente estudada inicialmente pela VDRL (Venereal Disease Research Laboratory),
onde se pesquisam Ac’s produzidos pelo organismo em resposta a infegao. Em menor nimero,
sao por vezes requisitados testes confirmatorios como o Teste de Hemaglutinagao para
Treponema pallidum (TPHA) onde se procura a presenga de Ac’s especificos no soro.

Outra das analises sobre a qual aprofundei o meu conhecimento foi a PSOF (Pesquisa de
Sangue Oculto nas Fezes) que permite o rastreio de neoplasias do aparelho digestivo e cuja
relevancia clinica dos resultados depende das indicagoes claras de colheita fornecidas por parte
dos técnicos e recolha apropriada por parte dos utentes. Este ensaio, tal como o da detegao
do Ag do virus Sars-Cov-2, a pesquisa do Ag Helicobacter pylori nas fezes e o Teste Imunoldgico
para Gravidez (TIG), utilizam um método de reagao Ag-Ac em fase solida revelada por
mudanca de cor.

A drea da serologia tem uma componente pratica que me permitiu aprofundar
conhecimentos e aplicar as boas praticas laboratoriais. Retiro também deste tempo de estagio
uma maior compreensao da utilidade e importancia dos testes rapidos (POCT) num
laboratério de rotina, uma vez que permitem fornecer resultados imediatos e num curto

espaco de tempo com uso a recursos limitados e com uma boa sensibilidade e especificidade.
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8.2.AEQ e CQI

Na drea da serologia alguns dos testes realizados ja tém uma componente de controlo
associado, como é o caso dos métodos de testes rapidos por imunocromatografia.

A nivel de CQI, com controlos comercializados, é realizado nos testes de VDRL e TPHA
aquando da abertura da caixa. Nos testes de TPHA, autoimunidade e alergologia é executado
em todos os ensaios.

O:s testes de Alergologia fazem parte do programa de AEQ SKML fornecido pelo INSA no

qual se realizam 4 ensaios por ano com 3 amostras.
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9. Conclusao

As Andlises Clinicas sao uma drea do saber que requer conhecimentos solidos e
multidisciplinares de forma a assegurar, com competéncia, que sao prestados os melhores
servigcos de saude.

O estagio foi uma experiéncia que considero imprescindivel para uma formagao o mais
completa possivel. A proximidade com a rotina laboratorial e a convivéncia com os utentes e
todo o processo desde a obtengao da amostra até a validagao dos resultados expandiu os
meus horizontes em relagao a todas as responsabilidades, requisitos e boas praticas que estao
inevitavelmente associadas a resultados laboratoriais com qualidade. Toda a equipa e estrutura
do LSM permitiram-me conhecer e evoluir em todos os setores. Um bom funcionamento do
laboratério necessita de uma harmonia, para além das areas técnicas de bioquimica,
hematologia, microbiologia e serologia, com o setor geral técnico, setor do S.G.Q e setor das
colheitas e atendimento. Existem conhecimentos que sé podem ser adquiridos por meio da
pratica, e a oportunidade de estar num ambiente com profissionais da area da saude permitiu
uma partilha enriquecedora e proporcionou-me uma constante evolugao. Valorizo toda a
experiéncia que adquiri na area das colheitas e a oportunidade de contactar de perto com os
diversos setores técnicos, podendo envolver-me na realizagao das analises.

Ao longo dos ultimos anos a tecnologia tem substituido o trabalho humano um pouco por
todo o lado. O mesmo se passa nas Analises Clinicas com a automatizagao dos ensaios, porém
€ importante continuar a formar pessoas competentes para saber interpretar e perceber em
que consiste o parametro, identificar possiveis erros e tomar decisdes fundamentadas
consoante o resultado, pelo que é importante a existéncia deste Mestrado.

Diante do relatoério escrito penso que me € possivel afirmar que cumpri os objetivos do
estagio, do qual fiz um bom aproveitamento. Nao me restam duvidas de que se trata de uma
area na qual o conhecimento esta sempre em evolugao, que exige trabalho, atengao e

dedicagao, pois so6 assim faz sentido exercer esta profissao.
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