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Resumo

O Mestrado em Anadlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra culmina com a realizagao de um estagio curricular, de indole profissional, cujos
objetivos consistem na aquisicao de formagao, na sedimentagio e aplicagao dos

conhecimentos adquiridos ao longo do mestrado em contexto real de trabalho.

O estagio curricular decorreu no Servigo de Patologia Clinica (SPC) do Hospital Sousa
Martins, inserido na Unidade Local de Saude (ULS) da Guarda. Apos uma breve descricao
desta instituicao de acolhimento e do seu funcionamento, o presente relatorio de estagio

pretende descrever as atividades desenvolvidas durante o estagio no SPC da ULS da Guarda.

O estagio englobou as quatro principais areas de diagnostico clinico-laboratorial —
Hematologia, Bioquimica, Microbiologia e Imunologia -, onde tive a oportunidade de trabalhar
e colocar em pratica, consolidar, desenvolver e aprofundar os conhecimentos adquiridos
durante a frequéncia do mestrado. Contudo, sao abordadas de forma mais breve as areas de
Microbiologia e de Imunologia e descritos de forma mais aprofundada os parametros analiticos
mais frequentemente determinados nas areas de Hematologia e de Bioquimica, bem como

metodologias e equipamentos utilizados.

Serao ainda descritos dois casos clinicos, que evidenciam nao sé o papel fundamental
do laboratério bem como a necessidade de relacionar os resultados das varias areas que o

constituem para a obtencao de um diagnostico.

Palavras-chave: Anilises Clinicas, Bioquimica, Diagnostico, Hematologia, SPC da ULS da

Guarda.
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Abstract

The Master’s Degree in Clinical Analysis from the University of Coimbra culminates
with a curricular internship, of professional nature, with the objectives of acquiring training,
strengthening and applying the knowledge acquired throughout the master’s course in a real

workplace environment.

The curricular internship was at the Clinical Pathology Service (CPS) of the Sousa
Martins Hospital, a part of the Guarda Local Health Unit (LHU). After a brief description of
this host institution and its operation, the present internship report is intended to describe

the activities developed during the internship at the CPS of the Guarda LHU.

The internship encompassed the four main areas of clinical and laboratory diagnosis -
Hematology, Biochemistry, Microbiology and Immunology - where | had the opportunity of
working and putting into practice, consolidating, developing and deepening the knowledge
acquired during the attendance of the master’s course. Nonetheless, the areas of Microbiology
and Immunology are approached in a briefer way, whereas the most frequently determined
parameters, as well as the used methodologies and equipments of the areas of Hematology

and Biochemistry are described in a much deeper way.

Furthermore, two clinical/study cases will be described which emphasize not only the
fundamental role of the laboratory but also the need to relate the results of the various areas

of which it is constituted, in order to obtain a diagnosis.

Keywords: Clinical Analysis, Biochemistry, Diagnosis, Hematology, CPS of the Guarda LHU.
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l. Introducao

O Mestrado em Andlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra proporciona uma formagao especializada nas varias areas de diagnostico clinico-
laboratorial e permite, através de um estagio curricular em contexto real de trabalho, aplicar
e consolidar os conhecimentos adquiridos bem como sedimentar e adquirir novas
competéncias. O culminar do mestrado com a realizagao deste estagio de carater profissional

prepara-nos para integrar a rotina de um laboratorio.

O Hospital Sousa Martins foi criado em 1907 como sanatério para o tratamento da
tuberculose. Com o decorrer dos tempos e com a descoberta dos antibidticos, a incidéncia
da tuberculose foi diminuindo e deixou de ser um problema sério para a satde publica. Assim
sendo, a existéncia do sanatoério deixou de ser pertinente e passou a funcionar como hospital
distrital nas ultimas décadas. Em 2008 foi constituida a ULS da Guarda tendo como atividade
principal a prestagao de cuidados de salde primarios, diferenciados e continuados a populagao.
Para além do Hospital Sousa Martins, esta nova estrutura integra o Hospital Nossa Senhora
de Assungao, em Seia, e todos os Centros de Saude do distrito a exce¢ao do de Aguiar da
Beira. Desta forma, o SPC da ULS da Guarda recebe amostras provenientes de centros de

saude, de outro hospital, das consultas externas, do internamento e das urgéncias.

O SPC da ULS da Guarda, sob a responsabilidade da Dra. Fatima Vale, encontra-se em
processo de acreditagao. Esta organizado em cinco setores, Bioquimica, Hematologia,
Microbiologia, Imunologia e Biologia Molecular. Os setores de Hematologia e Bioquimica
encontram-se organizados hum conceito open space, permitindo a colaboragao e entreajuda

dos varios técnicos destes setores.

O presente relatério de estagio descreve o meu tempo de estagio realizado no SPC
da ULS da Guarda, onde tive a oportunidade de passar e trabalhar em todas as areas analiticas
do laboratoério ja mencionadas, contando com o apoio de todos os elementos do SPC da ULS
da Guarda. Contudo, as areas de Hematologia e Bioquimica sao abordadas de uma forma mais

profunda que as areas de Microbiologia e Imunologia.






2. Hematologia

A Hematologia ¢é a area laboratorial que se dedica ao estudo dos elementos figurados
(eritrocitos, leucocitos e plaquetas) e nao figurados (plasma) do sangue. A analise dos
elementos figurados permite identificar alteragoes qualitativas e quantitativas que contribuem
para o diagnéstico de doengas hematologicas, de alteragoes na hematopoiese e nos 6rgaos
hematopoiéticos, como medula 6ssea, ganglios linfaticos e bago. Por sua vez, a andlise do

plasma permite avaliar distirbios na hemostase e no processo de coagulagao.

No SPC da ULS da Guarda, sao avaliados parametros do hemograma, da coagulagao,
velocidade de sedimentagao (VS), a hemoglobina glicada (HbAIc) e outros parametros que
contribuem para o diagnéstico de hemoglobinopatias. Todos estes sao sujeitos a um controlo
de qualidade interno diario, utilizando controlos para o parametro em causa. Posteriormente,
os resultados sao analisados com a respetiva carta de Levey-Jennings e validados antes da

analise das amostras diarias.

2.1. Hemograma

O hemograma permite avaliar de forma quantitativa e qualitativa os trés principais
componentes do sangue periférico, podendo ser dividido em trés partes de acordo com as
trés linhagens de células sanguineas: eritrograma, leucograma e trombocitograma
correspondentes as células vermelhas, as células brancas e as plaquetas, respetivamente. Desta

forma, o hemograma constitui a base de qualquer avaliagdo hematoldgica.

A amostra utilizada no hemograma é o sangue total, sendo utilizado na colheita um
tubo que contém o anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) tripotassico
(3K). O EDTA inibe a coagulagao e a agregagao plaquetaria apos a colheita ao estabelecer uma
forte ligagio com o calcio presente no plasma, um ido essencial & coagulagio. (1) E um
anticoagulante que, na propor¢ao adequada com a amostra, permite manter morfologia e
melhorar a observagao das células sanguineas. O hemograma é obtido com base no tamanho

e na morfologia das células, pelo que o EDTA é o anticoagulante de eleigao a ser usado. (2)

No SPC da ULS da Guarda, o hemograma é obtido através de um processo
automatizado, realizado no equipamento Sysmex XE-5000. O Sysmex é um analisador
hematolégico automatico e diferencial que contabiliza e distingue os diversos tipos de células
no sangue total, incluindo as células mais imaturas como os blastos, e também em liquidos

biologicos, como liquido cefalorraquidiano (LCR). (1)



2.1.1. Série Eritrocitaria
Eritrograma

O eritrograma é a componente do hemograma cujos parametros permitem avaliar de
forma quantitativa e qualitativa as células da série eritrocitaria/vermelha, os eritrocitos. Estes
sao produzidos na medula 6ssea a partir de um percursor mieldide por um processo designado
de eritropoiese e circulam em média 120 dias. Para que este processo ocorra sao necessarios
alguns fatores, entre eles a eritropoietina, uma hormona que controla o processo e cuja sintese
ocorre essencialmente no rim em resposta a hipoxia, o ferro, o acido folico e a vitamina BI2.

A deficiéncia nestes nutrientes pode desencadear anemias graves. (3)

O eritrograma engloba a contagem dos eritrocitos, a concentracao da hemoglobina
(Hb), o hematécrito (Ht), o volume corpuscular médio (VCM), a hemoglobina corpuscular
média (HCM), a concentragao de hemoglobina corpuscular média (CHCM), o indice de
distribuicao eritrocitaria e a contagem de reticulocitos (RET). A andlise destes parametros
permite classificar os eritrocitos com base nas variagoes de volume e cor e avaliar a presenga

de células imaturas, auxiliando no diagnostico de patologias, tais como anemia. (3)

* Eritrocitos
Os eritrécitos sao as células que existem em maior quantidade no sangue, sendo
contabilizados num individuo adulto cerca de 3,9-6,5 x (10'?) eritrécitos/L, atendendo a que
os seus valores de referéncia variam com a idade e o sexo. A Hb é uma molécula que faz parte
do conteldo intracelular dos eritrocitos e que Ihes confere a fungao de transporte do oxigénio

(O,) e didxido de carbono (CO,) entre os tecidos e os pulmoes. (3)

Os eritrécitos sao células anucleadas que apresentam uma forma de disco biconcavo
com um didmetro de 8 pm e uma membrana flexivel. Estas carateristicas permitem que os
eritrocitos passem repetidamente pela microcirculagao, cujo diametro minimo é de 3,5 um,
mantenham a Hb no estado reduzido (ferroso) para ligar o O, e mantenham o equilibrio
osmotico apesar da alta concentracao de proteina na célula, principalmente Hb. Assim, durante
os cerca de 120 dias de vida util, os eritrocitos transportam a Hb pela vasculatura, permitindo

a realizagao de trocas gasosas bem-sucedidas. (3)

Este parametro é determinado diretamente pelo autoanalisador através de um método
de detegao por impedancia elétrica combinado com tecnologia de foco hidrodinamico, sendo

expresso em nimero de eritrocitos por unidade de volume de sangue (X 10'%/L). (3)



= Hemoglobina

A Hb é uma proteina especializada presente nos eritrocitos cuja principal fungao é
permitir trocas gasosas, ao transportar o O, para todos os tecidos e devolver o CO, dos
tecidos para os pulmées. E uma molécula globular formada por dois componentes essenciais:
o componente heme que corresponde a um anel de porfirina (protoporfirina IX) que tem
ligado no seu centro um atomo de ferro no estado ferroso (Fe*), ao qual o O, e CO, se ligam;
acresce ainda a componente globina que corresponde a cadeias polipeptidicas. Deste modo,
uma molécula de hemoglobina é constituida por dois pares de cadeias polipeptidicas, ou seja,
por 4 subunidades, sendo cada uma composta por uma cadeia polipeptidica ligada a um grupo
heme. Um individuo ao longo do seu desenvolvimento sintetiza diferentes tipos de cadeias
polipeptidicas, cada uma com o seu grupo heme, dando origem a diferentes tipos de
hemoglobina. No sangue normal de um adulto existem 3 tipos de hemoglobina, a Hb A (a,f,)
que contém duas cadeias a e duas cadeias B, a Hb A, (a,6,) que contém duas cadeias a e duas
cadeias 6 e a Hb F ou fetal (a,y,) que contém duas cadeias a e duas cadeias y. A Hb A é a
hemoglobina dominante apos os 6-12 meses de idade, representando 96 a 98% da Hb total

num adulto. (3)

A determinagao da Hb é utilizada no diagnodstico de anemia, quando os valores se
encontram baixos, e como indicador de Policitemia Vera, quando se encontram elevados. Os
valores de referéncia para a concentragao da Hb dependem da idade e do sexo do individuo
em causa. (3) No geral este parametro varia entre 12-17, sendo expresso em g/dL. (2) Este
parametro é determinado diretamente pelo autoanalisador através do método Laurilsulfato

de Sodio (SLS)-hemoglobina, que utiliza espetrofotometria para quantificar a Hb. (1)

= Hematocrito

O Ht corresponde a proporg¢ao do volume que os eritrécitos ocupam no total da
amostra, sendo expresso em valor percentual ou em Litro/Litro. Este parametro é
determinado pelo autoanalisador através de um método de detegao por impedancia elétrica

combinado com focagem hidrodinamica. (1)

O valor do Ht pode ser influenciado pelo tamanho e nimero dos eritrécitos. (1) Um
valor baixo de Ht pode estar associado a uma diminuicao no niumero de eritrocitos devido a
hemolise, hemorragia ou a uma eritropoiese ineficaz, uma vez que pode resultar numa menor

producao de eritrécitos e num volume celular menor. Um valor elevado de Ht pode ocorrer



devido um aumento de eritrocitos (eritrocitose) ou a uma diminuicao do volume de plasma.

(2)

* Volume Corpuscular Médio

O VCM corresponde ao volume médio dos eritrécitos, sendo expresso em fentolitros
(fL). Este parametro é determinado diretamente pelo autoanalisador por calculo através do
quociente entre o volume ocupado pelos eritrocitos (Ht) e o numero total de eritrocitos

(Ert), multiplicado por 10, através da seguinte formula:

Ht
VCM = — %10
Ert

O intervalo de referéncia é 80-100 fL. (1) A nivel pratico, as varias formas de anemia
podem ser classificadas de acordo com o valor deste parametro em microcitica (VCM
diminuido), normocitica (VCM normal) ou macrocitica (VCM aumentado), permitindo

distinguir potenciais etiologias da anemia.

* Hemoglobina Corpuscular Média e Concentracaio de Hemoglobina
Corpuscular Média

A HCM corresponde a hemoglobina média existente em cada eritrocito, sendo
expressa em picogramas (pg). Este parametro resulta do quociente entre a hemoglobina (Hb)

e o numero total de eritrécitos (Ert), multiplicado por 10, através da seguinte formula:

Hb (g/dL) = 10
Ert

HCM =
O intervalo de referéncia é 26-32 pg, para um adulto. (2)

Um outro parametro que relaciona a Hb nos eritrocitos é a CHCM, que representa a
concentragao média de hemoglobina em cada eritrécito, com intervalo de referéncia de 32-
36 g/dL. Os eritrocitos podem ser definidos como normocrémicos (HCM normal) e
hipocrémicos (HCM diminuido). A hipocromia ocorre associada a situagoes de talassémias e

de deficiéncia na eritropoiese devido a défice de ferro. (1) (2)



* Distribuicio do Diametro dos Eritrécitos
A Distribuicao do Didametro dos Eritrécitos (RDW- Red Cell Distribution Width) indica
a amplitude de distribuicao do volume dos eritrocitos, ou seja, representa em percentagem o
indice de anisocitose eritrocitaria, heterogeneidade do tamanho dos eritrocitos. O seu valor
€ expresso em percentagem e obtido pelo autoanalisador através da base da curva de

distribuicio do tamanho dos eritrocitos obtida, sendo o seu intervalo de referéncia de |1,9-

14,5%. (1)

Uma alteragcio do RDW reflete uma profunda desregulagao na hemostase dos
eritrocitos, envolvendo distlrbios tanto na eritropoiese como na normal sobrevivéncia dos
eritrocitos. A observacao de um valor de RDWY abaixo do intervalo de referéncia convencional
nao é frequente e clinicamente é de dificil interpretagao, enquanto um valor de RDW
aumentado reflete a presenca de anisocitose, que pode ser atribuida a presenca de eritrécitos

microciticos ou macrociticos ou, ainda, a mistura de ambos. (4)

Como regra geral, anemias causadas por deficiéncias nutricionais (como ferro, folato
ou vitamina Bl2) tendem a estar associadas a maior grau de anisocitose do que aquelas
causadas por defeitos genéticos ou disturbios primarios da medula éssea. A combinagao do
VCM e RDW permite uma classificagao adicional das anemias uma vez que, embora nao seja
exato, um VCM baixo com um RDW alto sugere deficiéncia de ferro, enquanto um VCM e

RDWV altos sugerem deficiéncia de folato e/ou vitamina BI2. (4)

= Reticulécitos

Os RET e os eritroblastos sio parametros que também podem ser avaliados no
hemograma. Os RET correspondem a forma imatura dos eritrocitos que sao libertados da
medula &ssea para o sangue periférico, existindo em ambos os locais. Estes diferem dos
eritrocitos, porque contém restos de acido ribonucléico ribossémico (rARN) que estavam
presentes em grandes quantidades no citoplasma dos precursores nucleados dos quais
derivam, os eritroblastos. Os ribossomas residuais aparecem como pequenos pontos azuis,
uma vez que possuem a propriedade de reagir com certos corantes basicos, como o azul
brilhante de Cresil. (2) Apos se formarem na medula 6ssea, os reticulocitos sao libertados
para o sangue periférico onde circulam e perdem o seu acido ribonucléico (ARN)
transformando-se em eritrocitos maduros. Deste modo, a sua contagem no sangue periférico

€ um indicador da capacidade da medula 6ssea responder a diminuicao de eritrocitos com a



producao de novos, pelo que é importante a sua avaliagao nas anemias. (1) Os valores de

referéncia para este parimetro sio de 0,5-2,5% ou de 50-100x10°/L. (2)

Em situagoes de anemias, uma resposta normal consiste no aumento da sintese de
eritropoietina de modo a estimular a sintese de eritrocitos na medula, levando por sua vez a
um aumento dos reticulocitos no sangue periférico, uma vez que sao as células imaturas
imediatamente anteriores aos eritrocitos que sao libertadas para a circulagao. No entanto,
situagoes de anemia em que nao se verifica um aumento deste parametro sao sugestivas de
uma diminuicao da capacidade da medula &ssea responder e aumentar a produgao dos

eritrocitos ou de uma falha na produgao e/ou estimulagao por parte da eritropoietina. (I, 3)

Este parametro é determinado pelo autoanalisador por citometria de fluxo, através da
emissao de fluorescéncia de corantes que se ligam seletivamente ao ARN. Esta emissao
depende do grau de maturagao dos reticuldcitos, ou seja, da quantidade de ARN que possuem.
Assim, quanto mais imaturo é o reticulécito, maior é a quantidade de ARN e maior ¢é a
fluorescéncia emitida. Desta forma, o autoanalisador diferencia-os em reticulocitos de baixa

(mais maturos), média e alta (mais imaturos) fluorescéncia. (1)

Alteracoes quantitativas

Os parametros do eritrograma podem encontrar-se alterados em distintas patologias,
sendo as anemias uma delas. Por definigao, existe uma situagao de anemia quando os valores
de Hb se encontram abaixo do valor minimo do intervalo de referéncia, sendo este 12 g/dL
nas mulheres e |3 g/dL nos homens. Esta diminuicao pode ser ou nao acompanhada pela
diminuicao da contagem de eritrocitos.

As alteragoes nos valores de VCM e da HCM permitem fornecer informagoes sobre o
tipo e causas de anemia. Assim, um VCM e uma HCM abaixo dos respetivos valores minimos
dos intervalos de referéncia classifica a anemia como microcitica e hipocromica e pode ser
observada em casos de diminui¢ao de ferro (sideropenia) por deficiéncia ou sequestro (anemia
da inflamagao ou de doenga croénica), talassémia, anemia sideroblastica (defeito na sintese do
heme) ou em intoxicagao por chumbo. Um VCM e uma HCM dentro dos respetivos intervalos
de referéncia classificam a anemia como normocitica e normocrémica, podendo ser observada
em casos de anemias hemoliticas, em alguns casos de anemia da doenga cronica, insuficiéncia
renal, apos perda aguda de sangue e insuficiéncia da medula o6ssea, por exemplo, apos
quimioterapia. Um VCM acima do valor maximo do intervalo de referéncia classifica a anemia

como macrocitica e pode ser observada em casos de anemia megaloblastica, causada por



deficiéncia em vitamina B12 ou acido félico, e em casos de anemia nao megaloblastica, causada
por alcool, doenga hepatica, mielodisplasia e anemia aplastica. (3, 5)

Durante a andlise das anemias, € importante avaliar a contagem de reticulocitos bem
como o numero de reticulocitos imaturos (IRF - immature reticulocyte fraction). Isto porque a
contagem de RET e a IRF sido indicadores da atividade eritropoiética da medula ossea e
auxiliam na distingao de anemias regenerativas (RET aumentados) e hiporregenerativas (RET
diminuidos) e porque a IRF pode ser considerada um indice sensivel e precoce da eritropoiese.

As anemias hemoliticas adquiridas ou por perda de sangue sao caraterizadas pelo
aumento da eritropoiese, pelo que a estes tipos de anemias encontra-se associado um
aumento na contagem de RET e de IRF. Nas anemias que se devem a uma redugao na atividade
medular, como ocorre nos casos de doenga renal cronica onde a sintese de eritropoietina se
encontra comprometida, verifica-se uma diminuigao na contagem de RET e de IRF. Uma
aplicagao também particularmente util destes parametros € permitir, durante os casos de
reticulocitopenia, identificar precocemente a regeneragao medular em pacientes submetidos
a transplante de medula 6ssea ou quimioterapia. Particularmente, na monitorizagio de
tratamentos de anemias nutricionais e do sucesso dos transplantes de medula 6ssea, um
aumento na fragao de IRF pode prever a eficacia do tratamento e o sucesso do transplante

antes mesmo do aumento da contagem de reticulocitos. (1)

Alteracoes qualitativas

O eritrograma relne informagoes importantes no diagnostico de disturbios ou
patologias que envolvam a série eritrocitaria, no entanto, os equipamentos automatizados nao
conseguem detetar e identificar varias alteragoes qualitativas nos eritrocitos que fornecem
informagoes adicionais e auxiliam a definir um diagndstico. Deste modo, a forma de avaliar a
presencga de alguns tipos de alterages qualitativas é através da observagao microscopica do
esfregaco de sangue periférico (ESP). Durante a observagao microscopica das células da série
eritrocitaria, pode ser avaliada a variagao de cor (anisocromia), de tamanho (anisocitose) e de
forma (poiquilocitose). Na avaliagio da anisocromia podem ser visualizados eritrocitos com
uma cor menos intensa, hipocrécimos (Figura |A), ja na avaliagao da anisocitose podem ser
visualizados eritrécitos com um tamanho menor ou maior que o normal, microciticos (Figura
IB) ou macrociticos (Figura |C), respetivamente. Os indices hematimétricos obtidos no
eritrograma devem ser comparados com as alteragoes observadas no ESP, de forma a

confirmar se os indices obtidos se encontram corretos.
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Figura | - Eritrocitos hipocrémicos (A), eritrécitos microciticos (B) e eritrécitos macrociticos (C). (6)

Na avaliagdo microscopica da poiquilositose, algumas das principais alteragoes
morfoldgicas que podem ser observadas incluem células em alvo, esferodcitos, drepandcitos e

draciocitos.

Células em alvo

Também denominadas Target Cells ou cododcitos, apresentam-se como células que possuem
um ponto central corado e uma borda periférica de citoplasma hemoglobinizado, sendo
separados por um citoplasma sem coloragao ou com coloragao mais leve devido a possuir
nessa zona menor concentracio de Hb (Figura 2A). Surgem devido a modificagoes do
conteudo em lipidos, mais especificamente a um aumento do colesterol e de fosfolipidos (PL).
Esta alteracao morfolégica encontra-se associada a situagoes de hemoglobinopatias,
talassemias, doenca hepatica obstrutiva, anemia por deficiéncia de ferro e pés-esplenectomia.

(1,2, 3)

Esferocitos

Correspondem a eritrécitos que perderam a forma de disco biconcavo e apresentam uma
forma esférica, mantendo um contorno regular e demonstrando maior fragilidade osmotica
(Figura 2B). Esta alteragao morfoldgica encontra-se associada a esferocitose hereditaria,
anemia hemolitica autoimune, reagoes transfusionais tardias, doenca hemolitica do recém-

nascido, queimaduras severas e sépsis. (1, 2, 3)



Drepanocitos

Correspondem a eritrécitos que apresentam uma forma semelhante a uma foice (Figura 2C).
Estas células aparecem na designada drepanocitose ou anemia falciforme, uma doenga
hematologica hereditaria caraterizada pela produgao anormal de Hb, Hb S. Os eritrocitos com
esta alteragao morfologica podem causar oclusao dos vasos sanguineos, impedindo o fluxo

sanguineos para os orgaos e tecidos. (I, 2, 3)

Draciocitos

Correspondem a eritrocitos que apresentam uma forma semelhante a uma gota ou lagrima
(Figura 2D). Esta alteragao morfologica encontra-se principalmente associada a mielofibrose e

hematopoiese extramedular. (I, 2, 3)

A . . B . C D
Figura 2 - Células em alvo (A), Esferocitos (B), Drepandcitos (C), Draciocitos (D). (7)

Para além da poiquilocitose, outros fenomenos a ter em atenc¢ao durante a observagao
microscopica de um ESP sao as inclusoes eritrocitarias que incluem o ponteado basofilo, os

corpos de Pappenheimer e os corpos de Heinz.

Ponteado basofilo

E formado por agregados ribossomais contendo ARN, na forma de particulas finas ou grossas,
distribuidos pelo citoplasma (Figura 2A). Encontram-se associados a talassemias,

hemoglobinopatias, envenenamento por chumbo e deficiéncia de pirimidina 5'nucleotidase. (1)



Corpos de Pappenheimer ou granulos sideroticos

Estes corpos sao granulos de ferro que se distribuem pelo citoplasma em menor nimero em
comparagao com o ponteado baséfilo. Quando se dispoem de forma a rodear a membrana
dos eritrocitos, sao designados de sideroblastos. Sao visiveis na coloragao de May-Griinwald-
Giemsa, mas a confirmagao de ferro nos granulos observados é realizada com a coloragao de
Perls que utiliza o azul da Prussia, especifico para o ferro (Figura 2B). Encontram-se associados
a pos-esplenectomia, a desordens no metabolismo do ferro, como a anemia sideroblastica

(presenca de sideroblastos), e a anemias hemoliticas de um modo geral. (1, 2, 3)

Corpos de Heinz

Estes corpos sao inclusdes Unicas ou multiplas encontradas em eritrécitos maturos,
geralmente ligadas a membrana do eritrécito, e correspondem a Hb oxidada desnaturada que
precipitou (Figura 2C). Encontram-se associados a Hb instavel, a algumas hemoglobinopatias
e algumas deficiéncias enzimaticas como de glicose-6-fosfato-desidrogenase, que causa stresse

oxidativo. Os corpos de Heinz apenas sao visualizados com a coloragao supravital. (2, 3)
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Figura 3 - Ponteado basofilo (A), Corpos de Pappenheimer (B), Corpos de Heinz (C). (7)
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Na observagao do ESP, também é possivel avaliar a presenca de roleaux eritrocitario e
aglutinagao eritrocitaria. Estes dois fenomenos podem ser facilmente confundidos, pelo que
deve ser realizada uma andlise atenta para os distinguir. O rouleaux € definido como o
empilhamento de eritrécitos na forma de pilhas de moedas na parte fina da extensio do
esfregaco (Figura 3A). A sua presenga esta associada a situagoes que geram hiperproteinemia,
como é o caso do Mieloma Multiplo e de estados inflamatoérios. A elevada quantidade de
proteinas causa uma diminuicao da forca de repulsao entre os eritrocitos o que facilita o
empilhamento e a formagao do rouleaux. A aglutinagao ¢ definida por agregados de eritrocitos

como resultado da presenga de um autoanticorpo frio, ou seja, autoanticorpos que podem
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atuar a qualquer temperatura abaixo de 37°C (Figura 3B). O anticorpo em questio é uma
Imunoglobulina (Ig) M e geralmente os agregados de eritrocitos sobrepoem-se. De modo a
reverter a aglutinagao eritrocitaria, é necessario incubar a amostra a 37°C, durante 30
minutos, e posteriormente reanalisa-la, de modo a se obterem resultados mais confidveis das

contagens de eritroécitos. (1)

| = N C
Q0 g0,
/ D &) ’
)_) ) c")l >
A _O9 o , B

Figura 4 - Rouleaux (A), Agregados de eritrécitos (B). (7)

2.1.2. Série leucocitaria
Leucograma

O leucograma é a parte do hemograma cujos parametros permitem avaliar de forma
quantitativa as células da série leucocitaria/branca, os leucocitos. Os leucocitos constituem
uma importante defesa do organismo contra infecoes e sao compostos pelos neutrofilos,
eosindfilos, baséfilos, monocitos, linfocitos T e B. Estas células sao produzidas a partir de
células percursoras mieloides (neutrdfilos, eosindfilos, basofilos, mondcitos) e linfoides
(linfocitos T e B) formadas na médula dssea, que se diferenciam em células poliformonucleares
(neutrofilos, basofilos e eosindfilos) e mononucleares (mondcitos e linfocitos). Os neutrofilos,
eosindfilos e basofilos constituem as designadas células granulociticas, uma vez que possuem

granulos no seu citoplasma. (3)

O elemento celular mais abundante a nivel dos leucécitos é o neutrdfilo, sendo
constituido por um nucleo segmentado com 3 a 5 lobulos ligados por uma fina banda de
cromatina e por um citoplasma abundante com granulagoes neutrofilas (Figura 5A). Os
granulos contém mieloperoxidase, hidrolases acidas, lactoferrina, lisozima e outras enzimas.
Os neutrofilos possuem um tempo de vida util no sangue de 6 a |10 horas e sao especializados

sobretudo na eliminagao de bactérias. (3)



Os eosindfilos sao semelhantes aos neutrofilos, sendo constituidos por um niicleo com
2 ou, no maximo, 3 lébulos ligados por uma banda de cromatina, e por um citoplasma
abundante com granulagdes eosinodfilas, um pouco mais grosseiras, caraterizadas pela cor
laranja (Figura 5B). Estas células desempenham um papel na imunidade local e no reparo
tecidular, uma vez que se encontram envolvidas no desencadear das respostas alérgicas com
a desgranulagao dos seus granulos com histamina, na defesa contra parasitas e na remogao da

fibrina formada durante a inflamagao. (3)

Os basofilos sao os elementos celulares menos abundantes a nivel dos leucocitos e sao
constituidos por um nlcleo com 3 lobulos e um citoplasma abundante com granulagoes
basofilas que contém heparina e histamina, sendo mais grosseiras e abundantes que as dos
neutrofilos e eosindfilos, que se sobrepoem ao nucleo e impedem muitas vezes a sua
visualizagao (Figura 5C). Estas células possuem locais de fixagao da Ig E que, ao estabelecer
ligagdo com o antigénio, desencadeia a sua desgranulagio com a libertagao de histamina,
encontrando-se envolvidas essencialmente em processos alérgicos. Os basdfilos sao células

circulantes e uma vez nos tecidos diferenciam-se em mastocitos. (3)

Os mondcitos sao as maiores células sanguineas, sendo constituidos por um nucleo
oval ou reniforme e por um citoplasma abundante cinzento-azulado com granulagoes finas e
azurdfilas, com ou sem vacuolos (Figura 5D). Estas células possuem um papel importante
quando existe uma infegao nos tecidos ou 6rgaos, dado que sao células circulantes e, uma vez
nos tecidos, diferenciam-se em macréfagos que possuem a capacidade de fagocitar os
microrganismos e combater a infegao, constituindo um mecanismo de defesa contra bactérias

e virus. (3)

Os linfocitos sao os segundos elementos celulares mais comuns do leucograma e sao
células pequenas constituidas por uma cromatina densa com uma fina membrana nuclear,
formando um nucleo redondo ou oval, e por um citoplasma pouco abundante azul-claro
(Figura 5E). Estas células sao a principal linha de defesa contra as infe¢oes, nao sé virais, mas
também no combate ao desenvolvimento de tumores. A nivel morfolégico nao é possivel

distinguir os linfocitos T dos B, sendo realizado com base em marcadores. (3)
w

#

Figura 5 - Neutrdfilo (A) (6), Eosindfilo (B) @), Bés;')ﬁlo (C) (7), Mondécito (D) (7), Linfocito (E) (7).
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As células que constituem o leucograma sao determinadas e contabilizadas diretamente
pelo autoanalisador através de fluorescéncia de citometria de fluxo. Este método permite
analisar carateristicas das células sanguineas, como o tamanho e a complexidade celular,
através da detecao de fluorescéncia e dispersao da luz geradas. As informagoes provenientes
dos diferentes detetores de luz sio combinadas e permitem agrupar as células semelhantes
num grafico de dispersao, possibilitando diferenciar as populagoes leucocitarias (neutrofilos,

eosindfilos, basofilos, mondcitos e linfocitos). (1)

Os valores sao fornecidos sob a forma de percentagem e de niumero absoluto, sendo
que as interpretagoes devem ser realizadas com base nos valores absolutos e nao nos relativos,
uma vez que estes Ultimos podem levar a interpretagoes erradas de quais subpopulagoes de

leucocitos se encontram normais ou alteradas. (2)

Alteracdes quantitativas

A presenca de uma contagem de células fora do intervalo de referéncia pode indicar
uma ampla gama de etiologias, desde casos benignos até a rinofaringite nao complicada ou uma
leucemia aguda. Varios fatores afetam por si s6, sem nenhuma patologia associada, os proprios
intervalos de referéncia dos leucécitos e das respetivas populagoes de células. Dois dos fatores
mais comuns sao a idade e a gravidez. Assim, torna-se importante avaliar os resultados das
contagens fornecidos pelo leucograma com os intervalos de referéncia adequados a cada
situacao, de forma a identificar as alteragoes, e juntamente com outros parametros analiticos

ser possivel identificar a etiologia dessas alteragoes. (8)

Uma contagem elevada de leucocitos € designada de leucocitose, sendo 4,0 — 10,0 x
10’ células/L o intervalo de referéncia para os leucécitos num adulto. A Tabela | apresenta
possiveis condicoes que podem ser associadas ao aumento de células de cada populagao

leucocitaria. (2, 8)

Na situagao oposta, uma contagem de leucocitos abaixo do intervalo de referéncia é
designada de leucopenia, podendo ser congénita ou adquirida. A existéncia de uma situagao
de neutropenia encontra-se associada a um risco aumentado de infegao. A Tabela Il apresenta
possiveis condicoes que podem ser associadas ao decréscimo de células de cada linha

leucocitaria. (8)



Tabela | - Condigbes que se encontram associadas a elevagdo das diferentes populages de leucocitos, com respetivos
valores de elevagio para individuos adultos. (8)

Linha

celular Terminologia Possiveis Condicoes Associadas

Infecoes (normalmente bacteriana, podendo também ocorrer
um aumento imprevisivel em infegao viral), indugao por
Neutrofilos Neutrofilia farmacos (como litio), inflamagao cronica, tabagismo, obesidade,
stresse, exercicio fisico, neoplasias, necrose de tecidos,
distirbios mieloproliferativos, hemolise.
InfegGes parasitarias, doengas alérgicas, indugao por farmacos,
condi¢bes dermatoldgicas, neoplasias.

Basofilos Basofilia Condigoes alérgicas, leucemias, doengas inflamatorias cronicas.
Infegoes virais e bacterianas, disturbios endocrinos, leucemia
aguda ou crénica.

Infecoes virais e fungicas, doencas autoimunes (como ldpus e

artrite reumatoide).

Eosinoéfilos Eosinofilia

Linfocitos Lintocitose

Monocitos Monocitose

Tabela Il - Condigoes que se encontram associadas ao decréscimo das diferentes populagdes de leucocitos, com respetivos
valores de decréscimo para individuos adultos. (8)

Linha celular Terminologia Possiveis Condi¢des Associadas
Medicagao (mais comuns agentes de quimioterapia), infegoes
bacterianas graves, infegdes virais, sépsis, deficiéncias
Neutroéfilos Neutropenia nutricionais (como vitamina B2, folato e cobre), doengas
hematolodgicas (como leucemia, anemia aplastica), doencas
autoimunes, distUrbios congénitos.
Transtorno de stresse agudo, terapias com glucocorticoides,

Eosinofilos Eosinopenia . A
P Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH).
P . . . Transtorno de stresse agudo, VIH, imunossupressores
Linfocitos Lintocitopenia : . O ,
(esteroides, alcool), insuficiéncia da medula ossea.
. . . Transtorno de stresse agudo, terapias com glucocorticoides,
Mondécitos Monocitopenia

anemia aplastica, tricoleucemia, quimioterapia.

Alteracoes qualitativas

A avaliacao de alteragoes qualitativas na série leucocitaria tem de ser realizada através
da observagao microscopica do ESP uma vez que os equipamentos automatizados nao
possuem a capacidade de as identificar e distinguir. Algumas das alteragcoes que podem ser
observadas no ESP incluem neutrofilos hipersegmentados, granuldcitos hipossegmentados,

corpusculos de Dohle e blastos.

Neutrofilos hipersegmentados

Correspondem a neutrofilos que apresentam 6 ou mais I6bulos (Figura 6A). A presenga desta
alteragdo morfologica é uma importante caracteristica no diagnéstico das anemias
megaloblasticas, encontrando-se também associada ao uso de corticoides, mielodisplasias e
quimioterapia. (1, 2)
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Granulécitos hipossegmentados

Correspondem a granuldcitos cujo nlcleo nao apresenta ou apresenta uma diminuigao na sua
segmentagao. Esta alteracao morfolégica pode ser encontrada principalmente em neutrofilos
(Figura 6B), mas também em eosinofilos e baséfilos em determinadas situagoes. Neutrofilos
com um ou dois Iébulos discretamente ligados sao considerados hipossegmentados e
encontram-se associados a sindrome de Pelger-Huét ou pseudo Pelger-Huét. Esta dltima

encontra-se associada a quimioterapia, doengas mieloproliferativas e mielodisplasias. (1, 2)

Blastos

Correspondem a células ainda indiferenciadas (Figura 6C) de origem mieldide (mieloblastos)
ou linféide (linfoblastos) e que aparecem aumentadas na leucemia mieldide aguda e leucemia
linfoide aguda, respetivamente, sendo o aumento de blastos superior a 20% na medula 6ssea.
Nas neoplasias mieldides cronicas, como sindromes mielodisplasicas e neoplasias

mieloproliferativas, pode ser encontrado um aumento baixo na contagem de blastos. (I, 3)

’
D
A
A

Figura 6 - Neutrdfilo hipersegmentado (A), Neutréfilo hiposegmentado (B), Blastos (C). (7)

2.1.3. Série Plaquetaria
Trombocitograma

O trombocitograma é a parte do hemograma cujos parametros permitem avaliar de
forma qualitativa e quantitativa as células da série plaquetaria, as plaquetas ou trombocitos.
Estas células sao produzidas na médula 6ssea a partir dos megacariocitos, que sao formados
também na medula 6ssea por agao da trombopoietina sobre um percursor mieldide. O
processo € designado de trombocitopoiese, e as plaquetas acabam por circular em média 8 a

10 dias, sendo posteriormente retiradas da circulagao pelo baco. (1, 3)



O trombocitograma engloba a contagem das plaquetas, o volume plaquetar médio
(VPM), o plaquetdcrito (PCT) e o indice de distribuicao do tamanho das plaquetas. A analise
destes parametros permite avaliar variagoes na contagem e no volume das plaquetas,

permitindo avaliar alteragoes no processo de hemostase. (3)

* Plaquetas

As plaquetas sao produzidas na medula dssea através da fragmentagao do citoplasma
dos megacariocitos. A maturagao do megacariécito consiste numa replicagao sincrona
endomitotica, ou seja, numa replicagao do acido desoxirribonucleico (ADN) do megacaridcito
sem que ocorra divisao nuclear ou citoplasmatica. Deste modo, ocorre um aumento do
volume citoplasmatico a medida que o numero de Iébulos nucleares aumenta em mdltiplos de
dois. Os megacariocitos maduros sao extremamente grandes, constituindo uma das maiores
células do corpo, com um Unico nicleo lobulado excentricamente posicionado e uma baixa
relagao nucleo-citoplasma. (I, 3) As pontas das extensoes do citoplasma dos megacariocitos
sofrem fragmentagao e os fragmentos que dai resultam siao as plaquetas, apresentando as
carateristicas de um tamanho muito reduzido, discéide, 1,5-3,5 um de diametro, forma
irregular, anucleadas e incapazes de realizar divisao celular. (2, 3) Cada megacariocito da
origem a aproximadamente | 000-5 000 plaquetas, sendo posteriormente libertadas para a
corrente sanguinea através do endotélio dos nichos vasculares da medula 6ssea onde residem

os megacariocitos. (3)

A manuten¢ao da hemostase perante um dano vascular depende de uma estreita
interagao entre a parede do vaso sanguineo, as plaquetas circulantes e os fatores de coagulagao
do sangue. Assim, as plaquetas sao um dos principais componentes que contribuem para a
manutengao da integridade do endotélio vascular ao aderirem aos vasos sanguineos
danificados e formarem agregados plaquetares que controlam a hemorragia. Lesoes que sejam
mais extensas e envolvam vasos sanguineos maiores requerem também a participagao do

sistema de coagulagao para fornecer um coagulo de fibrina firme e estavel. (3, 9)

A contagem normal das plaquetas é aproximadamente 250 x10°/L, sendo o intervalo
de referéncia 150-400 x|0°/L. Este pardmetro é determinado diretamente pelo autoanalisador
através de um método de detecio por impedancia elétrica combinado com focagem
hidrodindmica. E muito comum os valores apresentarem-se diminuidos (trombocitopenia) em
individuos que se encontram a realizar tratamentos como quimioterapia, sendo importante

antes de cada nova sessao de tratamento analisar a contagem de plaquetas, uma vez que o
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tratamento vai reduzir ainda mais os seus valores e aumentar o risco de hemorragias
descontroladas que podem ser fatais. Nestes casos, € necessario verificar se existe uma

trombocitopenia ou uma pseudotrombocitopenia, podendo ser util realizar um ESP. (3)

* Volume Plaquetar Médio

O VPM corresponde ao volume médio das plaquetas, sendo expresso em fentolitros
(fL). O autoanalisador determina o volume das plaquetas e obtém uma curva de distribuigao

dos volumes, cujo pico corresponde ao valor deste parametro. (1)

O VPM é util para monitorizar a recuperagao da contagem de plaquetas nos casos de
trombocitopenias, uma vez que ocorre um aumento precoce deste parametro quando as
plaquetas come¢am a aumentar. Uma limitagao do seu uso nesta interpretagao ¢ o facto de
os analisadores hematologicos, por vezes, nao conseguirem fornecer o VPM quando a
contagem de plaquetas é extremamente baixa. Um VPM baixo, acompanhado por uma
contagem de plaquetas normal, alta ou baixa, é associado a situagoes que causam danos na

medula ossea, como a quimioterapia citotoxica e supressao da medula devido a uma sépsis.

(1

= Plaquetocrito

O PCT corresponde a fragao ocupada pelas plaquetas na massa de sangue, sendo
expresso em valor percentual ou em Litro/Litro. Este parametro resulta do produto do VPM

e a contagem de plaquetas, através da seguinte formula: (1)

PCT = VPM * contagem de plaquetas

* Distribuicio do Diametro das Plaquetas
A Distribuicdo do Diametro das Plaquetas (PDWV-Platelet Distribution Width) indica a
amplitude de distribuicao do volume das plaquetas presentes na amostra, ou seja, representa
o indice de anisocitose plaquetaria, heterogeneidade do tamanho das plaquetas tal como nos
eritrocitos. O seu valor é obtido pelo autoanalisador através da base da curva de distribuicao

do tamanho das plaquetas obtida, sendo expresso em fL. (1)

Em populagoes saudaveis, verifica-se a existéncia de uma relagao direta entre VPM e
PDW, sendo mantida nos casos de purpura trombocitopénica idiopatica e na leucemia
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mieldide crénica, onde ambos estao aumentados. Esse facto nao ocorre nos casos de anemia

megaloblastica ou durante quimioterapia, em que o VPM diminui com o aumento do PDW.

(1

AlteracOes quantitativas

Na circulagio periférica do sangue circulam cerca de 150-400 x10° plaquetas/L, tendo
um papel tanto na hemostase primaria como na secundaria. A nao ativagao das plaquetas pode
ser responsavel por hemorragias, enquanto uma ativagao excessiva pode ser responsavel por
obstrugao dos vasos sanguineos. (3) Quando a contagem de plaquetas € menor que o valor
de referéncia, existe a situacao designada por trombocitopenia. Em geral, se a contagem de
plaquetas for inferior a 100 x10°/L, nio se espera que ocorra sangramento mesmo huma
operagao. Abaixo desta contagem a probabilidade de sangramento aumenta, sendo que abaixo
de 10 x10°/L existem graves riscos associados a ocorréncia de um sangramento excessivo e
prolongado. Existem trés mecanismos principais para a trombocitopenia, sendo eles a rapida

destruigao, a produgao reduzida e o sequestro. (9)

A rapida destruigao ou consumo de plaquetas é a razao pela qual a trombocitopenia é
frequentemente observada e ocorre quando a taxa de destruicao das plaquetas ultrapassa a
taxa de produgao. Este mecanismo depende de razdes intracorpusculares ou
extracorpusculares, podendo ocorrer tanto por motivos imunologicos, como por exemplo
numa resposta autoimune (Purpura Trombocitopénica idiopatica), como por motivos nao
imunoldgicos, como por exemplo na Coagulagao Intravascular Disseminada (CID), na Pdrpura
Trombocitopénica Trombotica congénita ou em transfusdes massivas de sangue. A
trombocitopenia que ocorre por redugao na produgao de plaquetas deve-se a uma supressao
ou hipoplasia dos megacariocitos na medula dssea, devido a uma trombocitopoiese ineficaz ou
defeitos nos mecanismos que a controlam por fatores hereditarios ou nao, como é o caso da
acao de farmacos mielossupressores, infegoes e da radiagao. A hipoplasia ou aplasia
megacariocitica pura € uma situagao rara. A trombocitopenia que ocorre por sequestro das
plaquetas deve-se a uma captura pelo bago, por existéncia de neoplasias, congestao ou

inflamagao, ou a uma hipotermia intensa. (9)

Na situagao contraria, quando a contagem de plaquetas é maior que o valor de
referéncia, existe uma trombocitose, sendo associada a um maior risco de formacao de
trombos no interior dos vasos sanguineos. A trombocitose pode ser de origem primaria ou

secundaria. A trombocitose primaria surge em contexto de doengas hematologicas primarias
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que causam disfungao da medula 6ssea como neoplasisas mieloproliferativas (trombocitémia
essencial, policitemia vera). As causas da trombocitose secundaria incluem deficiéncia de ferro,
infecao, inflamagao, dano tecidual (incluindo cirdrgico), pos-esplenectomia, perda aguda de

sangue e malignidade de orgaos solidos, como cancro do pulmao, cervical ou da mama. (10)

Alteracoes qualitativas

A contagem de plaquetas pode encontrar-se falsamente diminuida devido a alteragoes
qualitativas/morfologicas (agregacao plaquetar induzida pelo EDTA, satelitismo plaquetar) ou

a formagao de coagulos na amostra, originando a designada pseudotrombocitopenia. (2)

Em cerca de 1% dos individuos, o anticoagulante EDTA induz a formagao de agregados
plaquetares. Neste caso, é necessario realizar um ESP e verificar se nio existem agregados
plaquetares ou pedir colheita de amostra num tubo de Tromboexact, que avalia apenas a série
plaquetaria e contém uma mistura de anticoagulante que impede a formagao de agregados, de
forma a verificar se a contagem de plaquetas se encontra verdadeiramente baixa. Como
alternativa, pode ser solicitada a repeticao da colheita da amostra utilizando um anticoagulante
alternativo, habitualmente o citrato. (I, 2) Ocasionalmente, as plaquetas podem circundar os
neutrdéfilos por adesao, observando-se aquilo que se designa por satelitismo plaquetar. Esta
situagao foi relatada em individuos com autoanticorpos antiplaquetarios, mas € mais

comummente observado em individuos aparentemente saudaveis. (2)

A presenca de plaquetas gigantes € uma outra alteragao da série plaquetaria que pode
ser observada no ESP em varias condigoes plaquetdrias hereditarias incomuns, como a
sindrome das plaquetas cinzentas (aparéncia cinzenta), e em patologias adquiridas como

anemia megaloblastica e disturbios mieloproliferativos e em situagoes de hipoesplenismo. (2)

2.2. Hemostase e Coagulacao

A hemostase é um processo fisiolégico complexo que protege o sistema vascular
quando ocorre uma lesdo, ao produzir nesse local um coagulo para interromper o
sangramento e, no final, dissolve o coagulo a medida que a lesao cicatriza. Este processo é
conseguido através de um conjunto de mecanismos que, de modo integrado, contribuem para
rapidamente parar a hemorragia localmente e de modo autolimitado, de forma a nao

comprometer o normal fluxo sanguineo. (2) Os cinco principais componentes envolvidos na
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hemostase sao as plaquetas, fatores da coagulagao, inibidores da coagulagao, sistema

fibrinolitico e células endoteliais dos vasos sanguineos. (3)

A hemostase ocorre em trés etapas: hemostase primaria (trombo plaquetar),
hemostase secundaria (trombo de fibrina insolivel) e hemostase terciaria ou fibrinolise
(dissolugao do trombo). (I 1) A hemostase primaria consiste na vasoconstrigao, que diminui o
fluxo sanguineo, e na ativagao das plaquetas, que aderem ao local da lesao e agregam-se com
outras plaquetas, resultando na formagao do primeiro trombo muito labil (plaquetar). Esta
resposta inicial é rapida e de curta duragao. A hemostase secundaria consiste na ativagao de
diferentes proteinas pro-coagulantes no plasma, de forma a formar um coagulo de fibrina
insoluvel que estabiliza o trombo plaquetar. A etapa final da hemostase € a fibrindlise, que
consiste na digestao e remogao gradual do coagulo de fibrina a medida que a cicatrizagao

ocorre. (3)

A resposta hemostatica é representada por uma cascata da coagulagao que resume o
processo de formagao do coagulo (Figura 7). Quando ocorre uma lesao, o primeiro passo € a
vasoconstri¢ao, ocorrendo uma diminui¢ao do fluxo sanguineo na area da lesao que previne a
hemorragia e ativa as plaquetas por contacto, resultando na ativagao da via intrinseca. Por
outro lado, a lesao vascular expoe e ativa o fator tecidular ligado a membrana (fator Il ou TF)
que interage com o fator VIl plasmatico e ativa a via extrinseca. Apos a ativagao destas duas
vias, € desencadeado um conjunto de reagoes em cascata que resultam na ativagao consecutiva
de proteinas percursoras circulantes (fatores da coagulagao), convergindo na via comum, onde
ocorre a conversao da protrombina (fator Il) em trombina. Esta ultima, tem como principais
fungoes promover a agregacao plaquetar e converter o fibrinogénio em fibrina que forma o
coagulo de fibrina, insoluvel e estavel. A separagao das vias so se verifica in vitro, porque, in

vivo, sao dependentes uma da outra e ocorrem em simultaneo. (3)

A geragao de trombina é dependente de trés complexos enzimaticos, cada um
constituido por protease, cofator, PL e cdlcio. Sendo eles: (i) da via extrinseca (Vlla, TF, PL,
Ca®) que gera Xa; (ii) da via intrinseca (IXa, Vllla, PL, Ca*") que também gera Xa; e (iii)

complexo de protrombinase (Xa, Va, PL, Ca™). (3)
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Figura 7 - Representagdo da Via extrinseca (A), Via intrinseca (B) e Via comum (C) da cascata de coagulagdo sanguinea,

a0

bem como do processo de fibrindlise (D). O sufixo “a” representa a forma ativada do fator em causa. Ativador do
Plasminogénio do tipo Urocinase — UPA, Ativador Tecidual de Plasminogénio — TPA, Inibidor do Ativador do
Plasminogénio — PAI, ®=inibigio,@ =ativagio. (3)

Quando a reparagao dos tecidos termina, o coagulo é removido através da designada
fibrindlise, um processo onde o plasminogénio (proenzima plasmatica) é convertido em
plasmina, uma serina protease que dissolve o coagulo de fibrina impedindo que este se
perpetue no tempo e comprometa o normal fluxo sanguineo. Quando ocorre a lesao do
endotélio, existe também libertacao de TPA e UPA, ativadores da fibrindlise. O TPA é uma
protease que se liga a fibrina, aumentando a capacidade de conversao do plasminogénio em
plasmina, sendo esta conversao facilitada pela UPA (Figura 7). Para que a fibrindlise seja um
processo fisiologico e nao excessivo, atuam também inibidores, como é o caso do PAIl que
inativa o TPA e consequentemente a formagao da plasmina; e da a2 -antiplasmina e a2-

macroglobulina, que inativam a plasmina em circulagao. (3)

Entre as proteinas plasmaticas existem proteinas com atividade pro-coagulante, fatores
da coagulagao, e nao coagulante, inibidores da coagulagao ou fatores anticoagulantes. Os varios
fatores envolvidos na coagulagao sio na maioria sintetizados pelo figado e numa forma inativa,
sendo que alguns deles necessitam de vitamina K para a sua sintese. Os fatores Il, VII, IX, X
(pro-coagulantes) e a proteina C e a S (anticoagulantes) sao fatores dependentes da vitamina
K. Deste modo, alteragoes nos fatores da coagulagio podem encontrar-se relacionadas com

insuficiéncias hepaticas, hipovitaminose K, sindromes de ma absorcao ou terapias com
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anticoagulantes orais. Os ides cdlcio tém também um papel fundamental no processo de

coagulagao, sendo essenciais em varias etapas da cascata de coagulagao. (3)

A resposta hemostatica depende assim de um delicado equilibrio entre mecanismos
pro-coagulantes e anticoagulantes aliados a um processo de fibrinolise, de modo a prevenir

situagoes de hemorragias severas e eventos tromboticos. (1 1)

2.2.1. Teste de coagulacao sanguinea

A avaliagao laboratorial da hemostase consiste em testes que permitem identificar
defeitos da via intrinseca, extrinseca e comum da cascata de coagulagao, e monitorizar a

terapéutica com anticoagulantes.

O anticoagulante de escolha para o estudo dos fatores da coagulagao € o citrato de
sodio que, tal como o EDTA, quela o iao cilcio, sendo utilizados tubos que contém uma
solugao de citrato trissodico. (1) A proporgao anticoagulante:sangue deve ser de |:9, e é critica
porque, uma vez nao respeitada, podem ocorrer efeitos osmoticos e alteragoes na

concentragao do iao calcio livre que afetam os resultados dos testes de coagulagao. (2)

No SPC da ULS da Guarda, alguns dos parametros que fazem parte das analises de
rotina da coagulagao sao o Tempo de Protrombina (TP), o Tempo de Tromboplastina Parcial
ativado (TTPa), os D-Dimeros, o Fibrinogénio e o Tempo de Trombina (TT). Estes parametros
sao determinados no aparelho automatizado ACL TOP 5000, apés centrifugacao dos tubos

para obter o plasma onde se realizam os testes.

* Tempo de Protrombina

O TP mede o tempo de coagulagao na presenga de uma concentragao 6tima de extrato
tecidular (tromboplastina), sendo adicionado juntamente com fosfolipidos e calcio em excesso
ao plasma no tubo de citrato de sédio para a sua determinagao. (3) Este parametro, permite
avaliar a eficiéncia da via extrinseca (fator VIl), da via comum (fatores Il, V, X e fibrinogénio) e
monitorizar a terapéutica com anticoagulantes orais, como a varfarina (inibe a sintese de

vitamina K e, sem ela, os fatores Il, VIl e X nao podem ser ativados). (I 1)

Como o valor de TP obtido depende da tromboplastina usada em cada laboratério e
€ importante na monitorizagao da terapia com anticoagulantes, existiu a necessidade de
uniformizar este parametro pelo que se desenvolveu, a nivel mundial, a designada Razio

Normalizada Internacional (INR). No calculo da INR, é relacionado o TP do doente ( TP4gente)
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com o TP de controlo ( TP.ontrolo) ©btido através de uma pool de amostras com TP normal,

e utilizado o Indice de Sensibilidade Internacional (ISI) como referéncia, através da seguinte

equagao:
ISI
IRN = ( TPyoente )
Tl:)controlo
O valor normal de INR situa-se entre 0,9 a |,l, para um individuo que nao realize

terapia com anticoagulantes orais, e entre 2,0 e 3,0 para um individuo que realize terapia.
Quando os valores se encontram aumentados, indicam que o individuo pode encontrar-se
hipocoagulado, o que significa que nao sera capaz de responder de forma eficaz caso tenha
uma hemorragia. O TP pode estar elevado, por exemplo, devido a insuficiéncia hepatica,
deficiéncia em vitamina K, uso de anticoagulantes orais, CID, deficiéncias congénitas ou

adquiridas nos fatores envolvidos e, quando elevado de forma isolada, pode indicar deficiéncia

de fator VII. (3)

* Tempo de Tromboplastina Parcial ativado
O TTPa avalia globalmente a via intrinseca ao medir o tempo de coagulagao do plasma
sem a presenca do fator tecidular, sendo adicionado ao plasma com citrato os fosfolipidos,
ioes calcio e um ativador do fator XIll. Este pardmetro permite avaliar a eficiéncia da via
intrinseca (fatores VIII, IX, XlI, XIl), da via comum (fatores X, V, Il e fibrinogénio) e monitorizar

doentes sob terapéutica com anticoagulante heparina (potencia a atividade da antitrombina).
(1)

Quando os valores se encontram aumentados, indicam que o individuo pode
encontrar-se hipocoagulado. O TTPa pode estar aumentado devido a hepatopatias, a presenga
de heparina, CID ou défices congénitos ou adquiridos de determinado fator da via intrinseca
ou comum. (3) Nao é comum um individuo apresentar deficiéncia de dois fatores, pelo que,
quando o TP e o TTPa se encontram ambos alterados, pensa-se em défice de fatores da via
comum e, quando o TP se encontra normal e o TTPa alterado, em défice de fatores da via

intrinseca. (1)
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* D-Dimero
O D-Dimero é um produto soluvel e especifico da digestao de fibrina reticulada pela
plasmina. A sua quantificacio permite avaliar a capacidade de dissolugio do coagulo,
diagnosticar tromboses e/ou embolias e monitorizar a terapéutica trombolitica de forma a

avaliar a diminuicao do tamanho do codgulo. (1)

Este parametro apresenta um valor preditivo negativo elevado o que indica que,
quando se encontra dentro dos valores normais, exclui-se a presenga de trombose venosa
profunda e embolia pulmonar; em contrapartida, quando se encontra elevado, pode indicar a

presenga de qualquer uma das situagoes anteriores bem como de CID e infegoes. (1)

* Fibrinogénio
O fibrinogénio é ativado pela trombina, resultando a sua conversao em fibrina e
subsequente formagao de um coagulo eficaz. Este parametro é util no diagnéstico de
hipofibrinogenemia (deficiéncia quantitativa na produgao do fibrinogénio), disfibrinogenemia

(deficiéncia qualitativa), CID e fibrindlise primaria. (11)

Um aumento dos valores de fibrinogénio pode estar associado a um maior risco de
formagao de coagulos, revelando-se um importante marcador trombdtico, e a situagoes
inflamatorias e de gestagao, uma vez que é também uma proteina de fase aguda. Por sua vez,

uma diminuigao dos valores é frequentemente encontrada na CID e nas doengas hepaticas.

(1

* Tempo de Trombina

O TT permite avaliar a conversao do fibrinogénio em fibrina na fase final da via comum
da cascata de coagulagao. Este parametro mede o tempo que o coagulo de fibrina demora a
ser formado apo6s a adigao de trombina ao plasma citratado. O TT é util no diagnostico de
hipofibrinogenemia, disfibrinogenemia, na detegao de inibidores da trombina, na avaliagao da

CID e na monitorizagao do anticoagulante varfarina e terapéutica anticoagulante. (12)

O intervalo de referéncia normal do TT varia de acordo com o tipo e a concentragao
da trombina presente na preparagao usada no ensaio e é estabelecido pelo laboratério que

realiza o teste. (12)
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2.3. Velocidade de sedimentacao

A'VS é baseada no principio da sedimentagao de eritrocitos no plasma de uma amostra
anticoagulada e mede a velocidade com que essa sedimentagao ocorre durante um periodo
de tempo especificado, sendo expressa em milimetro/hora.

A membrana citoplasmatica dos eritrécitos apresenta carga negativa devido a presenga
de acido sidlico, o que cria um potencial de repulsao entre os eritrocitos, designado de
potencial Zeta. Este potencial de repulsao impede que os eritrécitos se empilhem em roleaux
e sedimentem rapidamente, resultando em valores de referéncia de VS baixos para individuos
normais. (I) A VS pode ser influenciada por varios fatores que alteram a capacidade de
agregacao dos eritrocitos, incluindo alteragoes quantitativas e qualitativas nos eritrocitos e
alteragdes dos niveis de circulagao de varias proteinas plasmaticas como o fibrinogénio e
imunoglobulinas. (13) Quando essas alteragoes ocorrem, o potencial Zeta acaba por ser
vencido e os eritrécitos empilham-se, resultando num aumento da VS. (1)

Este parametro permite avaliar o nivel de proteinas de fase aguda e consequentemente
de inflamagao. No entanto, é um parametro pouco especifico uma vez que se encontra
alterado em diversas patologias, como gripes, infegoes, inflamagoes, leucemias, anemias ou
hemoglobinopatias. (13) No entanto, apesar de nao ser especifica de nenhuma doenca em
particular, e por si s6 nao permitir tirar conclusoes, continua a ser muito Util na clinica como
analise complementar para estabelecer diagnostico de varias doengas e monitorizar a atividade
inflamatoria. (14) Assim, normalmente, a VS é avaliada em conjunto com o hemograma e a
proteina C reativa (PCR) (proteina nao especifica de fase aguda). (13)

Os valores de referéncia da VS variam com a idade e o sexo do individuo, pelo que sao
fatores que se devem ter em conta quando os valores de referéncia sao estabelecidos. (13)

No SPC da ULS da Guarda, este parametro ¢ avaliado em amostras colhidas em tubos

com anticoagulante EDTA e realizado ap6és o hemograma de forma automatizada no

equipamento VESMATIC CUBE 80.

2.4. Hemoglobinopatias
Hemoglobina glicada

HbAlc é uma variante estrutural da Hb A que resulta de uma reagao nao enzimatica
entre a glicose que circula no sangue e os grupos amina livres existentes na hemoglobina dos
eritrocitos. A reagao de glicacao da Hb a HbA Il c € lenta, irreversivel e esta relacionada com a

concentragao plasmatica da glicose a que os eritrocitos sao expostos, sendo integrada na Hb
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destas células ao longo do seu tempo de vida. O facto de o tempo médio de vida dos
eritrocitos ser de 120 dias e a formagao da HbAlc ser irreversivel leva a que esta variante da
hemoglobina reflita a glicémia média das ultimas 8 a 12 semanas e fornega informagoes sobre
o controlo da glicémia e da eficacia do tratamento da diabetes durante um longo periodo de

tempo antes do ensaio. (I5)

Ao contrario da concentragao de glicose no plasma, a determinagao da HbAlc ¢
independente de fatores como o jejum, pratica de exercicio fisico, variagoes dos niveis de
glicose que ocorrem ao longo do dia, apresenta pouca variabilidade biologica e € uma amostra
estavel nao alterada por fatores agudos. Deste modo, a determinagao da HbA | c constitui uma
vantagem em relagao ao diagnostico da Diabetes Mellitus (DM) através do doseamento da
glicémia em jejum, uma vez que pode ser obtida a qualquer altura do dia e valores iguais ou
acima de 6,5% fazem diagnostico de DM. Estas carateristicas fazem da HbA | c um indicador de
grande utilidade clinica, tanto no diagnostico como na monitorizagao da concentragao
plasmatica da glicose de doentes diabéticos e, ainda, na previsio do desenvolvimento de

complicagoes microvasculares da diabetes. (15)

Na ULS da Guarda, a determinacao da HbAlc ¢ realizada de forma automatizada no
equipamento TOSOH G8. Este analisador automatico utiliza a High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) para identificar e quantificar os diferentes tipos de hemoglobina da

amostra.

Na interpretagao dos resultados da HbAlc, é importante ter em atengao se existem
patologias associadas que interfiram na determinagao, como as hemoglobinopatias que levam
a presenca de diferentes tipos de Hb que interferem na determinagao da HbA |l c pela HPLC,
ou provoquem a diminuigao do tempo de semi-vida dos eritrdcitos, nomeadamente a anemia

que causa desde logo alteragoes nas concentragoes de Hb. (15)

Hemoglobina S

A Hb S é a variante estrutural mais comum resultante de mutagoes nos genes das
globinas. A sua origem resulta da mudanga de uma Unica base no ADN (adenina por timina),
que leva a que ocorra a substituigao do aminoacido acido glutamico pela valina na posicao 6
da cadeia B-globina. A heranca do gene P-globina falciforme da origem a um grupo de

disturbios da Hb designado por doenca falciforme. (3)
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A Hb S (Hb a,B3) é insoluvel e forma cristais na presenca de baixas pressdes de
oxigénio. A Hb S desoxigenada polimeriza dentro dos eritrocitos e forma longas fibras
entrelagadas com reticulagao, resultando na formacao de eritrocitos mais rigidos e que
assumem a forma de foice. Estes eritrocitos falciformes (drepandcitos) podem bloquear
diferentes areas da microcirculagao ou grandes vasos, causando enfartes de varios orgaos. (3)
Adicionalmente, os polimeros intracelulares levam a alteragoes na membrana celular dos
eritrocitos, aderéncia anormal dos eritrécitos ao endotélio vascular e a neutréfilos e formacao

de substancias oxidantes. (2)

A anemia falciforme ou drepanocitose ocorre em individuos que sejam homozigoticos
para o gene Hb S (Hb S/Hb S) ou heterozigéticos mas com a dupla condigao Hb S/Hb C ou
Hb S/B-talassemia. As carateristicas clinicas destes individuos sao uma anemia hemolitica grave
pontuada por crises, no entanto os sintomas da anemia sao geralmente leves em relagao a sua
gravidade, uma vez que a Hb S liberta oxigénio para os tecidos com relativa facilidade em
comparagao com a Hb A. As manifestagoes clinicas da Hb S sio muito variaveis; alguns
individuos tém uma vida quase normal sem crises, mas outros desenvolvem crises graves ainda
na infancia, podendo morrer na infincia ou como adultos jovens. As crises podem ser devido
a oclusao dos vasos, aplasia das células ou hemolise, podendo causar lesées em varios 6rgaos.
Na anemia falciforme nao é detetada Hb A e a quantidade de Hb F é variavel, sendo geralmente

de 5-15%, quantidades maiores habitualmente estao associadas a um disturbio mais leve. (3)

A condigao heterozigética (Hb A/Hb S), designada por trago falciforme, é uma condigao
benigna sem anemia e muito comum, onde a Hb S varia entre 25-45% da Hb total. (3) O ESP
nao esta associado a anormalidades hematoldgicas, apresentando eritrocitos com aparéncia
normal, embora a deformacgao dos eritrocitos para a forma de foice/falciformagao ocorra em
condigoes de baixa pressao de oxigénio como € o caso de altitudes muito altas ou em casos

em que os individuos tém crises. (2)

Na ULS da Guarda, a determinagao de diferentes tipos de hemoglobina na amostra.

também realizada por HPLC de forma automatizada no equipamento TOSOH G8.
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3. Bioquimica

A Bioquimica analisa diversos parametros que assumem uma grande importancia na
avaliagao de multiplas fungcoes desempenhadas no organismo de um individuo, permitindo nao
so direcionar o diagnostico de inumeras patologias como também monitorizar a terapéutica

instituida a um individuo.

3.1. Amostras e Equipamentos em Bioquimica

A amostra mais utilizada para determinar os parametros da area de Bioquimica é o
soro, sendo utilizado na colheita um tubo sem anticoagulante que contém um gel de
poliacrilico que, apds centrifugagao, permite formar uma camada entre o coagulo e o soro que
funciona como uma barreira durante o transporte e armazenamento da amostra. Sao ainda
utilizados tubos de fluoreto para determinar lactato, que contém fluoreto como inibidor da
glicolise; tubos designados homocisteina para determinar o parametro homocisteina, que
contém um estabilizador que mantém a sua concentragao constante até 8 horas ap6s a colheita
do sangue; e tubos com anticoagulante EDTA para a determinagao de peptideo natriurético
tipo B (BNP) e amonia. Para além do soro, uma das amostras também mais utilizadas em

Bioquimica é a urina e outros liquidos como LCR e de derrame (ascitico, pleural, articular).

No SPC da ULS da Guarda, o equipamento utilizado na determinagao dos parametros
bioquimicos é o Alinity ci-series. Este divide-se em 2 moédulos, o Alinity ¢ e Alinity i. O Alinity
¢ é o modulo da quimica clinica e utiliza como métodos a fotometria e potenciometria, por
outro lado o Alinity i é o modulo da imunoquimica e utiliza como método a

quimioluminescéncia.

A fotometria mede a intensidade de luz que incide sobre um detetor, apds esta incidir
sobre a amostra e ser absorvida. O termo fotometria foi definido originalmente como o
processo usado para medir a intensidade da luz independente do comprimento de onda, no
entanto, os equipamentos atuais permitem isolar um intervalo estreito de comprimento de
onda do espectro de luz e medir a intensidade de luz que atinge o detetor apenas nesse
comprimento de onda especifico. A medi¢ao da intensidade da luz detetada a comprimentos

de onda especificos, apos ser absorvida pela amostra, é designada por espetrofotometria. (16)

A potenciometria mede a diferenga de potencial elétrico entre dois elétrodos de uma
célula eletroquimica. Esta célula é constituida por dois elétrodos em contacto com uma

solugao eletrolitica que conduz iGes. Esta solugao pode ser a amostra que contém os ioes a
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serem medidos ou uma solucao de referéncia em caso de calibracdo. Um dos elétrodos é o
elétrodo de referéncia e o outro é um elétrodo seletivo de ides, uma vez que possui uma

membrana seletiva para o iao especifico a determinar. (16)

A quimioluminescéncia é a emissao de luz produzida durante uma reagao quimica. No
Alinity é realizado um imunoensaio quimioluminescente, uma vez que € utilizada uma molécula
quimioluminescente para detetar e quantificar ligagdes entre o analito (antigénio) e o
anticorpo. Inicialmente, o antigénio é incubado com o anticorpo que esta a revestir
microparticulas paramagnéticas. O analito presente na amostra liga-se as microparticulas
através dos anticorpos (Acs). Procede-se a uma lavagem da mistura que permite retirar todos
os componentes da amostra a excecao do analito que se encontra ligado as particulas
paramagnéticas. Posteriormente, é novamente adicionado e incubado anticorpo, mas desta
vez conjugado com éster de acridina. E adicionada uma série de solugdes que permite que
ocorra uma reagao quimioluminescente medida em unidades de luz relativa (URLs). Existe
uma relagao direta entre a quantidade de analito na amostra e as URLs detetadas pelo sistema
otico do modulo Alinity i. A concentragao do analito € calculada a partir de uma curva de
calibragao preparada através da analise de calibradores que contém quantidades conhecidas

do analito.

As amostras de soro e imunosoro destinadas a area de Bioquimica sao sujeitas a um
processo de centrifugagao e posteriormente sao colocadas no aliquotador ACCELERATOR
p540. Este permite dar entrada no laboratério de todas as amostras, incluindo as amostras da
area de hematologia, (com excec¢ao das amostras pediatricas, amostras com analises especificas
como BNP, amonia, homocisteina entre outras) ao ler o cédigo de barras e, posteriormente,
distribui as amostras de acordo com o grau de urgéncia, executando aliquotas quando
necessario. Se a amostra se encontrar hemolisada, ictérica ou lipémica deve-se introduzir um
comentario no pedido da amostra que sera tido em conta na posterior analise e validagao dos
resultados obtidos e, caso as amostras possuam coagulos ou fibrina, € importante que estes
sejam retirados antes de colocar as amostras no autoanalisador Alinity, para evitar erros de

pipetagem de amostra.

Todos os parametros analisados sao sujeitos a um controlo de qualidade interno diario
(no inicio do dia) utilizando material de controlo com 2 ou 3 niveis de concentragao. Caso os
valores do parametro em causa se encontrem dentro dos limites definidos na sua carta de
Levey-Jennings, os valores obtidos sao aceites e procede-se a andlise das amostras didrias, caso
contrario, devem ser tomadas medidas corretivas, como por exemplo repetir os controlos,

utilizar calibradores ou trocar os reagentes.
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3.2. Parametros bioquimicos
3.2.1. Metabolismo dos lipidos e risco cardiovascular

O termo lipido aplica-se a uma classe de compostos solliveis em solventes organicos,
mas quase insoluveis em agua. Os lipidos contém principalmente ligagdes carbono-hidrogénio,
podendo também conter grupos polares que os torna anfipaticos, ou seja, com porgoes com
afinidade para a 4gua, como é o caso dos fosfolipidios. Estes formam as bicamadas lipidicas na
interface aquosa das membranas biologicas, constituindo um importante componente de todas

as membranas celulares. (16)

Os lipidos, ao serem insollveis em agua, necessitam de ser transportados na corrente
sanguinea na forma de complexos proteina-lipidos, designados por lipoproteinas. Estas sao
constituidas por lipidos, principalmente triglicerideos (TG), colesterol e ésteres de colesterol,
envolvidos por uma camada estabilizadora de fosfolipidios na qual sao inseridas as proteinas
(apolipoproteinas). As apolipoproteinas exercem uma fungao estabilizadora e permitem que
os complexos sejam reconhecidos por recetores especificos no figado e nos tecidos
periféricos. O figado apresenta um papel importante no metabolismo das lipoproteinas, uma
vez que sintetiza lipoproteinas de muito baixa densidade (Very Low-Density Lipoprotein-VLDL) e

lipoproteinas de alta densidade (High-Density Lipoprotein-HDL). (17)

Os TG tém origem principalmente na dieta, mas também sao sintetizados no figado a
partir de acidos gordos livres circulantes e glicerol. O figado incorpora os TG com
apolipoproteinas e forma as designadas VLDLs. Estas sao um veiculo de transporte dos TG
produzidos no figado em concentragoes elevadas numa situagao de abundancia de produtos
metabolicos (como numa situagao pos-prandial) para os locais de depdsito como o tecido
adiposo, para serem utilizados quando necessario. Uma vez junto do tecido adiposo, as VLDLs
sofrem a agao de uma lipase e os TG formados passam para o tecido adiposo. Deste modo,
as VLDLs perdem TG mas em contrapartida ganham colesterol e originam as lipoproteinas de
densidade intermédia (Intermediate-Density Lipoprotein-IDL). Estas podem continuar a sofrer a
acao da lipase e, ao perderem mais conteudo em TG, originam as lipoproteinas de baixa
densidade (Low-Density Lipoprotein-LDL). Posteriormente, as IDLs e as LDLs sao degradadas
pelo figado apos serem captadas por recetores especificos da superficie celular, sendo os seus

constituintes utilizados na formagao de mais VLDLs. (17)

Os lipidos e as lipoproteinas encontram-se intimamente envolvidos no
desenvolvimento da aterosclerose, um processo inflamatorio complexo iniciado pelo acumular

de lipidos e colesterol na zona da intima das artérias que leva a formacgao de placas
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ateroscleréticas, que podem obstruir as artérias. E um processo patolégico e a causa
subjacente de disturbios cardiovasculares comuns, como enfarte agudo do miocardio, doenga
cerebrovascular e doenga vascular periférica. (16, 17) No SPC da ULS da Guarda sao
determinados o colesterol total, TG, colesterol HDL e o colesterol LDL, que sao parametros

que permitem analisar o perfil lipidico de um individuo e avaliar o risco cardiovascular.

Colesterol total e triglicerideos

O colesterol é um componente da membrana de todas as células e o precursor das
hormonas esteroides e dos acidos biliares, sendo encontrado exclusivamente em animais.
Apresenta na sua estrutura um grupo polar hidroxilo (OH) que o torna anfipatico e o permite

inserir-se nas membranas celulares. (16)

No organismo, o colesterol total resulta da sua ingestao e da sua sintese no organismo.
O colesterol da dieta no intestino é primeiro solubilizado através de um processo designado
por emulsificagao que envolve a formagao de micelas com a intervengao de sais biliares. O
colesterol das micelas é absorvido e uma vez nas células da mucosa intestinal é incorporado
com TG, fosfolipidos e apolipoproteina B-48 formando grandes particulas de lipoproteinas
designadas por quilomicrons. Estes sao libertados para a linfa e entram na circulagao, onde
entregam os lipidos da dieta ao figado e tecidos periféricos. O colesterol é sintetizado por
todas as células do corpo, mas principalmente pelo figado. (I16) Nem todo o colesterol
sintetizado pelo figado é imediatamente utilizado para formar lipoproteinas, algum é oxidado
em sais biliares. O colesterol é eliminado do organismo na forma de sais biliares e nas fezes

na forma de colesterol livre. (17)

Os processos de absorgao e de sintese de colesterol sao processos autorregulados.
Quando no interior das células existe colesterol em excesso, ocorre uma diminuicao da
sintese de colesterol e de recetores de LDL. A diminuigao da expressao de recetores de LDLs
nas células, principalmente nos hepatocitos, leva a um aumento de colesterol na circulagao,

contribuindo principalmente para este aumento o colesterol LDL. (16)

Quando se determina a concentragao de lipidos no soro de uma amostra, de um
individuo que se encontra em jejum, a maior parte do colesterol total determinado é o reflexo
das particulas de LDL em circulagao, com uma contribuigao de 20 a 30% das particulas de
HDL. A concentragao de TG determinada em jejum reflete em grande parte o nimero de
particulas de VLDL em circulagao, uma vez que em condicées normais de jejum os

quilomicrons nao se encontram presentes. Se o individuo nao se encontrar em jejum, a

34



concentragao total de TG aumenta devido a presenca adicional de quilomicrons ricos em TG

e o soro da amostra apresenta uma aparéncia turva, conferida pelos quilomicrons. (17)

Colesterol HDL

As HDLs sao produzidas no figado e no intestino e possuem na sua superficie a
apolipoproteina Al, carateristica destas lipoproteinas. As HDLs nascentes apresentam uma
forma de disco e interagem com as células periféricas, de forma a removerem o colesterol
que as células possuem em excesso para depois o transportarem até ao figado, sendo as HDLs
responsaveis pelo transporte reverso do colesterol. O colesterol que é captado pelas HDLs
sofre um processo de esterificagdo, permitindo que os ésteres de colesterol fiquem
aprisionados no interior das HDLs até serem removidos para o figado, uma vez que sao mais
hidrofobicos que o colesterol. A esterificagao do colesterol converte as HDLs em forma de
disco em HDLs esféricas. Estas sao a principal forma de HDLs em circulagao e funcionam
também como aceitador extracelular de colesterol. No figado, sao removidos seletivamente
os ésteres de colesterol as HDLs esféricas e, no final, as HDLs voltam de novo para a
circulagao e continuam o transporte reverso do colesterol. (16) As HDLs podem também
transferir o colesterol para as outras lipoproteinas, quando estas sofrem acao da lipase, e para

tecidos sintéticos esteroides, como os ovarios, testiculos e cortex adrenal. (17)

A nivel clinico é importante monitorizar as concentragoes de HDL no soro através do
colesterol-HDL, uma vez que se correlacionam inversamente com o risco de doenga
aterosclerotica. Baixas concentragoes de HDL indicam que o transporte reverso do colesterol
€ menor e, consequentemente, existe um aumento e acumulagao de colesterol em circulagao
e, por sua vez, nos tecidos periféricos, incluindo as artérias. Desta forma, concentragoes mais
altas de HDL diminuem o risco de doencas cardiovasculares, enquanto concentragoes mais

baixas aumentam esse risco. (17)

Colesterol LDL

As LDLs sao o principal transportador de colesterol para o figado e células periféricas
e possuem na sua superficie a apolipoproteina B-100 (apoB-100), caracteristica destas
lipoproteinas. As particulas de LDL podem depositar colesterol nas paredes da vasculatura

periférica, o que contribui para o desenvolvimento da aterosclerose. (17)
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A diminuicao da captagao das LDLs a nivel hepatico, por diminuicao do numero ou da
capacidade funcional dos recetores LDLs no figado, resulta num aumento da sua concentragao
na circulagao. Consequentemente, ocorre um aumento de LDLs que entram através do
endotélio e sao retidas na intima. A zona da intima carateriza-se por ser um meio oxidante
constituido por espécies oxidativas sintetizadas por macrofagos, células endoteliais e
musculares lisas. As LDLs retidas na intima sofrem a acao oxidante deste meio, sendo
convertidas em LDLs minimamente oxidadas e depois em LDLs extensamente oxidadas, que
sao capturadas por macroéfagos uma vez que passam a ser reconhecidas por recetores nao
regulados. Estes vao ficando preenchidos de colesterol e formam dentro do endotélio células
espumosas (“foam cells”) que com o tempo levam a formagao da placa aterosclerdtica, que
pode romper e originar um trombo que provoca a obstrugao da artéria. Desta forma, as LDLs
oxidadas apresentam propriedades pro-aterosclerdticas, uma vez que contribuem e estimulam
os processos subjacentes ao desenvolvimento das placas, como por exemplo induzir a
libertagao de citocinas que promovem a adesao de células T e mondcitos ao endotélio,
contribuindo para o quadro inflamatério que acompanha a aterosclerose e para maior

presenca de macroéfagos na zona da intima. (16, 17)

A monitorizagdo clinica da concentragio de LDLs através do colesterol LDL é
importante, uma vez que existe uma forte associagao entre concentragoes elevadas de LDL e
um aumento do risco cardiovascular devido a maior probabilidade de desenvolver placas

ateroscleroticas e consequente obstrugao de artérias. (17)

3.2.2. Avaliacao da lesio do miocardio

A forma mais grave de cardiopatia isquémica é o enfarte agudo do miocardio,
vulgarmente conhecido como ataque cardiaco. Este ocorre quando uma das artérias do
coragao fica obstruida, por exemplo por um coagulo, resultando num desequilibrio entre a
oferta e a necessidade de oxigénio nas células musculares, os midcitos. Quando o suprimento
de sangue a uma regiao do musculo cardiaco é bloqueado, leva a que os miocitos deixem de
funcionar por falta de oxigénio e nutrientes, podendo causar a morte de muitas células
musculares da regiao afetada. Desta forma, o contributo da regiao afetada para a contragao e
bombeamento de sangue para o resto do corpo diminui. Através de uma analise bioquimica,
é possivel detetar constituintes das células musculares cardiacas que sao libertados aquando
da morte celular, os marcadores cardiacos. A analise destes marcadores permite detetar lesao

do miocardio que juntamente com o eletrocardiograma e histéria de dor toracica permitem
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realizar um diagnéstico de enfarte agudo do miocardio. (16) No SPC da ULS da Guarda é
determinada a creatina cinase (CK), as troponinas cardiacas (cTns) e a mioglobina como
marcadores de necrose do miocardio; o BNP como marcador de stresse e isquemia miocardial

e a homocisteina como fator de risco cardiovascular. (18)

Creatina cinase

A CK é uma enzima presente no musculo cardiaco, no musculo esquelético e no
cérebro. Existem trés isoenzimas citosolicas e uma isoenzima mitocondrial (CK-Mt) de CK.
As enzimas citosolicas sao dimeros de duas subunidades designadas por M e B. A CK-MM ¢ a
isoenzima predominante no musculo cardiaco e esquelético, a CK-BB é a isoenzima
predominante no cérebro e musculo liso e a CK-MB é a isoenzima predominante no musculo
cardiaco. Apesar de a CK-MB ser mais especifica do coragao, devido a sua predominancia
neste musculo, nao é correto ser referida como isoenzima cardiaca uma vez que também se

encontra presente no musculo esquelético, mesmo que em percentagens menores. (16)

Quando ocorre uma lesao do miocardio, a CK-MB aparece na corrente sanguinea 4 a
6 horas ap6s o inicio da dor toracica e atinge o pico entre 10 a 12 horas apos o enfarte agudo
do miocardio. O melhor momento para a detegao desta isoenzima € entre 6 a 48 horas apos
o inicio das dores pois, apos este periodo, devido a sua eliminagao, a CK-MB volta ao normal
e pode ja nao ser detetada. Desta forma, nos casos em que se realizam analises tardias, os
valores de CK-MB determinados ja podem ser normais e originam uma imagem incorreta da
ocorréncia de um enfarte. A determinacao da concentracao de CK-MB de amostras em série
fornece melhores informagoes do que determinagoes Unicas; por exemplo, um individuo que
apresenta dor toracica mas nao regista aumento da concentragao de CK-MB é improvavel que
esteja a sofrer um enfarte agudo do miocardio, enquanto a nao descida da concentragao de

CK-MB pode indicar que esta a sofrer um enfarte. (18)

A CK total é determinada diretamente no soro da amostra pelo autoanalisador através
de espetrofotometria, por aumento da absor¢ao a 340 nm. A fragao CK-MB é também
analisada diretamente no soro da amostra pelo autoanalisador mas através de um imunoensaio

de microparticulas por quimioluminescéncia.
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Troponinas cardiacas

As troponinas sao as proteinas contrateis das células musculares que regulam a
interacao entre a actina e a miosina. Os diferentes tipos de troponina sao a troponina T, | e
C. As troponinas | e T apresentam isoenzimas encontradas apenas no coragao, denominadas
por troponinas cardiacas | e T e referidas como cTnl e cTnT, respetivamente. cTnl e cTnT
possuem diferentes sequéncias de aminoacidos codificadas por diferentes genes e sao
diferentes das troponinas predominantes encontradas em outros musculos, como o musculo
esquelético. Por outro lado, a troponina C nao ¢é util como marcador cardiaco, pois é expressa

no coragao mas hao apresenta uma isoenzima especifica apenas deste musculo. (16, 18)

As troponinas localizam-se principalmente nas miofibrilas e, quando ocorre uma lesao
no miocardio, existe um aumento dos niveis das cTns na corrente sanguinea. A cTnl aumenta
em 4 a 6 horas, atinge o pico em |2 horas e retorna aos niveis basais em 3 a 10 dias, enquanto
a cTnT permanece elevada por 12 a 48 horas e retorna ao normal em 10 dias. A existéncia de
um enfarte agudo do miocardio é altamente improvavel se os niveis das cTns nao se
encontrarem aumentados. Ambas sao altamente especificas e sensiveis ao dano do miocardio,

embora se saiba que a cTnT aumenta nos casos de angina instavel. (18)

A CK-MB pode aumentar em casos de distrofia muscular, doenca renal terminal e em
individuos saudaveis que realizam exercicio fisico extremo, pelo que nestes casos a presenga
de concentragoes normais de cTns indica que é improvavel a CK-MB em circulagao ter origem

no coragao e existir uma lesio do miocardio. (18)

No SPC da ULS da Guarda é determinada a troponina cardiaca | de alta sensibilidade
(hs-cTnl) diretamente no soro da amostra através de um imunoensaio de microparticulas por
quimioluminescéncia, utilizando Acs especificos para a cTnl. Este imunoensaio é muito Gtil uma
vez que permitir detetar a cTnl em concentragdes muito baixas, o que viabiliza nao s6 um
diagndstico mais precoce da lesio do miocardio como também aumenta a precisao de
diagnostico de enfarte agudo do miocardio em casos suspeitos, possibilitando uma intervencao

mais precoce. (18)

Mioglobina
A mioglobina é uma proteina a qual se liga o O, e localiza-se no citoplasma das células

do musculo cardiaco e esquelético, pelo que nao apresenta especificidade cardiaca. (16)

Quando ocorre uma lesao do miocardio, a mioglobina é libertada no espago de | hora e
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aumenta mais rapidamente que as cTns ou a CK-MB. O seu pico apos um enfarte do miocardio
é atingido entre 8 a 10 horas e retorna ao normal apos 24 horas. Desta forma, a mioglobina
oferece algumas vantagens como sensivel indicador precoce e excelente preditor negativo de

lesao do miocardio. (18)

No entanto, como nao é especifica do miocardio, situagoes de lesdes do musculo
esquelético e diminuigao da sua eliminagao pelos rins (como casos de insuficiéncia renal)

podem causar aumentos nas concentra¢oes de mioglobina, o que torna o seu uso limitado.

(16, 18)

Este parametro é determinado diretamente no soro da amostra pelo autoanalisador

através de um imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia.

BNP

Os peptideos natriuréticos (NPs) sio um grupo de moléculas estruturalmente
semelhantes que se encontram envolvidas na excregao de sédio e agua, reduzindo assim a
pressao arterial. (18) A familia de NPs inclui o peptideo natriurético atrial (ANP), o BNP e o

peptideo natriurético tipo C (CNP). (16)

O BNP é uma hormona libertada principalmente pelo miocardio dos ventriculos o que
faz com que seja muito especifico a nivel cardiaco. O BNP ¢ libertado como uma hormona
contrarreguladora em resposta a uma variedade de stresses cardiacos, principalmente ao

estiramento cardiaco que se gera devido a um aumento do volume sanguineo. (16)

O BNP atua e promove a vasodilatagao, modula a natriurese, a diurese, a inibicao da
renina e da aldosterona e ajuda a reduzir a pressao arterial. (18) Deste modo, esta hormona
€ um marcador sensivel de alteragdes na fisiologia ventricular com elevado valor preditivo,
sendo os seus aumentos Uteis no diagnodstico de insuficiéncia cardiaca (IC) e na avaliagao do

risco de ocorrer um enfarte agudo do miocardio. (16)

Para a monitorizagao de BNP é colhido sangue num tubo de EDTA, posteriormente
sujeito a um processo de centrifugacao do qual resulta plasma. Deste plasma, é separada uma
aliquota onde se determinam os niveis de BNP. E importante separar-se a aliquota e proceder-
se a sua analise o mais rapido possivel, uma vez que a degradagcao do BNP ocorre por clivagem
mediada por proteases in vivo e in vitro que tornam a concentragao de BNP instavel no sangue
colhido. Este parametro é determinado no plasma diretamente pelo autoanalisador através de

um imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia.
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Homocisteina

A homocisteina é um aminoacido que nao é encontrado na dieta e que resulta do
metabolismo da metionina, um aminoacido obtido pela dieta. No organismo, a metionina é
sujeita a um grupo de reagoes e metabolizada em homocisteina, ocorrendo pelo meio a
formacao de S-adenosilmetionina que funciona como dador de grupos metil no organismo.
Uma vez formada a homocisteina, esta pode sofrer metilagao e formar novamente metionina
por acgao da vitamina Bl2 e acido félico, ou pode ser convertida em cisteina por agao da
vitamina B6. Deste modo, défices nutricionais em vitamina B12, B6é e acido félico afetam os
processos de metabolizagao da homocisteina e podem ser a causa do seu aumento, pelo que

a homocisteina deve ser analisada juntamente com estes nutrientes.

A homocisteina tem uma agao toxica direta no endotélio vascular devido a aumentar
o stresse oxidativo e a inflamagao nas células endoteliais dos vasos sanguineos, aumentar a
rigidez dos vasos sanguineos com a calcificagao vascular e aumentar a coagulagao sanguinea.
Todos estes mecanismos afetam negativamente a fungao vascular conduzindo a disfungao
endotelial, pelo que a concentragao circulante de homocisteina é um fator de risco
independente para doenga cardiovascular. Assim, altas concentragoes de homocisteina sao
relacionadas com isquemia cardiaca, acidente vascular cerebral, trombose, estenose da artéria

coronaria e insuficiéncia cardiaca. (17)

Este parametro é determinado diretamente no plasma da amostra pelo autoanalisador

através de um imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia.

3.2.3. Metabolismo das proteinas

As proteinas sao polimeros de aminoacidos ligados covalentemente entre si através de
uma ligagdo amida, referida como ligagao peptidica. As proteinas apresentam uma grande
diversidade estrutural de forma a desempenhar diversas fun¢oes, algumas das quais incluem a
catdlise de reagoes quimicas (sintese de ADN e ARN), produgao de energia, servir de canais

ionicos, defesa imunolodgica e constituir redes de sinalizagao para comunicagao intracelular.
(16)

Varios fatores, como o estado nutricional, fungao hepatica e terapéuticas afetam
seletivamente subfragoes de proteinas e, por consequéncia, o doseamento das proteinas

totais. A hiperproteinemia pode surgir associada a desidratagao e a produgao excessiva como
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no Mieloma Mudltiplo e a hipoproteinémia pode surgir associada a hidratagao excessiva, perda

excessiva a nivel renal ou gastrointestinal, hemorragia ou queimaduras. (16)

No SPC da ULS da Guarda o proteinograma é obtido utilizando o CAPILLARYS sebia
2. Este realiza uma eletroforese capilar para separar as proteinas totais em solugao livre nas
suas diferentes fragoes, com base no peso molecular e mobilidade eletroforética que a carga
Ihes confere. As proteinas sao submetidas a um campo elétrico e, devido a sua carga positiva,
migram em diregao a extremidade negativa, separando-se ao longo de um capilar de silica de
acordo com o peso molecular. As proteinas sao detetadas diretamente durante a migragao e
quantificadas permitindo obter um grafico (Figura 8), o proteinograma, que fornece dados

graficos sobre as quantidades relativas e absolutas das varias proteinas. (19, 20)

Anode (+)

Albumin o4 Oy B Y
- W .

Figura 8 - Padrao normal tipico para eletroforese de proteinas séricas. O pico maior representa a albumina, encontrando-
se mais proxima do elétrodo positivo devido a possuir maior peso molecular. Os proximos cinco picos encontram-se em

direcdo ao elétrodo negativo e representam as globulinas a-1, a-2, B-1, B-2 e ¥, encontrando-se este Ultimo mais préximo
do elétrodo negativo. (19)

O padrao obtido pela eletroforese distingue as duas principais fragoes de proteinas: a
albumina que representa o principal componente proteico do soro e as globulinas que
representam uma fragao menor do conteudo total de proteinas séricas, sendo a IgG a principal

globulina em individuos saudaveis. (19, 20)

No SPC da ULS da Guarda a separagao adicional das imunoglobulinas nas suas
subfragoes é realizada através de imunosubtragao, permitindo identificar e caraterizar as
imunoglobulinas monoclonais. Nesta técnica, inicialmente é obtido o perfil proteico completo
de referéncia da amostra e depois sao obtidos os perfis anti-soro que consistem em perfis
proteicos obtidos apds a amostra ser misturada com anti-soros especificos contra as cadeias

pesadas y (I1gG), a (IgA) e p (IgM), e cadeias leves k e A.
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Albumina

A albumina é a proteina mais abundante na circulagao sanguinea durante a vida de um
individuo, representando mais de metade da massa das proteinas plasmaticas. E sintetizada no
figado e apresenta um tempo de meia-vida normal na circulagao de |15 a 19 dias, ao contrario
da maioria das proteinas plasmaticas que apresentam um tempo de meia-vida de 7 dias ou
menos. Devido a sua elevada concentragao plasmatica e tamanho médio, a albumina é o
principal componente que contribuiu para a manuten¢ao da pressao oncética no espago
vascular, apresentando outras fungoes como a ligacao e transporte de um grande nimero de

compostos, incluindo acidos gordos, bilirrubina, calcio e farmacos. (16)

As concentragoes de albumina encontram-se diminuidas quando existe perda, um
aumento na sua degradagiao ou uma diminuicdo da sua produgao pelo figado. Pelo que,
situagoes como desnutricao, doenga hepatica significativa, perda de funcao renal (como na
sindrome nefrética), enteropatia, inflamagao, sépsis, queimaduras e gravidez podem ser
responsaveis por uma diminuicao das concentragoes de albumina. Por outro lado, as
concentragoes de albumina encontram-se aumentadas em individuos com hipovolemia, como

nos casos de desidratagao. (16, 20)

Fragbes a-1, a-2, g -1, B-2 ey

Em direcao ao elétrodo negativo do campo elétrico aplicado, os picos a seguir a

albumina, correspondem as fragoes a-I, a-2, B -1, B-2 e y. (20)

A fragao a-1 é composta pela al-antitripsina, o-fetoproteina e HDL. Esta fragao pode
encontrar-se aumentada em situagoes que causam um aumento de a-fetoproteina, como é o
caso de tumores hepaticos, tumores das células germinativas, gravidez e processos
inflamatorios. Uma diminuigdo desta fragdo pode ocorrer devido a deficiéncia de al-

antitripsina ou doenca hepatica, por causar diminuicao da producao de globulinas. (19, 20)

A fragao a-2 é composta pela ceruloplasmina, a,-macroglobulina e haptoglobina. Um
aumento desta fragao pode ocorrer em situacoes de inflamagao, uso de esteroides,
insuficiéncia renal e sindrome nefrotica. Por outro lado, pode ser observada uma diminuigao

em situagoes de doenca hepatica, hemdlise, enteropatias e ma nutrigao. (19, 20)

A fragao -1 é composta principalmente pela transferrina e LDL. Um aumento desta
fragao pode ocorrer em situagoes de deficiéncia de ferro, inflamagao e hiperlipidémia. Por
outro lado, a ma nutri¢gao pode causar uma diminui¢ao desta fragao. (19, 20)
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A fracao -2 é composta pela 3,-microglobulina e C3. Um aumento desta fragao pode

ocorrer em processos inflamatoérios, enquanto situagoes de ma nutricio podem causar uma

diminuigao. (19, 20)

A fracao y é composta por imunoglobulinas, deste modo representa a fragao com
maior interesse clinico. O seu aumento na forma policlonal pode indicar infegao ou inflamagao
enquanto na forma monoclonal pode indicar Mieloma Multiplo. Por outro lado, a sua

diminuigao pode indicar imunodeficiéncia humoral hereditaria e doenga renal. (19, 20)

A PCR e o fibrinogénio encontram-se na area entre as fragoes 3 e y, podendo

aumentar em casos de doengas hepaticas e processos inflamatérios. (19, 20)

3.2.4. Avaliacao do metabolismo do ferro

O ferro assume um papel fundamental para a sobrevivéncia dos organismos vivos,
sendo necessario para o transporte de O,, produgao de energia, sintese de ADN e respiragao
celular. Ao mesmo tempo, em excesso pode ser toxico devido a sua capacidade de existir em
varios estados de oxidagao, o que facilita a formagao de radicais que causam danos no ADN,
proteinas e lipidos. Desta forma, niveis de ferro inadequados sao prejudiciais e contribuem
para uma ampla gama de doencas, sendo a sua hemostase essencial. O proéprio corpo nao
possui nem a capacidade de sintetizar ferro nem um mecanismo fisiologico para excretar ferro,
pelo que os seus niveis tém de ser cuidadosamente equilibrados através da ingestao, absorgao,
armazenamento, utilizagao e reciclagem. (21) No SPC da ULS da Guarda sao determinados
parametros como o ferro, ferritina, transferrina e capacidade total de ligagao do ferro (TIBC

- Total Iron-Binding Capacity) para avaliar o metabolismo do ferro.

Ferro

Um adulto contém aproximadamente 3-5 g de ferro, dos quais a maior parte é
encontrada incorporada na Hb e o restante encontra-se localizado na mioglobina das fibras
musculares, no figado, nos macréfagos e na medula 6ssea. Diariamente sao perdidos cerca de
| 2 2 mg de ferro através do suor, perda de sangue, descamagao das células epiteliais, mas a
sintese de Hb por si s6 requer 20 a 25 mg de ferro por dia. Para apoiar a sintese de Hb,
processos metabdlicos, compensar a perda e manter as reservas, € importante que o ferro

seja reciclado e regulado dentro do sistema. (22)
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A absorc¢ao do ferro ocorre a nivel do duodeno e jejuno proximal, no entanto apenas
uma percentagem da quantidade total de ferro da dieta é absorvida. O ferro existe na dieta
como ferro heme e nao heme. O ferro heme é encontrado na Hb e na mioglobina e é derivado
da carne vermelha, peixe e aves, enquanto o ferro nao heme deriva principalmente de frutas
e vegetais. Enquanto o ferro heme é prontamente absorvido por incorporagao em porfirinas,
o ferro nao heme existe principalmente como ferro férrico (Fe’"), que tem de ser reduzido a
ferro ferroso (Fe’*) para ser absorvido. Deste modo, o ferro nio heme apresenta uma menor

biodisponibilidade que o ferro heme. (22)

O ferro corporal total encontra-se em proteinas como a Hb, na circulagao ligado a
transferrina ou armazenado ligado a ferritina, principalmente no figado e na medula 6ssea. (22)
Um regulador chave da hemostase sistémica do ferro ¢ a hepcidina, uma proteina sintetizada
principalmente no figado e libertada em resposta a sobrecarga de ferro. Esta inibe a libertagao
de ferro dos macrofagos e a sua absorgao no intestino, uma vez que inibe a ferroportina e,
como consequéncia, inibe a libertagao de ferro na corrente sanguinea. A sua sintese diminui

com a hipoxia e aumenta com a inflamagao devido a interleucina 6 e outras citocinas. (3, 22)

Nos paises desenvolvidos, a perda croénica de sangue (uterina ou gastrointestinal) é a
causa prevalente de deficiéncia de ferro, enquanto o défice nutricional raramente é a causa
por si s6. Por outro lado, a anemia hemolitica, intoxicagao por chumbo, necrose hepatica
aguda e hemocromatose (excesso de absorcao de ferro) sao algumas situagoes que podem

provocar aumento das concentragoes de ferro. (3)

Ferritina

A ferritina € uma proteina com um nucleo altamente rico em ferro, o que a torna uma
forma de armazenamento de ferro que pode ser libertado quando é necessario. No entanto,
a maioria do ferro utilizado ¢ libertado do enterocito através da ferroportina para a corrente
sanguinea. Ao armazenar o ferro, a ferritina impede que este contacte com os fluidos corporais

e forme radicais que podem causar danos oxidativos nas células. (16, 22)

A determinacao de ferritina auxilia no diagnostico de doencas que afetam o
metabolismo do ferro, como é o caso da anemia por deficiéncia de ferro onde a ferritina se
encontra diminuida; e os casos de hemacromatose, de danos em tecidos ou de doencgas
inflamatorias (ferritina € uma proteina de fase aguda) ou malignas onde a ferritina se encontra

aumentada. (3)
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Transferrina

A transferrina é uma glicoproteina que possui dois locais de ligagao para o ferro férrico
(Fe’"), permitindo que o ferro se mantenha sollvel e seja transportado na circulagio sanguinea
até aos alvos que possuem recetores de transferrina, principalmente os eritroblastos na
medula 6ssea que incorporam o ferro na Hb. (3, 21) Desta forma, a transferrina limita também

a formagao de radicais e fornece ferro as células, duas importantes fungoes. (21)

A maior parte do ferro fornecido a transferrina tem origem no ferro da Hb que é
libertado para o plasma quando os eritrocitos, no final de vida, sao degradados nos macroéfagos
do sistema reticuloendodetial. Apenas uma pequena fragio de ferro transportado pela

transferrina tem origem na dieta. (3)

A saturagao e quantificagao de recetores sollveis de transferrina sao determinagoes
associadas a este parametro e cujas alteragoes auxiliam num diagnostico, no entanto estas

determinagoes nao sao realizadas no SPC da ULS da Guarda. (Tabela Ill)

Capacidade insaturada de ligacao de ferro e Capacidade total de fixacdao do ferro

Em individuos saudaveis apenas |/3 da transferrina encontra-se saturada de ferro,
correspondendo a capacidade insaturada de ligacao de ferro (UIBC - Unsaturated Iron-binding
Capacity) a porgao de transferrina que ainda nao foi saturada com ferro. A TIBC corresponde
a capacidade total que existe de o ferro se ligar a proteinas do sangue. Como a transferrina é
a principal proteina de ligagcao do ferro na circulagao, a TIBC é uma boa medida indireta da
quantidade de transferrina que esta disponivel para se ligar ao ferro. Assim, é importante notar
que, embora a TIBC seja um reflexo da quantidade de transferrina disponivel, a TIBC e a
transferrina nao sao sinénimos. (3, 21) Dependendo da causa que provoca variagoes na
concentragao sérica do ferro, verifica-se que a TIBC se comporta de forma carateristica

dependo da causa (Tabela lll). (3)
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Tabela Il - Parametros importantes no estudo do metabolismo do ferro e as suas alteragbes associadas a determinadas
patologias. (3)

Deficiéncia de Inflamacao crénica .. £ s
Anemia sideroblastica

Ferro ou malignicidade
. Baixo no tipo hereditario, mas
VCM Reduzido Nor;r?dluc;l%:mxa frequentemente aumentado
no tipo adquirido
Ferro sérico Reduzido Reduzido Aumentado
TIBC Aumentado Reduzido Normal
Ferritina sérica Reduzida Normal/Aumentada Aumentada
Recetores de
. L. Aumentado Normal Normal/Aumentado
transferrina séricos
Reservas de ferro
; Ausente Presente Presente
na medula 6ssea
Ferro eritroblastos Ausente Ausente Forma de anel

3.2.5. Avaliacio do metabolismo mineral 6sseo

O sistema esquelético é o depdsito de 99% do calcio do corpo, contendo também a
maior parte do fosfato (85%) e muito do magnésio (55%) do corpo. A concentragao destes
ides no plasma depende da deposicao e reabsorcao mineral ossea, absorgao intestinal e
excregao renal. A paratormona (PTH) e a 1,25-(OH)2-vitamina D (calcitriol) sao as principais

hormonas que regulam esses processos. (16)

O osso € um tecido vivo que esta constantemente a ser remodelado pela degradagao
de tecido antigo e sua substituicao por nova matriz 6ssea. O osso € composto por uma matriz
extracelular constituida principalmente por colagénio (cerca de 90%) que forma uma rede de
fibras flexiveis, cuja mineralizagdo ocorre através da deposigao de calcio e fosfato inorganico
e permite formar um esqueleto rigido. (16) O calcio, fosfato, magnésio, PTH e calcitriol sao

parametros determinados no SPC da ULS da Guarda.

Calcio e PTH

No sangue, o calcio (Ca®) pode ser encontrado em trés estados fisico-quimicos,
existindo aproximadamente 50% na forma livre (ionizado), 40% ligado as proteinas plasmaticas,
principalmente albumina, e 10% complexado com pequenos anides. A fracao livre de calcio é
a forma biologicamente ativa. A sua concentragao no plasma é fortemente regulada pelas
hormonas reguladoras do cilcio, a PTH e o calcitriol. O calcio possui varios papéis criticos
como na sinalizacao intracelular, na contracao muscular, na mineralizacao 6ssea e no controlo

da fungao de proteinas extracelulares, como as da cascata de coagulagao. (16)
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A PTH é uma hormona libertada pelas glandulas paratiroides em resposta a
hipocalcemia (baixas concentragoes de calcio) com o objetivo de aumentar o calcio no sangue,
ao estimular a reabsorc¢ao 6ssea, a absorc¢ao renal de cilcio e a sintese de calcitriol, que por

sua vez atua no intestino e aumenta a absorgao intestinal de calcio e fosfato.

A hipocalcemia pode ocorrer devido a uma redugao do calcio ligado a albumina ou da
fracao livre de calcio, ou ambos. A hipoalbuminemia (baixas concentragoes de albumina) é a
causa mais comum de calcio total diminuido associada a concentragdes de calcio livre normal.
A insuficiéncia renal crénica é uma outra condigao clinica que contribui para a hipocalcemia,
através da hipoproteinemia; da hiperfosfatemia, uma vez que elevadas concentragbes de
fosfato uma agao inibitdria sobre a enzima que realiza a hidroxilagao da 25-OH vitamina D e
como consequéncia diminuem os niveis de vitamina D ativa (calcitriol); e da redugao da sintese
renal, que causa também uma redugao dos niveis de calcitriol com consequente diminuicao da
absorgao intestinal de calcio. A hipercalcemia (elevadas concentragoes de calcio) pode resultar
do aumento da absorcao intestinal, retencao renal, reabsor¢ao 6ssea ou uma combinacao de
mecanismos. O hiperparatiroidismo primario é a causa mais comum da hipercalcemia em
individuos de ambulatério, enquanto a malignidade a nivel da paratiroide é a causa mais comum

em individuos hospitalizados. (16)

Fosfato

O fosfato (PO,”) apresenta duas formas, a orginica e inorginica sendo esta Ultima a
fracdo determinada na clinica. No plasma, o fosfato inorganico existe na forma de anides
fosfatos monovalentes e divalentes. No sangue, o fosfato organico encontra-se principalmente
dentro das células e incorporado em acidos nucleicos, fosfolipidios, proteinas e compostos de

alta energia, como a adenosina trifosfato (ATP). (16)

A hipofosfatemia (baixas concentragoes de fosfato) pode ser causada por uma mudanga
de fosfato do espago extracelular para o intracelular como aquando da injegao de insulina ou
estimulacao da secregao de insulina induzida por hidratos de carbono que aumentam o
transporte de fosfato e glicose para as células; perda ou eliminagao renal em excesso de
fosfato, como nos casos de hiperparatiroidismo primario; e diminuigao da absorgao intestinal.
A hiperfosfatemia (elevadas concentragoes de fosfato) pode ser causada por incapacidade de
os rins excretarem fosfato, como na insuficiéncia renal; por niveis baixos de PTH, como no
hipoparatiroidismo primario; e por resisténcia a PTH, como no hiperparatiroidismo

secundario. (16)
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Magnésio

O magnésio (Mg*") é o quarto catido mais abundante no corpo, sendo que 55% do
magnésio total encontra-se no esqueleto e 45% no espaco intracelular. Dentro da célula, a
maior parte do magnésio encontra-se ligada a proteinas e moléculas carregadas negativamente,
principalmente ATP. O magnésio extracelular representa cerca de 1% do conteudo total de
magnésio do corpo, sendo que cerca de 55% do magnésio plasmatico encontra-se na forma

livre (ionizada). Este catiao é um cofator de muitas enzimas. (16)

A deficiéncia de magnésio, hipomagnesemia, deve-se geralmente a perdas de magnésio
no trato gastrointestinal ou nos rins. Este défice pode causar um aumento da excitabilidade
neuromuscular, uma vez que o magnésio inibe competitivamente a entrada de calcio nos
neuronios; prejudicar a secregao de PTH e causar resisténcia do orgao-alvo a PTH, o que
pode causar hipocalcemia e hiperfosfatemia. A hipermagnesemia pode ocorrer devido a
excesso de ingestao ou diminui¢ao da excre¢ao, no entanto a intoxicagao por magnésio nao é

comum. (16)

3.2.6. Avaliacao do equilibrio hidroeletrolitico

A manutencao da hemostase da agua é primordial para a vida de todos os organismos
e depende, principalmente, de quatro eletrdlitos: sédio (Na”), potassio (K"), cloreto (CI) e
bicarbonato (HCO;). Estes apresentam-se principalmente como ides livres e com um papel
importante no equilibrio acido-base, na fungao muscular e na atividade de enzimas.
Concentragoes anormais destes eletrolitos podem causar alteragdes no equilibrio
hidroeletrolitico e serem a origem ou a consequéncia de uma variedade de alteragoes

fisiologicas. (16)

O Na*, o K*e o CI sdo ides que constituem o ionograma e sio determinados no SPC
da ULS da Guarda por potenciometria através de elétrodos seletivos para cada ido. A
temperatura e os lipidos sao fatores que interferem na condutividade e, por consequéncia, na
determinagao das concentragoes destes ioes, pelo que é necessario ter-se em atengao a

lipemia da amostra e, se for relevante, introduzir um comentario no pedido da amostra
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Saédio

O Na" é o principal catido extracelular ao representar aproximadamente 90% dos
catioes no plasma, pelo que é responsavel por quase metade da for¢a osmética do plasma. O
Na® presente na dieta é quase completamente absorvido pelo trato gastrointestinal e
reabsorvido apds filtragao glomerular. O iao em excesso é excretado pelos rins, num processo
regulado pela aldosterona que estimula a reabsor¢io tubular de Na* e CI, a excregdo tubular
de K' e consequentemente a retencio de agua devido a pressio osmética criada; e pela
hormona antidiurética (ADH) que estimula a reabsorc¢ao de agua a nivel do tibulo coletor,
sendo a formagao de ambas estimulada pelo sistema renina-angiotensina-aldosterona. Este
sistema € estimulado pela diminuigao da perfusao renal que estimula a renina que, por sua vez,
estimula a angiotensina que leva a libertagao da aldosterona e ADH. Assim, uma saida
desregulada de Na® gera perda de agua nos rins, resultando num desequilibrio significativo da

concentragao deste eletrolito e do volume de 4agua no organismo. (16)

O intervalo de referéncia tipico deste catiao é 136-145 mmol/L para adultos. As
amostras hemolisadas que sao analisadas nao apresentam erros significativos nos valores de
Na® sérico determinados, uma vez que os eritrocitos contém apenas um décimo do Na*
presente no plasma. (16) A hiponatremia (baixas concentracdes de Na*) pode ser causada por
situagdes que resultam na perda de Na* como vémitos, diarreia, hemorragias; ou que impedem
a reabsorcio de Na* como uso prolongado de diuréticos; ou que resultam numa deficiéncia
na reabsorgao a nivel tubular como a necrose tubular e doenga renal; ou que causam um
aumento na sintese ou sensibilidade a ADH gerando uma maior retencio de agua e
consequente efeito de diluicio. A hipernatremia (elevadas concentragdes de Na*) é mais rara
que a hiponatremia e indica quase sempre um défice de agua que pode ser causada por
desidratagdo severa, excesso de perda de dgua através da pele e pulmdes ou

deficiéncia/insensibilidade 8 ADH, mas também pode ser causada por excesso de Na* na dieta.

(17)

Potassio

O K" é o principal catido intracelular, sendo as suas altas concentragdes intracelulares
mantidas através da bomba Na*/K* ATPase que transporta K* para dentro das células contra
um gradiente de concentracao, a custa de ATP. A diminuicao da atividade da bomba resulta

numa difusio de K* para o fluido extracelular e plasma. O K" é obtido através da dieta,
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absorvido pelo trato gastrointestinal e rapidamente distribuido, sendo uma pequena

quantidade absorvida pelas células e a maioria excretada pelos rins. (16)

O intervalo de referéncia para o K* no soro é 3,5-5, mmol/L para adultos. A
determinagio de K' no soro de amostras hemolisadas originam concentra¢cdes de K*
falsamente aumentadas, pelo que é importante durante a validagio da concentragio de K* ter-
se a informagao se amostra se encontrar ligeiramente, moderadamente ou excessivamente
hemolisada. Em contraste, amostras armazenadas a temperaturas elevadas, como 37°C, que
ndo diminuem a glicolise, originam concentracées de K* falsamente diminuidas. (16) A
hipocaliemia (baixas concentra¢cdes de K') pode ser causada pelo uso de diuréticos que
aumentam a excrecio de K*; por aumento da secrecio de aldosterona; por défice de K* na
dieta ou por perda gastrointestinal. A hipercaliemia (elevadas concentrag¢des de K*) pode ser
causada por diminuigio na excre¢io de K* devido, por exemplo, a deficiéncia em aldosterona,
a medicamentos, a insuficiéncia ou falha renal; por aumento da libertagio de K* pelas células

ou por excesso de K* na dieta. (17)

Cloreto

O CI” é o principal anido extracelular e tal como o Na* encontra-se significativamente
envolvido na manutengao da distribuicdo da agua e equilibrio aniao-catiio no fluido
extracelular. Os ices cloreto sao quase completamente absorvidos pelo trato gastrointestinal

e excretados pelos rins apos filtragao glomerular. (16)

Os intervalos de referéncia para o CI™ no soro variam de 98-107 mmol/L a 100-108
mmol/L. Tal como o Na”, os valores de CI~ determinados nio sio significativamente afetados
em amostras hemolisadas, uma vez que a sua concentragao eritrocitaria & aproximadamente
metade da concentragio sérica. O Na* e o CI™ funcionam como contra-ido um do outro pelo
que se movimentam no mesmo sentido, contribuindo para a pressao osmética no mesmo
sentido. (17) Desta forma, a hipocloremia (baixas concentragoes de CI7) e a hipercloremia
(elevadas concentragoes de CI7) apresentam causas semelhantes a hiponatremia e
hipernatremia, respetivamente, e durante a anélise do ionograma é de esperar que o Na* e o

CI™ sofram alteracoes no mesmo sentido.
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3.2.7. Avaliacdao da Funcao hepatica

O figado apresenta um papel central e critico no metabolismo, digestao, desintoxicagao

e eliminagao de substancias do corpo. (16)

As fungdes hepaticas podem ser avaliadas através da determinagio de varios
parametros no soro que, apesar de alguns nao serem exclusivos do figado, quando sao
avaliados em conjunto auxiliam na avaliagao de alteragoes da fungao hepatica, conhecidos
como testes de fun¢ao hepatica. No entanto, o figado apresenta-se como um érgao com
grande capacidade de reserva o que leva a que, em muitos casos, individuos com doenga
hepatica apresentem uma fungao normal apesar de existir um dano hepatico extenso. Nesses
casos, a lesao hepatocelular é comummente avaliada através da determinagao de enzimas que
sao encontradas nas células do figado. Desta forma, a avaliagao hepatica inclui testes da fungao

hepatica e de lesao hepatocelular, que compreende hepatocitos, canaliculos e ductos biliares.

(16)

Funcao Excretora - Bilirrubina

A bilirrubina é um pigmento produzido principalmente a partir da degradagao dos
eritrocitos maduros, sendo depois cerca de 15% produzida a partir do catabolismo de outras

proteinas contendo o grupo heme, como mioglobina, citocromos e catalases. (16)

Durante a metabolizagio do grupo heme, o ferro e a globina sao removidos e
reutilizados e a partir do anel de profirina forma-se a biliverdina. Esta é reduzida e forma a
bilirrubina nao conjugada ou indireta que € insoluvel em agua, pelo que precisa ligar-se a
albumina de forma a ser transportada até ao figado, onde depois se dissocia da albumina. Uma
vez no figado, é conjugada com o acido glucurénico formando a bilirrubina conjugada ou direta.
Esta ja é solUvel em agua e é secretada nos canaliculos biliares e excretada no intestino, sendo
um dos constituintes da bilis. Uma vez no intestino, nao é absorvida devido ao seu elevado
tamanho molecular. A nivel do ileo terminal, as enzimas bacterianas atuam sobre a molécula e
formam o urobilinogénio, parte do qual é excretado nas fezes conferindo-lhes cor. O restante
€ absorvido no ileo terminal, sendo que parte passa para o figado através da circulagao entero-
hepatica e é excretado novamente com a bilis e outra parte entra na circulagao e é filtrado

nos rins e excretado na urina. (17)

O aumento de bilirrubina nao conjugada pode indicar situagoes de superprodugao de
bilirrubina, geralmente causada por excesso de hemélise que origina grandes quantidades de

grupo heme para ser metabolizado; de diminuigao do metabolismo do figado, principalmente
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devido a defeitos congénitos envolvendo enzimas responsaveis pelo processo de conjugagao;

ou de diminuigao do transporte de bilirrubina para o figado (hipertensao portal). (16)

O aumento de bilirrubina conjugada no sangue resulta geralmente de hepatite aguda,
processo inflamatoério agudo a nivel hepatico; ou de colestase, obstrugao biliar que impede a
excregao da bilirrubina até ao intestino. Este aumento leva a que a bilirrubina conjugada
comece a ser filtrada a nivel dos rins e a ser eliminada na urina, tornando-se esta mais escura,
podendo também comegar a depositar-se na pele e nas membranas mucosas dando origem a
um sinal clinico designado por ictericia. Se a causa do aumento for um processo colestatico,
para além de aparecer bilirrubina na urina, as fezes também nao apresentam cor, uma vez que

nao chega bilirrubina ao intestino e o urobilinogénio nao se forma. (16)

Funcdo sintética — Albumina e tempo de trombina

O figado é o principal local de sintese de todas as proteinas da circulagao (com excecao
das y-globulinas) e de todos os fatores envolvidos na coagulagao. (17) A relagao entre a
albumina, proteina mais abundante, e o tempo de trombina permite avaliar a fungao hepatica
de sintese. Deste modo, se uma hipoalbuminemia (baixas concentragoes de albumina) estiver
associada a2 um tempo de trombina aumentado pode indicar que existe uma diminuicao da
funcao hepitica de sintese, uma vez que é afetada tanto a sintese de albumina como a sintese
dos fatores envolvidos na coagulagao. Pelo contrario, se existir uma hipoalbuminemia
associada a um tempo de trombina normal pode indicar que a albumina se encontra a ser

degradada de forma rapida ou a ser perdida em excesso através do rim ou intestino.

No SPC da ULS da Guarda, a albumina é determinada diretamente no soro da amostra
pelo autoanalisador por espetrofotometria, ao formar um complexo com o verde de
bromocresol que absorve a 628 nm, sendo a absorg¢ao a 628 nm proporcional a concentragao

de albumina na amostra.

Funcao de desintoxicacao — Amonia

Durante a degradagao dos aminoacidos existe a produgao de amoénia. Em condigoes
normais, a maior parte da amonia é convertida em ureia no figado através do ciclo da ureia,
uma vez que é nos hepatocitos que se encontram as enzimas envolvidos no ciclo, e excretada

pelos rins na urina. (17)
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A funcao hepatica de desintoxicagao é bastante importante, uma vez que situagoes de
hiperamonémia (elevadas concentragoes de amonia) resultam na acumulagao de amoénia no
cérebro que exerce efeitos toxicos no sistema nervoso central, causando encefalopatia
hepatica. A hiperamonémia pode ser de causa hereditiria ou adquirida. As deficiéncias
hereditarias das enzimas que fazem parte do ciclo da ureia sio a principal causa de
hiperamonémia, nomeadamente em lactentes. Dentro das causas adquiridas de
hiperamonémia encontram-se a doenga hepatica avangada, a insuficiéncia renal e a toma de

farmacos que interferiram com as enzimas envolvidas no ciclo da ureia. (16)

Ao contrario da maioria das determinagdes na area de Bioquimica do SPC da ULS da
Guarda que sao realizadas no soro, a determinagao das concentragoes de amonia € realizada
numa aliquota de plasma obtida ap6s centrifugagao do sangue colhido num tubo de EDTA, a
semelhanca da monitorizacdo de BNP. A determinagao ¢ realizada pelo autoanalisador por
espetrofotometria através da diminuicao da absorgao a 340 nm, uma vez que a amonia
desencadeia uma série de reagoes que acabam por envolver a oxidagao de Dinucledtido de
Nicotinamida e Adenina reduzido (NADH) a Dinucleotido de Nicotinamida e Adenina (NAD)
e o NADH absorve a 340 nm.

Funcdao Metabélica - Glicose e Lipidos

A hemostase da glucose e a manutengao dos seus niveis no sangue é também uma
funcao importante do figado. Em situagoes de jejum, a glucose no sangue é mantida pela
libertagao de glicose pelo figado através da quebra do glicogénio (glicogendlise), uma vez que
o figado armazena grandes quantidades de glicogénio; ou da sintese de nova glicose
(gliconeogénese) através de precursores de glicose, como o lactato, piruvato, aminoacidos e
glicerol proveniente da lipolise das reservas de gordura. Nas situagoes mais prolongadas de
jejum, os corpos ceténicos e os acidos gordos sao também usados como precursores
alternativos para a sintese de glucose. (17) Nos casos em que o figado apresenta uma
incapacidade nas suas fungdes de regular os niveis de glicose, os individuos em causa
apresentam-se com hipoglicémia e aumento na concentragao dos precursores da glicose,
incluindo corpos cetonicos e acidos gordos. Assim, desenvolve-se um estado de hipoglicémia
com acidose, devido as propriedades acidas de alguns percursores, que é incompativel com o

funcionamento das células e pode culminar na falha generalizada dos orgaos.

No SPC da ULS da Guarda, este parametro é determinado diretamente no soro da

amostra pelo autoanalisador por espetrofotometria. No autoanalisador, a glicose permite
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desencadear uma série de reagoes que acabam por envolver a reducao de NAD a NADH. O
NADH absorve a 340 nm e o aumento da absorgao a este comprimento de onda é

proporcional a concentragao de glicose no plasma.

As gorduras sao transportadas no plasma na forma de lipoproteinas. (17) Quando o
figado apresenta uma diminuigao na sua capacidade de sintese que leva a uma menor sintese
proteica, também o metabolismo lipidos sofre alteragées uma vez que a sintese de
lipoproteinas necessita de proteinas. Consequentemente, a sintese de lipoproteinas € menor
e nao ocorre transporte dos lipidos resultando num aumento das concentragoes de TG e

colesterol total em circulacao.

Lesao Hepatocelular

As cinco enzimas que sio comummente determinadas para avaliar lesao das células
hepaticas incluem a aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
fosfatase alcalina (ALP), y-glutamiltransferase (y-GT) e a lactato desidrogenase (LDH), sendo

todas elas determinadas no SPC da ULS da Guarda.

A AST é uma enzima principalmente mitocondrial e encontra-se presente no figado,
musculo cardiaco e esquelético e nos eritrocitos. Concentragoes elevadas desta enzima sao
observadas em situagoes de necrose hepatica, enfarte do miocardio, lesaio muscular e
insuficiéncia cardiaca congestiva. A ALT é uma enzima do citosol e é mais especifica para o
figado, pelo que concentragoes aumentadas desta enzima encontram-se muito relacionadas
com lesao hepatica. (16, 17) A LDH apresenta uma ampla distribuigao nos tecidos e pelo facto
de nao ser especifica de um so tipo de célula é definida como um marcador de lesao celular

generalizada. (16)

Desta forma a AST, a ALT e a LDH sao enzimas libertadas quando existe qualquer tipo
de lesao celular e aparecem no plasma de forma relativamente rapida, pelo que niao sao
especificas de lesao dos hepatécitos apesar de a ALT se relacionar mais com a lesao hepatica
que as restantes. Os eritrocitos contém aproximadamente 3 a 4 vezes mais ALT e 40 vezes
mais AST a nivel intracelular do que o soro e apresentam uma atividade de LDH 150 vezes
superior a atividade de LDH no soro, pelo que amostras hemolisadas apresentam desde logo
concentragoes aumentadas destas enzimas. Pelo que, quando se analisam os resultados, é
necessario ter-se em atengao o estado da amostra em que estas enzimas foram determinadas.
Para além disto, para se relacionar as alteragoes nos niveis destas enzimas com lesao a nivel

do figado, é necessario relacionar as alteragoes com alguma fungao especifica do figado como
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a metabolizacao da bilirrubina. Assim, se a lesao celular for a nivel dos hepatocitos, a
capacidade de o figado metabolizar a bilirrubina diminui e a acompanhar o aumento das
enzimas existe também um aumento da bilirrubina total sérica, devido sobretudo a aumento

de bilirrubina nao conjugada. (16)

Em contraste, a ALP e y-GT sao enzimas glicoproteicas ligadas a membrana. A
localizagao mais importante de ambas as enzimas € na membrana canalicular dos hepatécitos,
refletindo dano nos canaliculos. Podem também ser encontradas noutros locais e situagoes

como € o caso da ALP a nivel dos ossos e da y-GT ao ser induzida pelo alcool. (16, 17)

Na pratica clinica, se a ALP e a y-GT se encontram aumentadas presume-se que tém
origem nos canaliculos hepaticos, indicando um processo colestatico a nivel dos canaliculos
com consequente destruicao. No entanto, casos com y-GT aumentada e ALP normal podem
ser indicativos de ingestao de alcool, pelo que, para se associar os seus aumentos a um
processo colestatico com lesao nos canaliculos, é necessario avaliar em conjunto outros
parametros, como a bilirrubina. Nas situagoes de colestase a y-GT aumenta em paralelo com
a ALP. Como consequéncia da colestase, a bilirrubina conjugada nao é secretada para os
canaliculos biliares nem excretada para o intestino, o que leva a um aumento da bilirrubina
total, sobretudo devido a aumento de bilirrubina conjugada. O processo colestatico pode ser
intra-hepatico ou extra-hepatico. Quando este € intra-hepatico, a destruicao dos canaliculos
biliares é acompanhada de um aumento precoce dos niveis da ALT uma vez que, ao ser intra-
hepatico, a bilirrubina comega a difundir para os hepatoécitos induzindo mais cedo processos
necréticos nas células, que resultam no aumento da ALT que é mais especifica para o figado

que a AST. (17)

Estes parametros siao determinados diretamente no soro da amostra pelo
autoanalisador por espetrofotometria. No autoanalisador, estas enzimas catalisam diferentes
reagoes das quais resultam compostos que diminuem ou aumentam a absorc¢ao detetada a um
comprimento de onda especifico, sendo essa variagao proporcional a concentragao de enzima

presente na amostra.
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4. Imunologia

No setor de Imunologia, do SPC da ULS da Guarda, é realizado um conjunto de
determinagoes que possibilitam o diagndstico e monitorizagao de varias patologias. Dada a
diversidade de parametros determinados neste setor e, na impossibilidade de os abordar
todos, é apresentada a descricio de dois equipamentos utilizados nalguns dos estudos, o
EUROBIlotOne e o ImmunoCAP 250, bem como os métodos por eles utilizados. A maioria
das determinagoes em Imunologia sao realizadas em amostras de soro, que sao separadas em

aliquotas no setor de Bioquimica a partir do tubo sem anticoagulante.

O EUROBIotOne é um equipamento que realiza o processamento completo de
immunoblots, ou seja, imunoensaios que permitem detetar numa amostra de soro a presenga
de Acs tipo IgG contra Antigénios (Ags) especificos. Para tal, sio utilizadas tiras de teste
revestidas com linhas paralelas de Ags altamente purificados. Caso estejam presentes os Acs
especificos na amostra, estes ligam-se aos Ags e formam imunocomplexos que sao,
posteriormente, incubados com um conjugado enzimatico. No final, é adicionado um substrato
sobre o qual a enzima do conjugado enzimatico atua e catalisa uma reagao que gera cor,
permitindo assim revelar a presenca dos Acs. Isto permite diagnosticar e monitorizar varias
doengas autoimunes como, por exemplo, doencas hepaticas autoimunes. Neste caso, €
utilizada uma tira de teste com 9 Ags diferentes e, de acordo com o painel de Acs detetados,

¢ possivel fazer um diagnostico e a distingao entre hepatite autoimune e cirrose biliar primaria.

O ImmunoCAP 250 é um equipamento que utiliza o método FEIA (Fluorescence
Enzymatic Inmunoassay), que consiste na detegao de Acs numa amostra através da emissao de
fluorescéncia. Para tal, a amostra é incubada com um Ag especifico e, caso existam Acs na
amostra contra esse Ag, forma-se um imunocomplexo, que é posteriormente incubado com
um conjugado enzimatico. Este complexo final, € incubado com um agente de desenvolvimento
sobre o qual a enzima atua e resulta emissao de fluorescéncia. Esta emissao é parada através
da adi¢ao de uma solugao stop e no final é medida a fluorescéncia, que quanto maior for maior
serao as concentragoes de Ac presentes na amostra. O ImmunoCAP 250 ¢ utilizado no
diagndstico e monitorizacdo de alergias e doengas autoimunes; como por exemplo, na
determinacao de calprotectina em amostras de fezes (previamente processadas em
Microbiologia) nas doencas inflamatoérias intestinais, uma vez que nestas doengas é encontrada
em concentragoes elevadas em amostras de fezes devido a ser uma proteina libertada por
neutrofilos que se deslocam para o trato gastrointestinal quando existe inflamagao no

intestino.
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5. Microbiologia

No setor de Microbiologia, do SPC da ULS da Guarda, sio realizadas anilises
bacterioldgicas, parasitoldgicas e micoldgicas de diversos produtos biologicos, como urinas,
fezes, sangue total para hemoculturas, produtos do trato respiratério (como as secregoes,
aspirados), exsudados (como o vaginal, uretal, orofaringico, vaginal/retal, lesdes purulentas),
LCR, liquidos organicos (como o ascitico, pleural) e outros produtos biolégicos (como
bidpsias cirurgicas, gastricas, cateteres e material de proéteses).

O principal objetivo deste setor é a identificagao dos microrganismos responsaveis pela
infecao num individuo e a obtencao do respetivo perfil de suscetibilidade aos antibioticos
sempre que necessario e possivel, uma vez que existem situagoes em que € necessario saber
qual o antibidtico a instituir, ou porque os individuos em causa desenvolvem reagoes perante
um determinado antibidtico ou porque os microrganismos em causa podem apresentar
resisténcias ja conhecidas a determinado antibidtico. Para que este objetivo possa ser
cumprido, é importante que todo o percurso da amostra desde a requisicao, colheita,
acondicionamento, transporte e processamento cumpra os requisitos estabelecidos pelo
servico. Um requisito importante é as amostras serem colhidas em recipientes estéreis, de
forma a garantir que os microrganismos que se identificam sao da propria amostra e nao o
resultado de uma contaminagao da amostra.

A Microbiologia constitui um setor com muito trabalho manual, desde as sementeiras
dos produtos, a preparagao de laminas e a sua coloragao, a observagao ao microscopio e aos
testes de identificagao. No estudo bacteriologico, as amostras sao recebidas e semeadas em
meios de cultura selecionados e sao preparadas laminas para coloragao de Leishman e de
Gram. A sua observagao ao microscopio, juntamente com o crescimento nos varios meios de
cultura selecionados, permite direcionar os proximos passos na identificagao do
microrganismo, que podem incluir preparar novas laminas ou realizar sementeiras em meios
especificos para isolar determinadas coldnias. Quando é isolada uma colonia pura, procede-se
a identificagao e a realizagao do antibiograma no equipamento automatico VITEK, sendo antes
realizados testes bioquimicos de identificagdo sobre as colonias puras. Estes permitem
escolher a galeria de identificacao e antibiograma a utilizar para aquela colénia em especifico,
uma vez que existe uma galeria, por exemplo, para bactérias gram-positivas, outra para gram-
negativas e outra para leveduras.

Durante o estagio, existiu a oportunidade de observar o processamento de amostras
para a pesquisa de Mycobacterium tuberculosis ou bacilos acido-alcool resistentes (BAARs), nas

quais podem ser realizadas coloragao de Leishman, Ziehl Neelsen e Auramina.
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6. Casos Clinicos
6.1. Caso Clinico |
Histoéria Clinica

Uma mulher de 35 anos queixa-se de cansago extremo e astenia, que tem vindo a evoluir ao
longo do ultimo ano. Nas ultimas semanas, apresentou dispneia de esforgo e dor nos membros
inferiores com marcha. Refere também cefaleias e perda de memoria. Sem antecedentes e
sem morbilidades anteriores, nao toma medicagao e refere que faz uma alimentagao variada.

Nao existe registo de doengas familiares.
Exame Fisico

Apresenta conjuntivas palidas, pulso de 97/min regular e pressao arterial 142/73 mmHg. O

eletrocardiograma, auscultagao e palpagao abdominal sao normais.

Resultados Laboratoriais

Tabela IV - Resultados laboratoriais caso clinico |.

Hemograma Resultado Valor de referéncia
Leucocitos 4,5 5,0 - 10,0 (10/3/pL)
Eritrocitos 3,01 4,0 - 5,2 (107 12/L)
Hemoglobina 11,0 12,0 - 16,0 g/dL
Hematécrito 33,4 36,0 - 46,0%
Volume Corpuscular Médio (VCM) 111,0 80,0 - 100,0 fL
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM)) 36,5 26,0 - 34,0 pg
Concentragao Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) 32,9 31,0 -37,0 g/dL
RDW (Distribuicao do didmetro dos eritrocitos) 12,8 11,9 -14,5%
Plaquetas 130 150 - 440 (1073/uL)

Esfregaco de sangue periférico: Observamos Macrositose, Trombocitopenia, Neutréfilos
hipersegmentados, Fragmentos de eritrécitos, Acantocitos e Eritrécitos em lagrima.

Bioquimica Resultado  Valor de referéncia
Glucose 85 <100 mg/dL
Creatinina 0,82 0,57 - 1,11 mg/dL
Ureia 22 2] - 43 mg/dL
Sédio 144 136 - 145 mmol/L
Potassio 3,80 3,50 - 5,10 mmol/L
Ferro 90 50 - 170 pg/mL
Acido félico 4,2 3,1 - 20,5 ng/mL
Vitamina BI2 <83,0 187 - 883 pg/mL
Tiroxina ou Tetraiodotironina (T4) livre 0,9 0,7 - 1,5 ng/dL
Hormona Estimulante da Tiroide (TSH) 1,53 0,35 - 4,94 pUl/mL
Lactato Desidrogenase (LDH) 190 125 - 220 U/L
Bilirrubina Total 0,46 0,20 - 1,29 mg/dL
Aspartato Animotransferase (AST) 32 5-34U/L
Alanina Animotransferase (ALT) 33 <55 U/L
Homocisteina 15,22 4,44 - 13,56 pmol/L
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Imunologia Resultado
Anticorpo anti-Fator Intrinseco (Fl) Positivo
Anticorpo anti-célula parietais gastricas Negativo

Medulograma: Observamos megaloblastos.

Interpretacao dos Resultados

O valor de hemoglobina abaixo do valor minimo do intervalo de referéncia indica
anemia e explica o cansago extremo, a astenia e as conjuntivas palidas; esta anemia é
classificada como macrocitica (VCM=111,0 fL). Existe trombocitopenia e leucocitopenia. Estas
interpretagoes sao suportadas pela observagio no esfregago de sangue periférico de

macrocitose e trombocitopenia.

A anemia macrocitica pode ser causada por hipotiroidismo, no entanto esta hipotese
é descartada uma vez que os valores de T4 livre e TSH se encontram dentro dos valores de

referéncia e nao existe registo de doengas familiares nem na doente.

Verifica-se que o valor de vitamina B12 se encontra diminuido e o valor de acido félico
normal. Esta diminuicdo pode justificar a existéncia de anemia macrocitica, leucocitopenia,
trombocitopenia e a observagao de neutrofilos hipersegmentados uma vez que a vitamina B12
€ um fator importante e limitante na sintese de ADN, limitando a sintese de novas células. A
deficiéncia de vitamina Bl2 pode justificar os sinais neurolégicos, dado que é necessaria na

sintese de S-adenosil metionina, um componente envolvido na sintese de neurotransmissores.

O valor de homocisteina encontra-se aumentado, o que vai de encontro ao facto de a
vitamina B2 se revelar diminuida, uma vez que a vitamina Bl2 é uma coenzima da reagao de
conversao da homocisteina em metionina. Dado que a doente refere uma dieta equilibrada,
para esclarecer a deficiéncia em vitamina B12 o clinico solicitou a pesquisa de anticorpos anti-
Fl e anticorpos anti-célula parietais gastricas. Verifica-se que existe um resultado positivo para
o anticorpo anti-Fl, o que indica que a diminuigao da vitamina Bl2 se deve a uma resposta

auto-imune contra o Fl que é essencial para a absorgao da vitamina B2 a nivel do intestino.

Sugere-se como diagndstico uma anemia macrocitica por défice de vitamina Bl2
causada por anticorpos anti-Fl. Esta situacao € comummente designada por anemia perniciosa.
O clinico encaminhou a doente para o Hospital de Dia para realizar um medulograma, onde
foi possivel evidenciar a presenca de megaloblastos. Perante esta observacao, a anemia é
classificada como uma anemia megaloblastica, o que vai de encontro ao diagnodstico proposto

uma vez que uma anemia perniciosa € uma anemia megaloblastica.
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6.2. Caso Clinico 2
Historia Clinica

Um doente, género masculino, com 78 anos, foi submetido a uma cirurgia para remogao de
um adenocarcinoma intestinal. Apos a cirurgia, permaneceu 24 horas na enfermaria de
recobro e transferido para o internamento no servigo de cirurgia. Apos 4 dias de internamento
apresenta agravamento do estado clinico, com febre (38,4°C), hipotensao (90/70 mmHg),
taquicardia (pulso de 100/min), taquipneia (> 20 inspiragao/expiragoes/minuto), sudorese com
alteragao no estado de vigilia. Fez antibioterapia preventiva com amoxicilina e apds a cirurgia
comegou uma terapéutica anticoagulante com heparina. O doente tem colocado um cateter
venoso central (CVC) de 4 [umens na veia subclavica para administragao de fluidos e farmacos

e um saco coletor de fezes.

Resultados Laboratoriais

Tabela V - Resultados laboratoriais caso clinico Il.

Hemograma Resultado Valor de referéncia
Leucocitos 12,27 5,0 - 10,0 (1073/puL)
Neutrdfilos 11,57 1,8 -7,0 (1073/pL)
Eosinofilos 0,03 0,0 - 0,6 (1073/uL)
Basofilos 0,01 0,0-0,2 (1073/pL)
Linfocitos 0,28 1,0 - 5,0 (1073/pL)
Monécitos 0,38 0,08 - 1,2 (1073/uL)
Eritrocitos 2,92 4,5-59 (10M2/L)
Hemoglobina 91 13,5-17,5 g/dL
Hematécrito 27,6 41,0 - 53,0%
Volume Corpuscular Médio (VCM) 94,5 80,0 - 100,0 fL
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) 31,2 26,0 - 34,0 pg
Concentragao Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) 33,0 31,0-37,0 g/dL
Distribuigao do diametro dos eritrocitos (RDW) 13,9 11,9 - 145%
Plaquetas 95 140 - 400 (1073/pL)
Plaquetocrito (PCT) 0,10 0,16 - 0,35%
Distribuigao do Diametro das Plaquetas (PDW) 12,8 98- 16,1 fL
Volume Plaquetar Médio (VPM) 11,0 9,4 -12,6fL

Esfregaco de sangue periférico: Nao se observaram agregados plaquetares. A trombocitopenia
foi comprovada numa amostra com anticoagulante diferente de EDTA.

Hemostase Resultado Valor de referéncia
Tempo de Protrombina (TP) 22,6 10,0 - 14,0 seg
Tempo de Tromboplastina Parcial ativado (TTPa) 58,4 25,1 - 36,5 seg
D-Dimeros 20601 < 500 ng/mL

Bioquimica Resultado Valor de referéncia
Glucose 110 < 115 mg/dL
Ureia 98 18 - 55 mg/dL
Creatinina 3,75 0,57 - 1,11 mg/dL
Sédio A 134 136 - 145 mmol/L
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Potassio 4,50 3,50 - 5,10 mmol/L

Bilirrubina total 4,69 0,20 - 1,20 mg/dL
Bilirrubina direta 3,61 0,00 - 0,50 mg/dL
Lactato Desidrogenase (LDH) 1869 125 - 220 U/L
Aspartato Animotransferase (AST) 2122 5-34 U/L
Alanina Animotransferase (ALT) 1268 <55 U/L
Proteina C Reativa (PCR) 30,90 < 0,50 mg/dL
Lactato 37 4 - 20 mg/dL
Peptideo Natriurético Tipo B (BNP) 2560 < 266 pg/mL
Endocrinologia Resultado Valor de referéncia
Procalcitonina 87,6 < 0,5 ng/mL

Com o agravamento do quadro clinico foram pedidas trés Hemoculturas (duas Aerdbias e
uma Anaerobia). Duas garrafas apresentaram crescimento bacteriano apos um periodo de
incubagao de 6 horas e uma apds um periodo de incubagao de |2h. Foi realizado um exame
direto (exame de Gram) das hemoculturas onde se observaram muitos bacilos Gram
negativos. Foi realizada cultura em gelose de sangue e gelose de chocolate e isolada e
identificada uma Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae, produtora de carbapenemases tipo
KPC, com perfil de suscetibilidade a: Ceftazidima/Avibactam, Meropenem, Colistina.

Interpretacdo dos Resultados

O valor de hemoglobina abaixo do valor minimo do intervalo de referéncia indica
anemia, classificada como normocitica e normocromica (VCM=94,5 fL, HCM=31,2 pg). Este
tipo de anemia pode ser causado por hemorragias consequentes a uma cirurgia. A leucocitose
com neutrofilia correlaciona-se com uma cirurgia, mas também com uma infecao. A
trombocitopenia é confirmada pela auséncia de agregados plaquetares no esfregago de sangue
periférico. Uma possivel causa da trombocitopenia € a destruigao periférica de plaquetas, que
pode ocorrer durante a resposta a uma infe¢ao grave. O TTPa encontra-se aumentado devido
a terapéutica com heparina. A heparina é um anticoagulante que aumenta a atividade da
antitrombina que inibe fatores da coagulagao, principalmente da via intrinseca da cascata de
coagulagao. O TTPa é o parametro que permite avaliar a via intrinseca e como a ativagao desta
via encontra-se diminuida devido a heparina, o valor de TTPa aumenta. Desta forma, existe
uma menor capacidade de coagulagao e, consequentemente, um maior risco hemorragico que

pode contribuir para a anemia registada. Este risco é agravado pela trombocitopenia.

Os valores aumentados de D-Dimeros e PCR indicam que existe um processo
inflamatorio. Os D-Dimeros também se encontram aumentados devido a terapéutica com
heparina, porque a heparina é um agente fibrinolitico e os D-Dimeros sao o resultado da sua
acao. A hiperlactemia indica que existe uma situagao de hipoxia nos tecidos que causa um
aumento de metabolismo anaerobio. A hipotese de hipoxia é sustentada pelo facto de o

individuo apresentar hipotensaio que causa uma hipoperfusaio dos orgaos e,
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consequentemente, uma menor quantidade de oxigénio. O elevado valor de Procalcitonina
indica que existe um quadro clinico de sépsis, com elevada probabilidade de progredir para
choque séptico. O valor elevado de BNP indica uma insuficiéncia cardiaca grave, como

resultado do processo inflamatorio e da hipotensao que causa uma hipoperfusao do coragao.

O valor aumentado de creatinina indica insuficiéncia renal. Esta insuficiéncia é
compativel com um quadro clinico de sépsis, uma vez que se trata de uma disfungao
multiorganica. A disfun¢ao a nivel do rim pode justificar a hiponatremia e hiperuremia, bem
como contribuir para a anemia por diminuicao de sintese de eritropoietina. Os valores
aumentados de LDH, de AST e principalmente de ALT indicam que existe destruicao celular
hepatica. A hiperbilirrubinémia, quer por aumento da fragao conjugada como nao conjugada,
deve-se a destruigao de eritrocitos no bago que ocorre devido ao processo inflamatério, mas

também da insuficiéncia hepatica.

Os fatores de riscos como a idade, a intervencao cirurgica a colocagao de um CVC e
saco coletor de fezes; um quadro clinico com hipotensao, febre, taquipneia e taquicardia; com
resultados laboratoriais que apresentam leucocitose, trombocitopenia, PCR e creatinina
aumentadas, hiperbilirrubinémia, hiperlactemia, hemoculturas positiva com um microrganismo
isolado e identificado; e com valores de Proclacitonina aumentados, sugere o diagnostico de
bacteriemia com evolugao para sépsis, com um foco no CVC colocado apos a cirurgia ou a
manipulagao indevida do saco coletor de fezes instituida em doentes com cirurgia do intestino

até anastomose cirurgica definitiva.
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7. Conclusao

O estagio curricular realizado no ambito do Mestrado em Andlises Clinicas possibilitou-
me entrar e participar na organica e na rotina diaria de trabalho do laboratério, o que me
permitiu consolidar, sedimentar e colocar em pratica os conhecimentos adquiridos nas
unidades curriculares, bem como aprofundar, desenvolver e adquirir saberes, experiéncia e
competéncias na execuc¢ao das mais variadas metodologias existentes num laboratério como

também na interpretagao critica dos dados laboratoriais.

E importante que os resultados fornecidos ao clinico pelo laboratério sejam nio sé o
mais verdadeiros possivel, sendo de extrema relevancia o controlo de qualidade a que os
varios ensaios sao submetidos constantemente, como também devem ser cedidos ao clinico
num intervalo de tempo adequado, de forma a possibilitar num individuo uma intervencgao

adequada e atempada perante os resultados das analises.

Durante a andlise dos resultados laboratoriais, € importante relacionar as varias causas
que provocam as alteragoes observadas nos diversos parametros analisados, bem como a
historia clinica, de forma a chegar a uma causa comum e a um diagndstico. E igualmente
importante analisar parametros especificos, que acabam por ser marcadores de um

determinado quadro clinico e que permitem sedimentar um diagnostico.

O presente estagio curricular foi uma experiéncia enriquecedora que, ao me permitir
o contacto com o contexto real de trabalho, contribuiu para sedimentar e aumentar a minha
experiéncia laboratorial e colocd-la em pratica num contexto profissional, permitindo-me nao
so iniciar a minha experiéncia profissional num laboratério de analises clinicas e como também

crescer a nivel pessoal.
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