indice

INDICE
ABREVIATURAS . ..ot s s s s s s s e st eneens v
RESUMO......oeecteeeeeeceeee et ee e e st e e s e et et e et eeeseeeesenssensnennnnnanas ix
ABSTRACT ..ottt n s n e e s enen s an s e ix
N RT0] 17070 1R 1
CARATERIZACAO DO LABORATORIO DE ESTAGIO ... 2
ATIVIDADES DESENVOLVIDAS .......ooieieieeeeeeeeeeeeeee s s 4
L HEMATOLOGIA ...t s e an e 5
1.1 Equipamentos e Metodologias Utilizadas .............ueeueeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiieneens 5
L2 o =T 4 T [ =10 o = SRR 6
L 2 N 01T o - PSSR EPPPRORRPPIN 10

1.2.2 Execucao e Observacao do Esfregaco Sanguineo de Sangue Periférico.11

1.2.3 Contagem de RetiCUIOCITOS .........eueiiiiiiiiiiieie e 13
1.2.4 Velocidade de Sedimentagao (VS)....ccoooviiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 13
1.3 Hemostase e Provas de Coagulagao ........c.uuueiiiiiiiiiiiiiieieieeeee e 14
1.4 GrUPOS SANQUINEOS ...ceiiiiiiiiiiittee e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e naneeeeeeeeaeas 17
1.4.1 SiStemMa ABO ... 17
1.4.2 Sistema RN 18
LIRS T 1] o - DTSSR PPRRRRTRRRRTRRPRRRRIN 19
1.6 Controlo de QUAlIdAde ... 19
2. BIOQUIMICA ..ottt 21
2.1 Hidratos de CarbONO0.........ccoiiiiiiiiiiiiee e 22
2.1 GlICOSE ettt 22
2.1.2 HbA1c (Hemoglobina Glicosilada)...........cccuvveiieiiieeeeeiiiiiieeeee e 23
2.2 LIPIAOS oot e e e e e e e e 24
2.2.1 ColeSterol TOtal .........ooeiiiiiie e 24
2.2.2 COlEStEIOI-HDL ... 25

Margarida Souto Pinto Proenga Lucas i



indice

2.2.3 COlESLEIOI-LDL.. ... 26
P S I 4o | e7=Tq o (o1 PP OPPPPPPPPPPN 26
2.3 Compostos Nitrogenados ProteiCoS ........ccuuveiiiiiiiiiieieeee e 27
2.3.1 Proteinas TotaiS. ... 27
2.3.2 Proteina C Reativa (PCR) ....oooiieeee e 28
2.3.3 AIDUMING SEFICA....ceeieiieeeee e e e e e e e e e e eennes 29
PR I 3\ Tod o =11 o 10 4o 11 o T ¢ - USRI 29
2.4 Compostos Nitrogenados NGO ProteiCos .........ccccvviiiiiiiiiiiieiieiieieeeeeeen 30
2.4.1 ACIHO UFICO ... s 30
242 UF@IA ..t e e e e 31
2.4.3 Creatinina e Clearance da Creatinina...........ccceeiiiiiiieei i 32
2.5 BENZIMAS oo 33
P2 T I S N I 1 N USRS 33
2.5.2 ALT /G P T et 34
2.5.3 Fosfatase Alcalina (ALP) ... 35
2.5.4 Gama-glutamil transferase (-GT) .......ceeeeiiiiiiiiiiiieee e 36
2.5.5 Creatina CiNase (CK).....ueiiiiiiiieei e 37
2.5.6 LDH (Lactato DesSidrogenase) ..........eeeeeeeeiiiiiiiiieiieeeeae e e eeieeieeeee e e e e e 38
2.5.7 AMIIASE ... e e e e e e 39
2.6 BilIrTUDINGS ...t nnnnne 40
2.6.1 Bilirrubina Total.......cooooeieeeee e 40
2.6.2 Bilirrubina Direta ......cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 41
2.6.3 Bilirrubina INAIreta..........ooeviiiiii e 42
2.7 108 ettt e e e e e e e e e ee s 42
P2 0 TS T Yo [ TR 44
2.7.2 POLASSIO ...eeeeteeeee ettt e e e e e e e 45
P ARG T O (o] 1= (o 1= PP OPPPPPPPPPPN 46
P A Y =T [ =T o PSS PP PPPPPPPPN 46

ii Margarida Souto Pinto Proenca Lucas



2.7.5 CAICIO .ttt e 47
2.7.6 FOSTONO .. 49

P O A o= ¢ (o IS T= T oo R EPPP R 50

2.8 Controlo de Qualidade no Laborato6rio de Bioquimica ..........ccoccuvvieeeeeeeinnnnnee 50

P S B O 111 o] =T o LU EPPP R 50
2.8.2 Controlo de Qualidade INtErNO ......cooiiiiiiiiiieeee e 51
2.8.3 Controlo de Qualidade EXIerno ... 51
CONGCLUSOES ..ottt ns s 53
2] ST (@ 1] o 7Y o RS 55
ANEXOS ..t h et et e e nb e e e e ne e e e nna e e e ennes 57

Margarida Souto Pinto Proenga Lucas iii






Abreviaturas

ABREVIATURAS

Ac Anticorpo

ADE(RDW) Amplitude da Distribuicao Eritrocitaria
AEQ Avaliacao Externa da Qualidade

ALP Fosfatase Alcalina

ALT Alanina Aminotransferase Sérica

AMP 2-amino-2-metil-1-propanol

AR Artrite Reumatoide

AST Aspartato Aminotransferase sérica
4-AAP 4-Aminoantipirina

Ca? Calcio

CHGM Concentracdo da Hemoglobina Globular Média
CK Creatina Cinase

Cr Cloro

CE Colesterol Esterase

CNPG3 2-cloro-4-nitrofenil-alfa-D-maltrotriosido
co Colesterol Oxidase

CPNP 2-cloro-4-nitrofenol

cal Controlo de Qualidade Interna

CTFF Capacidade de Fixacao da Transferrina
DHBS 3,5-dicloro-2-hidroxibenzenossulfénico
DCHBS 3,5-dicloro-2-hidroxibenzenossulfonato
EDTA Acido Etilenodiaminotetracetico

ELFA Enzyme Linked Fluorescent Assay
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
FA Fosfatase Alcalina

Fl Fentolitros

FR Fator Reumatdide

FFUC Faculdade Farmacia da Universidade de Coimbra
Fvw Fator de von Wilebrand

Gl Gastrointestinal

GK Glicerol Cinase

GLDH Glutamato Desidrogenase
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Abreviaturas

GPO Glicerolfosfato Oxidase

G6PDH Glicose-6-fosfato Desidrogenase

HBA Acido Hidroxibenzéico

Hb Concentragdo da Hemoglobina

HbA1c Hemoglobina Glicosilada

HDL Lipoproteinas de Alta Densidade

Hgb Hemoglobina

HGM Hemoglobina Globular Média

HK Hexocinase

HPO Peroxidase de Rabano

Ht Hematécrito

IDL Lipoproteinas de Densidade Intermédia
INR International Normalized Ratio

INSA Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge
ISI indice de Sensibilidade Internacional (Tromboplastina)
K* Potassio

LAC Laboratorio de Analises Clinicas

LCR Liquido Cefalorraquideo

LDL Lipoproteinas de Baixa Densidade
LDH Lactato Desidrogenase

MDH Malato Desidrogenase

Mg?* Magnésio

MPV Volume Médio das Plagquetas

4-MUP 4-metil umbeliferil fosfato

NAC N-Acetil-L-Cisteina

NAD Beta —nicotinamida Adenina

NADH Beta -Nicotinamida Adenina Dinucle6tido
Na* Sédio

Nm Nandmetros

PCR Proteina-C-Reativa

Pg Picogramas

PTGO Prova Oral de Tolerancia a Glicose
PTH Hormona Paratiréide

RNA Acido Ribonucleico

RF Fator Reumatoide
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Abreviaturas

Rpm
SASUC
SD
SGQ
SIADH
ST
TFG

TP

TTP
UKNEQAS
VGM
VIDAS
VLDL

VS

Rotacbes por minuto

Servicos de Acado Social da Universidade de Coimbra

Desvio Padrao

Sistema de Gestao de Qualidade

Sindrome de Secrec¢éao Inapropriada de Hormona Antidiurética
Saturagao da Transferrina

Taxa de Filtracao Glomerular

Tempo de Protrombina

Tempo Parcial de Tromboplastina

United Kingdom National External Quality Assessment Service
Volume Globular Médio

Vitek Immuno Diagnostic Assay System

Very Low Density Lipoproteins (Lipoproteinas de densidade muito
baixa)

Velocidade de Sedimentacao
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Resumo

RESUMO

Este relatorio de estagio do Mestrado de Anadlises Clinicas pretende descrever todas
as atividades nas quais estive envolvida durante o periodo de estagio no Laboratério
de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra.

Desta forma, vao ser descritos os métodos usados na execucdo de andlises nas
areas do laboratério em que mais trabalhei hematologia e bioquimica e a respetiva

interpretacéo de resultados.

ABSTRACT

This report for the Clinical Biology Master pretends to describe all the activities on

which | was involved during my practice in the Clinical Analyses Laboratory of FFUC.

In this way, there will be described all the methods used in the lab tests on the
laboratory areas | worked the most like Hematology and Biochemistry and the results

evaluation involved in this testing.
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Introducéao

INTRODUCAO

Este relatério visa descrever todas as atividades laboratoriais que desempenhei
como estagiaria do Mestrado de Analises Clinicas, durante o periodo de 27 de
Setembro de 2010 a 15 de Julho de 2011, sob a orientacdo da Dra. Maria Lucilia
Silveira e da Dra. Ana Donato, no Laboratério de Andlises Clinicas da Faculdade de
Farméacia da Universidade de Coimbra. O estagio decorreu todos os dias da
semana, de acordo com o horario do laboratério e dependendo do numero de
amostras diarias. Este estagio de carater profissional contemplou de forma geral as

valéncias: Hematologia, Bioquimica, Imunologia e Microbiologia.

As areas selecionadas para complementar os meus conhecimentos a nivel clinico

foram a Hematologia e a Bioquimica.

Primeiramente, fui integrada na parte organizacional do laboratério, de seguida pela
fase de colheitas de amostras e posteriormente no trabalho laboratorial em contato
com as amostras do cliente/utente, as técnicas para cada tipo de analise e aparelhos
correspondentes. Na primeira fase laboratorial acima referida, a pré-analitica, é
muito importante que o cliente/utente, a amostra e a solicitagdo de exames estejam
devidamente identificados. Tem que se ter em conta a correta preparagdo do doente
antes da colheita da amostra em causa, como o fato de estar em jejum, o estado
nutricional do utente/cliente, interferéncia dos medicamentos, exercicio fisico. Ja na
fase de colheita da amostra bioldgica &€ essencial ter conhecimento dos erros e
variagbes que podem ocorrer antes, durante e apds a obtengcdo da mesma (
identificag&o incorreta da amostra, troca de material, contaminagcdo da amostra, erro

por hemdlise, homogeneizagéao).

As diversas variaveis analiticas devem ser muito bem controladas na realizacao de

um exame laboratorial para assegurar que os resultados sejam precisos e exatos.
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Introducgao

CARATERIZACAO DO LABORATORIO DE ESTAGIO

O laboratério onde estagiei esta incorporado na Faculdade de Farmécia da
Universidade de Coimbra. Este Laboratério de Analises Clinicas tem como Diretora
Técnica a Dra. Maria Lucilia Silveira Farmacéutica Especialista em Analises Clinicas
e como Diretora Técnica Adjunta a Dra. Ana Donato Farmacéutica Especialista em
Andlises Clinicas. No LAC também trabalham uma técnica de diagndstico e

terapéutica, duas enfermeiras e duas funcionarias administrativas.

O laboratério esta dividido em varias areas: administrativa, colheitas e laboratoério.

Também tem um armazém e casas de banho.

As valéncias disponiveis sdo: Hematologia, Bioquimica, Endocrinologia, Imunologia

e Microbiologia.

O LAC envia amostras especificas dos clientes/utentes para o Laboratério D. Diniz e

tem um setor de colheitas no SASUC.
O numero médio de amostras diarias do LAC é cerca de 15.

O servigo participa no Programa de Avaliagdo Externa da Qualidade do INSA, que
abrange as éareas de Hematologia, Bioquimica, Imunologia, Endocrinologia e

Microbiologia.

O LAC tem varios equipamentos automaticos para processar as diversas analises:

1) Analisador Coulter Max’M para a realizacdo de andlises hematoldgicas;
utilizando o principio Coulter e Tecnologia VCS;

2) Syncron CX4: autoanalisador, totalmente automatizado e controlado por
computador para a determinacdo quantitativa de numerosos componentes dos
fluidos bioldgicos, nomeadamente do soro, plasma e urina, usado na Bioquimica;

3) VIDAS: analisador da Biomérieux, equipamento automatizado para analises
imunolodgicas utilizando a tecnologia ELFA que combina o método ELISA com
uma leitura final em fluorescéncia;

4) Analisador de VS: autoanalisador para ESR com detecdao por fotodiodo e

apresentacao de resultados em mm Westergreen,;

2 Margarida Souto Pinto Proenga Lucas



Introducéao

5) Option Plus4: coaguldémetro automatico; funcionamento por detecdo oética do
coagulo com agitacdo magnética constante do meio reacional;

6) Spotlyte Na*/K*/CI": analisador automatico baseado em elétrodos seletivos de
ioes.

7) Sistema Helena para eletroforese;

8) Combi Scan 100 (analisador de tiras de urina) para determinar parametros

bioquimicos na urina.

Dispde ainda de uma centrifuga e microscopio 6tico.

Margarida Souto Pinto Proenga Lucas 3



Atividades Desenvolvidas

ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Como ja foi referido, estagiei e desenvolvi atividades nos diversos setores:

1)

Imunologia: pesquisa do titulo de anti-estreptolisina O, ac. anti-citomegalovirus
IgG/IgM, ac. anti-HVA, ac. anti-HBc, ac. anti-HBc IgM, ac. anti-HBe, ac. anti-HBs,
ac. anti-hepatite C, ac. anti-HIV, ac. anti-HVA IgM, ac. anti-tirdideus, ac. anti-
toxoplasma IgG/IgM, ac. anti-virus da rubeola 1gG/IgM, ag. HBe, ag. HBs, fator
reumatoide/RA teste, reacao de Widal, reacdo de Waller Rose, reacédo de VDRL.

Microbiologia: na urina - exame citobacteriol6gico (direto e cultural com
identificacdo e eventual contagem de coldnias e antibiograma).

Endocrinologia: doseamento do estradiol, hormona foliculo-estimulante,
hormona lUteo-estimulante, hormona tireo-estimulante, tiroxina total ou livre,
triiodotironina total e fracdo livre, prolactina, testosterona e progesterona,
marcadores tumorais: Ca 19-9, Ca 125, Ca 15-3, alfa-fetoproteina, ag. carcino-
embrionario, ag. especifico da prostata- total e fracao livre.

Hematologia e Bioquimica: as duas vertentes que mais estudei e que vou focar
mais a frente, detalhadamente.

Margarida Souto Pinto Proenga Lucas



Hematologia

. HEMATOLOGIA

1.1 Equipamentos e Metodologias Utilizadas

a) Analisador Coulter Max’M para a realizagdo dos hemogramas:

Fig. 1 - Analisador Coulter Max’M

Funcionamento base do Coulter Max’M:
A tecnologia VCS é o mecanismo pelo qual os analisadores de hematologia Coulter

fazem a diferenciagdo dos leucécitos em cinco tipos: Neutréfilos, Linfécitos,

Mondcitos, Eosinofilos e Basoéfilos.

(vazio )

Entradada | | Corrente da - Eléctroda

corrente abertura .
= - interna
/a /%\\
. L ’ r—h . - ||
Eléctrodo ’ [\
externo \\fw e \@/
Ca d s = Detalhe da abertura
mara de _ -
contagem | s 4" Suspenséo
@/ de células
sanguineas

Abertura
Tubo de

abertura

Fig. 2 — Esquema de funcionamento do Coulter
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Hematologia

Para a contagem de particulas:

1) o numero de impulsos elétricos correspondente ao numero de particulas que
passam na abertura, amplitude dos impulsos proporcional ao volume das
particulas;

2) abertura na camara de contagem de eritrocitos e plaquetas de 50um, na camara
de contagem de leucécitos 10 pm;

3) contagem em triplicado para cada tipo de particulas: eritrocitos, plaguetas e
leucocitos;

4) na camara de contagem de eritrdcitos: eritrocitos-particulas com volume superior
ou igual a 36 fl; plaguetas- particulas entre 2 e 20 fl;

5) na camara de leucdcitos- particulas com volume superior ou igual a 36 fl.
b) Aparelho automatico de VS para medir a Velocidade de Sedimentagéao.

c) Option Plus4 para realizar os Testes de Coagulacdo Sanguinea: funcionamento
por detecao 6tica do coagulo com agitacdo magnética constante do meio reacional.

1.2 Hemograma

Este exame fornece-nos um conjunto de informagdes hematoldégicas quer
quantitativas quer qualitativas. E um dos exames laboratoriais mais requisitado pelos
clinicos para screening e diagnostico de diversas patologias. No Laboratério de
Andlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra utiliza-se
o Coulter Max’M para a contagem celular. No Coulter Max’M é feito o controlo de
qualidade interno antes do processamento das amostras dos utentes, com trés
niveis de controlo: alto, médio e baixo. Quando aparecem valores muito desfasados
no autoanalisador, comparamos esses mesmos valores com o histérico de analises

do cliente/utente para termos a certeza se se trata de uma patologia.

Feita a andlise dos resultados emitidos pelo Coulter, se nos depararmos com uma
alteracdo significativa dos valores podemos suspeitar de uma patologia,
nomeadamente de uma anemia. Apés o0 hemograma faz-se um esfregaco sanguineo

de sangue periférico e por fim a contagem de reticuldcitos.

6 Margarida Souto Pinto Proenga Lucas



Hematologia

O sangue é colhido por puncdo venosa para tubos que contém EDTA na proporcao
de 1:9 com o sangue.
O EDTA é um anticoagulante capaz de remover o calcio necessario a coagulagao e

€ 0 mais indicado uma vez que nao altera a morfologia celular.

a) Contagem de eritrocitos: € o numero total de eritrécitos por unidade de volume
de sangue total, expressa em 10'?/L.

b) Concentracao da Hemoglobina (Hb): medida de quantidade de hemoglobina por
unidade de volume de sangue, expressa em g/dl.

c¢) Hematocrito (Ht): determina o volume sanguineo ocupado pela massa dos
eritrécitos, em percentagem ou L/L. A partir dos valores do hematécrito, da
contagem de eritrocitos e da concentragdo de hemoglobina podemos calcular as
constantes eritrocitarias: VGM, HCM, CHCM e o RDW.

d) Volume globular médio (VGM) que é o volume médio dos eritrécitos expresso

Htl/1
n? eritrécitosx10°12/1°

em fentolitros (fl): VGM = Os valores normais sao de 80+10 fl, os

valores acima de 96 indicam macrocitose e os valores inferiores a 80 fl indicam
microcitose. E um parametro muito Gtil na classificagdo de anemias. Quando
estamos perante determinadas doencas em que se denota uma variagdao do
tamanho eritrocitario, embora o tamanho médio esteja inalterado, o VGM pode nao
apresentar alteracées e observamos no esfregago sanguineo uma anisocitose, que
sao globulos vermelhos de varios tamanhos e, por vezes, também com diferentes

formas chamado de poiquilocitose.

e) Hemoglobina corpuscular média (HCM) representa o conteido hemoglobinico

Hgbg/1
nleritrécitosx1012/1 ’

de um eritrocito expresso em picogramas (pg): HCM= os valores

normais variam entre 27+6 picogramas, os valores acima de 33 pg indicam

hipercromia e abaixo de 27 hipocromia (Principios de Hematologia Clinica, 2007).

f) Concentracao de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) é a razao entre a

Hgbg/1

quantidade de hemoglobina e o volume total de eritrécitos. Assim, CHCM= HCTIT

Margarida Souto Pinto Proenga Lucas 7



Hematologia

g) Amplitude da Distribuicao Eritrocitaria (RDW): é o coeficiente da variagdo da

distribuicao dos volumes eritrocitarios individuais, expresso em percentagem.

Quanto maior a percentagem de RDW maior é a anisocitose.

Q9% a0 "0 99V o0 ¢

) ) | ‘ “ ) AP
D0 ©ae "a® @ D© €00 a0 ¢
0 0260%9 © "o 0Y6p% ©

O 000 O, ©0000
O O
00»00,..00 0000 00

Fig. 3 - Diferentes formas de apresentagao das células sanguineas vermelhas, desde a forma normal
a) até ao estado hipocrémico.: (a) Erotécitos normais; (b) Micrdcitos; (c) Anisocitose; (d)
Poiquilocitose; (e) Hipocromia
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Hematologia

Hemograma Valores de referéncia
Eritrécitos d 452-59x10"%/L

Q 41-51x10"%/L
Hemoglobina 3 14,0 -17,5 mg/dL

¢ 12,0 - 15,0 mg/dL
Hematdcrito 4 0,42-0,5L/L

Q 0,36 —0,45 L/L
VGM Adultos 80 — 96 fl
HCM Adultos 27 — 33 pg
CHCM Adultos 30 — 35 mg/dL
Leucécitos Adultos 4,4 — 11,3 x 10° /L
Neutréfilos Adultos 40 — 75 % (2,0 — 7,0 x 10° /L)
Linfocitos Adultos 20 — 45 % (1,0 — 3,0 x 10° /L)
Monécitos Adultos 2 — 10 % (0,2 — 1,0 x 10° /L)
Eosindfilos Adultos 1 — 6 % (0,02 — 0,5 x 10° /L)
Basofilos Adultos < 1% (0,02 — 0,1 x 10° /L)

Tabela | — Valores de referéncia relativos ao hemograma.

h) Contagem de Leucdcitos: esta contagem representa o niumero de leucdcitos por

unidade de volume de sangue em 10%L. A férmula leucocitaria que completa o

hemograma pode ser estabelecida quer pelo contador automatico quer pela

observacdo ao microscopio de um esfregaco sanguineo. A partir daqui faz-se a

interpretagcao analitica através dos numeros absolutos.

(e)

Fig. 4 - Morfologia dos diferentes tipos de leucécitos: (a) Linfocito; (b)Monécitos; (c)Basdfilos;

Neutréfilos; (e) Eosindfilos

Margarida Souto Pinto Proenga Lucas 9



Hematologia

i) Contagem de plaquetas: Este é um tipo de contagem direcionado para o niumero
de plaquetas por unidade de volume de sangue, cujos valores variam entre 150 a
400x10%L de sangue. Um valor < 100x10% L é considerado Trombocitopenia e um
valor > 500 x 10%L Trombocitose. Relativamente a esta Ultima, é de todo necessario
um estudo cuidadoso, uma vez que é um parametro patologicamente importante,
pois o0 perigo de hemorragias pode condicionar a sobrevivéncia do individuo. Para o
estudo das plaquetas sdo necessarios testes complementares tais como provas de
agregacao plaquetar e quantificacao do Fator de Von Willebrand.

1.2.1 Anemia

Trata-se de um complexo de sinais e sintomas associados a diminuicdo da
concentracdo de hemoglobina e do hematécrito abaixo de valores definidos como
normais para pessoas normais, saudaveis da mesma idade, sexo e raca, em
condigbes ambientais semelhantes. Os dados laboratoriais que permitem defini-las
sdo as constantes eritrocitarias, hemoglobina, leucécitos, plaguetas e RDW. As
anemias distinguem-se em trés grupos: microciticas, hipocrémicas (deficiéncias em
ferro, talassémias) apresentam os valores de VGM <80fl e HCM < 27pg. As anemias
normociticas, normocréomicas tém um VGM entre 80-95 fl e HCM > 26 pg (muitas
anemias hemoliticas).As anemias macrociticas (megaloblasticas ou nao
megaloblasticas) apresentam um VGM > 95 fl. Estas s&o distingbes claras mas,
contudo, existem caracteristicas morfolégicas da anemia que ndo sao assim tao
evidentes, as alteracdes dependem do estadio de evolugdo do processo anémico.
Por exemplo, a anemia por doencga crénica pode ser normocitica e normocrémica ou
se a escala de tempo for mais prolongada microcitica e hipocrémica. Estes
problemas de diagnéstico sao geralmente resolvidos através do aspeto morfolégico
das células vermelhas; alteracbes leucocitarias e plaquetarias podem provocar
varias duvidas acerca da natureza das anemias. Nas anemias microciticas
hipocrémicas mede-se o ferro plasmatico, a capacidade total de ligagao do ferro e a
ferritina. Nas anemias macrociticas o reconhecimento de alteracdes morfolégicas
nas células vermelhas por excesso de alcool ou doenga do figado é vital tal como é
a crescente policromasia da reticulose. (Practical Haematology, 1995).
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Hematologia

1.2.2 Execucao e Observacao do Esfregaco Sanguineo de Sangue

Periférico

Depois da interpretacdo dos resultados fornecidos pelo hemograma se suspeitarmos
que estamos na presenca de alguma patologia executamos um esfregaco sanguineo
de sangue periférico. O esfregaco é feito fazendo deslizar uma goticula de sangue
entre a lamina e a lamela. Posteriormente para se observarem muito bem os
elementos figurados do sangue e alteracdes morfoldégicas que possam aparecer

realizamos uma colorag¢ao de Maygrinwald-Giemsa.

Deslizamento da Lamela
Lamela .
Grota &
de Sangue _ﬂ'{
Esfregaco
L
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~
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Fig. 5 - Execucao de um esfregaco sanguineo de sangue periférico
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()

Fig. 6 - Observacao microscépica de um esfregaco sanguineo de sangue periférico: (a) Zona

espessa de um esfregaco, (b) Zona correta para observacao, (c) Zona terminal de um esfregaco.
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1.2.3 Contagem de Reticuldcitos

Os reticuldcitos sao eritrécitos jovens que possuem RNA no seu citoplasma. Sao
células vermelhas mais jovens e percursoras das hemacias normais, cuja
percentagem, corrigida pelo hematocrito do paciente, nos da uma ideia da taxa de
producdo medular dos eritrocitos (Principios de Hematologia Clinica, 2007).

Esta contagem é feita para avaliar a capacidade de producdo de hemécias da
medula 6ssea e distinguir anemias relacionadas com perda sanguinea ou destruicdo
excessiva de hemacias e anemias por diminuicdo da producdo de hemacias. Para
monitorizar a resposta da medula 6ssea e a reposicdo da sua funcdo normal apo6s

quimioterapia, transplante de medula 6ssea ou tratamento de anemias.

Procedemos a este tipo de contagem celular quando o paciente apresenta uma
diminuicdo ou um aumento da contagem de hemacias, da hemoglobina, do

hematécrito, e também quando o médico quer avaliar a funcdo da medula éssea.

L ,’

& L

Fig. 7 - Reticulécitos

1.2.4 Velocidade de Sedimentacao (VS)

Amostra: plasma citratado em tubo especifico.

A velocidade de sedimentacdo é determinada ao encher um tubo calibrado de
didmetro padrdo com sangue total anticoagulado e ao determinar a velocidade de
sedimentacao dos eritrécitos durante um periodo de tempo especifico, geralmente

1h. Quando os eritrocitos se depositam no fundo do tubo, surge uma zona bastante
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grande de plasma transparente, que é a area medida. A maioria das alteragdes na
VS é causada por alteragdes das proteinas plasmaticas, principalmente fibrinogénio,
com menor contribuicdo das alfa-2-globulinas. A VS esta quase sempre aumentada
em utentes com insuficiéncia renal crénica submetidos ou ndo a dialise. A VS possui
trés aplicacbes principais para ajudar a detetar e estabelecer o diagnostico de
disturbios inflamatorios ou para excluir a possibilidade dessa patologias; como meio
de acompanhar a evolucéo clinica ou no tratamento de doengas com componente
inflamatério, como artrite reumatéide ou glomerulonefrite aguda; para confirmar a
presenca ou auséncia de doenca oculta, por exemplo quando o doente esta
totalmente assintomatico. Os tubos devem estar numa posi¢cdo absolutamente
vertical; mesmo graus minimos de inclinacdo possuem grande efeito sobre a

velocidade de sedimentacéo.

O método de Westergren, no qual se baseia o Option Plus 4, tem a reputacao de ser
imune aos efeitos da anemia, todavia existem estudos que contrariam esta hipotese.
Além da anemia e das alteracdes observadas no fibrinogénio e nas alfa-2-globulinas,
outros fatores também afetam a VS. As alteragdes nas proteinas séricas que
modificam a viscosidade do plasma influenciam a sedimentagdo dos eritrocitos.
Certas doencas como, como a anemia falciforme e a policitemia, diminuem

falsamente a VS. Os valores normais estao relacionados com a idade.

1.3 Hemostase e Provas de Coagulacao

A hemostase é o conjunto de processos que permitem manter o sangue no estado
fluido, resultante da interacao entre os fatores de coagulagéo, plaquetas sanguineas
e a capacidade de contracao ou distensdo dos vasos sanguineos em equilibrio com
o sistema fibrinolitico. Para o controlo da hemorragia, quando ha rompimento de um
pequeno vaso sanguineo, temos a Hemostase Primaria (vasoconstricao e formacao
de um agregado de plaquetas); de seguida, temos a Coagulagcdo Sanguinea onde
ha formacédo de uma rede de fibrina, por ativacdo da cacata de coagulacdo. Por
ultimo, a Fibrindlise, onde ocorre a dissolucao do coagulo e um restabelecimento do
fluxo sanguineo. Mas quando se trata de lesdes maiores, o0 sistema hemostatico nao

é suficiente para solucionar a hemorragia.
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Classicamente, a cascata de coagulacao divide-se em trés vias: a intrinseca,
extrinseca e a via comum. Na primeira, 0os elementos necessarios encontram se no
sangue e 0 processo inicia se quando ha lesdo endotelial e consequente exposicao
do colagénio. A via extrinseca ou via do fator VIl é considerada a principal via de
iniciacdo do processo de coagulacdo que a coagulagao parte de uma lesao tecidular
com libertagdo do fator Ill ou tromboplastina. As duas vias convergem a nivel do
fator X (via comum), com posterior ativagcao do fibrinogénio em fibrina. Apesar de ter
trés vias que a caraterizam, a coagulacdo € um processo dindmico, nao devendo

ser, por isso, compartimentado (Correia- Pinto et al., 1996).
No que diz respeito as Provas de coagulacao:
a) Tempo de Protrombina (TP)

O TP e utilizado em trés situacdes: para monitorizar a terapia anticoagulante; como
parte de uma triagem geral para disturbios da cascata de coagulacdo e como prova
de funcéo hepatica. O TP indica principalmente a existéncia de defeitos no sistema
extrinseco da coagulacao (protrombina e factores V, VIl e X). Se o defeito no
fibrinogénio for grave ele também ira produzir resultados anormais do TP, uma vez
que o teste depende de um mecanismo intato da fibrina para produzir o coagulo. E
6timo no controlo da terapéutica com anticoagulantes orais (cumarinicos,
antagonistas da vitamina K). As células hepaticas produzem certos fatores de
coagulacdo que necessitam da presenca da vitamina K para a sua sintese numa
forma passivel de ser ativada. Os anticoagulantes cumarinicos inibem a utilizacédo de
vitamina K pelas células hepaticas. Os fatores vitamina K-dependentes, situados por
ordem decrescente de sensibilidade a cumarina, sao: fator VII, fator IX, fator X e
protrombina. A anticoagulacdo obtida por estes anticoagulante e mais bem
monitorizada pelo TP, embora esta prova ndo seja afetada pelo fator IX (Ravel,
1995).

Para determinar o TP, no sentido de reduzir as diferengas entre os varios tipos de
testes utilizados, procedeu-se a padronizacao das tromboplastinas, atribuindo-se a
cada uma o seu ISI. Assim, os utentes/clientes devem monitorizar a dose diaria de

TP doente
TP normal

ISI
anticoagulante através do INR dado pela férmula: INR = ( ) , geralmente

um INR de 2,5 (Principios de Hematologia Clinica, 2007).
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Metodo:

O tempo consumido, em segundos, até a coagulacdo do plasma € o Tempo de
Protrombina.

12 Aplicar esferas na cupula da amostra em duplicado.

2° Colocar 100 pl de plasma em duplicado + 200 ul de reagente (tromboplastina
célcica).

32 Ler INR.

Valores de referéncia: 0,9-1,1.

Interpretacao: O reagente trombopléstico tissular utilizado no teste ndo contém os
fatores V, VIl e X, que devem ser fornecidos pelo plasma do paciente, juntamente
com a protrombina e o fibrinogénio. Assim, a deficiéncia ou auséncia de qualquer um
desses fatores, resulta num prolongamento do Tempo de Protrombina. Admitindo-
se que o fibrinogénio esteja em concentracdo normal, o prolongamento do Tempo de
Protrombina deve-se a deficiéncia de alguns dos fatores do complexo da
Protrombina.O Tempo de Protrombina pode encontrar-se alongado nos seguintes
casos: presenca de anticoagulantes circulantes, na deficiéncia de vitamina K e nas
hepatopatias de um modo geral.

b) Tempo Parcial de Tromboplastina (TTP)

Este é o método mais apropriado para investigar coagulopatias por deficiéncia de
um ou mais fatores de coagulagdo como a hemofilia, para controlar doentes
heparinizados, uma vez que tem a capacidade de avaliar as vias intrinseca e final
comum da cascata de coagulacédo. Avalia todos os fatores de coagulacdo exceto o
VIl e o lll, com sensibilidade maxima para os fatores Vlil e IX.

Metodo:

12 Aplicar esferas na cupula reagente/amostra em duplicado

2° Colocar 100 pL de reagente (Triniclot TTP) com as particulas de silica que
formam a superficie de contato + fosfolipidos (libertados na hemostase) e 100 ul da
amostra

3¢ Incubar em 3 min.

42 Aplicar 100 pl de cloreto de célcio
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Notas: é aplicado o reagente + amostra para desencadear a cascata de coagulacao.

_TTP doente (R=O,8 a 1’2).

TP normal’

Valores de referéncia: 25-35 segundos

Interpretacdo: O TTPA é uma prova sensivel para avaliar alteragdes no processo
da coagulacdo.O alongamento do TTPA, é indicativo de alteracdo dos fatores V, VII,
IX, X, Il e I, ou ainda, de quando existirem anticoagulantes circulantes.

1.4 Grupos Sanguineos

O sangue de cada individuo é classificado em grupos de acordo com a presenca de
antigénios especificos nos eritrécitos. O conhecimento do grupo sanguineo de um
doente e de uma determinada unidade de sangue é essencial para a realizacéo de
transfusbes sanguineas com um maior grau de seguranca. No trabalho laboratorial
de rotina fiz as determinagbes dos grupos ABO e Rh.

1.4.1 Sistema ABO

O sistema de grupo sanguineo ABO é um exemplo classico de aglutinogénios e seus
isoanticorpos correspondentes. Existem trés desses antigénios: A, B e 0, cujos
genes se localizam num locus em cada cromossoma de um par homélogo. Os
antigénio A e B sdo antigénios relativamente fortes e, do ponto de vista sorolédgico
comportam-se como genes dominantes, enquanto o antigénio 0 nao é detetado por
soros de tipagem comercial e, portanto, comporta-se sorologicamente como um
gene recessivo. O grupo sanguineo 0 é diagnosticado pela auséncia de reacéo para
os antigénio A ou B, de modo que o grupo sanguineo QOimplica a presenca de
antigénio 0em ambos os cromossomas, em vez de apenas um. Esta situagao resulta
na possibilidade de quatro fenétipos principais A, B, AB e 0, visto que A e B séo
dominantes em relacdo a 0. Além disso quando os eritrdcitos do individuo possuem
antigénio A ou B, os isoanticorpos correspondentes anti-A ou Aanti-B estdo ausentes
no soro. Por outro lado, se o individuo carece de de antigénios A ou B, o soro

contém o isoanticorpo contra o isoantigénio ausente. O antigénio 0 é tao fraco, que
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para finalidades praticas ele é considerado nao antigénio. Por conseguinte o
individuo AA ou AO0 tera isoanticorpos anti-B no soro; o individuo 00 tera

isoanticorpos anti-A e anti-B, e assim por diante.(Ravel,1995)

Amostra: sangue total (EDTA K3)

Método em Iamina: Pesquisa dos antigénios nos eritrécitos do utente/paciente

Para a tipificacdo ABO usam-se soros comercializados que contém anticorpos
conhecidos dirigidos contra os respetivos antigénios, que existem a superficie dos
eritrécitos: soro anti-A, soro anti-B e anti-AB. A leitura final é feita pela técnica de

aglutinacao.

1.4.2 Sistema Rh

De acordo com Wiener, o grupo Rh é determinado por genes isolados, contendo
cada cromossoma um par desses genes. Na maioria das situagdes, cada gene deve
determinar supostamente um antigénio contra o qual pode ser produzido um
anticorpo especifico. Na teoria do sistema Rh de Wiener, cada gene controla na
verdade um antigénio. Todavia cada um desses antigénios da origem a varios
fatores sanguineos diferentes, sendo os anticorpos dirigidos contra esses fatores,
gue sdo os componentes soroldgicos do sistema Rh (Ravel, 1995).

Amostra: sangue total (EDTA K3)
Método: A técnica usada é igual ao Sistema ABO, ou seja, a aglutinacdo. O

procedimento € o mesmo e é realizado ao mesmo tempo do ABO, sendo que a

aglutinacao corresponde a Rh positivo e a sua auséncia é Rh negativo.
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1.5 Ferritina

A ferritina € uma proteina de elevado peso molecular que contém ferro e que
funciona como uma reserva de ferro no nosso organismo. E encontrada
fundamentalmente nas células da medula éssea, baco e figado, onde armazena o
ferro em excesso. A ferritina constitui uma medida mais sensivel, especifica e fiavel

para a determinacgao precoce do estado de deplecao de ferro.
Amostra: soro

Meétodo: Imunoensaio no VIDAS 30. Para detetar os anticorpos, fixa-se o antigénio
nas paredes do cone. Se a amostra tiver o anticorpo pesquisado,4-metil umbeliferil
fosfato é hidrolisado em Umbeliferona (ELISA indireta). Para detetar as
imunoglobulinas M, a IgM é pesquisada é capturada pelos anti-lgM fixados nas
paredes do cone. A presenca de IgM é revelada pelo Ag estabilizado meio liquido. A
detecdo de antigénios (baterianos, virais, proteicos) o anticorpo € fixado nas paredes
do cone. Para estes trés principios, a fluorescéncia medida € diretamente
proporcional a quantidade de anticorpos ou de antigénios presentes na amostra.
Para calibrar este aparelho automatizado temos que introduzir um cartdo com toda a
informacgao necessaria para reconhecer o kit, recalibrar de 14 em 14 dias.

Valores de referéncia:
Homens: 21,8 a 274 ng/ml
Mulheres: 4,6 a 204 ng/ml

1.6 Controlo de Qualidade

O sistema de controlo de qualidade minimiza os erros analiticos no laboratério, com
a finalidade de obter resultados fiaveis e seguros. Temos assim um sistema de
controlo de qualidade interno e externo O controlo interno é uma analise diaria de
amostras baseada nos valores dos analitos conhecidos para avaliar a precisdo dos
ensaios. Assim, podemos avaliar o funcionamento eficiente das técnicas

laboratoriais fornecendo resultados validos que posteriormente contribuirdo para um
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bom diagnéstico clinico. Este parametro tem como objetivos garantir a
reprodutibilidade (preciséo),verificar a calibracdo dos analitos e indicar o momento
certo para promover ag¢des corretivas quando surgir uma ndo conformidade. Todos
os documentos referentes ao controlo da qualidade devem ser arquivados para
estarem sempre disponiveis a todos os elementos integrantes do LAC, de acordo
com as premissas das Boas Praticas de Laborat6rio

Clinico.

Temos também o controlo de qualidade efetuados pelo Programa Nacional de
Avaliacao Externa da Qualidade em Hematologia do Instituto Nacional de Saude Dr.
Ricardo Jorge. Este tipo de controlo interlaboratorial visa comparar a exatiddo dos
exames do laboratério com a de outros participantes, tendo em conta analises de
aliquotas do mesmo material, a partir de concentracdes desconhecidas fornecidas
pelo controlo de qualidade externo. Com a participacado do INSA no controlo externo
torna-se possivel assegurar resultados finais muito proximos do valor real (exatidao)
dentro de uma variabilidade analitica permitida. Nado podemos descurar a
importancia do material de controlo, homogéneo e estavel e os analitos presentes
devem ser estaveis durante o prazo de validade tanto na forma liofilizada quanto

apos dissolugao.

20 Margarida Souto Pinto Proenga Lucas



Bioquimica

2. BIOQUIMICA

No setor de Bioquimica do LAC, os principais equipamentos automatizados no
sentido de assegurar um resultado valido sao:

a) O autoanalisador Syncron CX4

b) O Spotlyte Na */K*/CI

c) Combi Scan 100 (Analisador de tiras da urina)

d) Aparelho para eletroforese da Helena Biosciences

Flg. 8 — Autonalisador Syncron CX4

O autoanalisador Syncron CX4 executa todos os passos que eram usados

manualmente nos tempos mais remotos.

Primeiramente, procede-se a calibracdo, depois é feito o controlo e por ultimo
coloca-se a amostra a correr no carrossel, fazendo uso de codigos de barra para
facilitar todo o processo. Para a leitura final sdo usados fotdmetros com quatro filtros
de comprimentos de onda. Este € um autoanalisador que funciona pela técnica de
quimioluminescéncia nas amostras de soro; urina (urina 24h), sangue total (HbA1c).
No Syncron CX4 existem varios tipos de técnicas consoante os requisitos dos
parametros a analisar. Técnicas estas como a colorimétrica direta para as proteinas
totais, calcio, ferro, entre outros; métodos enzimaticos colorimétricos em que a

intensidade de cor é proporcional as enzimas mas nao € direta porque ha uma
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interferéncia de enzimas (ex.: na glicose, é a glicose oxidase); cinéticas de ordem
zero para todos os enzimas e o principio de turbidimetria que doseia a PCR, o Fator
Reumatoide, a Microalbuminuria e a HbA1c, exibem uma maior sensibilidade para

tracar as curvas de calibragéo.

2.1 Hidratos de Carbono

2.1.1 Glicose

Resumo do teste: a determinacao deste monossacarideo no sangue € o diagnéstico
mais frequentemente utilizado para auxiliar no diagnoéstico da diabetes. O
doseamento de glucose é feito num conjunto especifico de provas em jejum; em

jejum e pos-prandial; Prova de Tolerancia oral a glucose e curva de glicémia.

As alteracbes no metabolismo da glucose correspondem, na maioria das vezes, a
uma hiperglicemia (> 106 mg/dL) e com menor frequéncia, a hipoglicémia ( <74
mg/dL). Pode ocorrer também uma tolerancia diminuida a glucose; Diabetes Mellitus
1 e 2 e ainda Diabetes Gestacional. Em jejum, pode estar relacionada com diversas
patologias como disfungdo hepatica, deficiéncia hormonal; Insuficiéncia Renal
Cronica, septicémia e muitas outras. A prova pés-prandial, é utilizada mas é pouco
especifica pois depende de muitas variaveis como idade, peso e dieta de um
individuo. A PTGO consiste na determinacao da glicémia em jejum e 2horas apds a
ingestdo de 75 gramas de glicose sendo o teste mais usado atualmente como

auxiliar de diagndstico da diabetes.

Metodologia: A hexocinase catalisa a transferéncia de um grupo fosfato do ATP
para a glicose, formando ADP e glucose-6-fosfato. A G-6-P €& oxidada a 6-
fosfogluconato com a reducdo de NAD a NADH, pela acao da G-6-PDH. (Abbot
Diagnostics, 2009)

Amostra: Soro

Valores de referéncia: 70-105 mg/dL
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2.1.2 HbA1c (Hemoglobina Glicosilada)

A determinacédo da Hemoglobina é aceite como um método de controlo da glicose a
longo prazo em doentes com diabetes mellitus, pois fornece informacao importante
para a monitorizagcao terapéutica durante o tratamento desta patologia. O tratamento
da doenca a longo prazo mostra a importancia do controlo dos niveis sanguineos de
glicose na prevencao das complicacfes agudas da cetose e da hiperglicémia. A
hemoglobina ao ser analisada cromatograficamente mostra ser fracionada em
HbA1a, HbA1b e HbA1c, sendo esta ultima a mais abundante. O processo de
conversdo de hemoglobina A em hemoglobina Alc depende da concentracéo
sanguinea da glicose. Dado que o tempo de vida média de um eritrécito € de 120
dias, a determinacdo da hemoglobina A1c pode refletir a concentracao sanguinea
média diaria de glicose ao longo dos dois meses e fornece indicagdo muito mais
fidvel do controlo da glicémia que as determinagdes de glicose no sangue ou na
urina. Niveis elevados de HbA1c indicam a necessidade de um tratamento mais
agressivo da glicémia (Beckman Coulter, Sistemas SYNCRON CX- ficha de
informacgao quimica, 2010).

Amostra: Sangue total (colhida em tubos com EDTA)

Metodologia: 1ml de reagente hemolisante adicionado a 25 ul de sangue total. De
seguida, calcula-se a % de HbA1c no Syncron CX4. O reagente de HbA1c é
utilizado para determinar a concentragdo total de hemoglobina por colorimetria. O
sistema SYNCRON CX distribui automaticamente a amostra e os volumes de
reagente apropriados na cuvete. E monitorizada a variagdo da absorvancia a 410
nanémetros. A variacao de absorvancia é diretamente proporcional a concentragéo
total de hemoglobina na amostra e é utilizada pelo Sistema para calcular e exprimir a

concentracdo de hemoglobina total.

O reagente A1c é utilizado para medir a concentragcdo de HbA1c através de um
método de imunoinibicdo turbidimétrica. Durante a reacdo os anticorpos da
hemoglobina A1c combinam-se com a hemoglobina A1c da amostra para formarem

complexos antigénio-anticorpo soluveis.

Valores de referéncia: 4,6%- 6,2%
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2.2 Lipidos

2.2.1 Colesterol Total

O colesterol é sintetizado de modo permanente em todo o organismo e & um
componente essencial das membranas celulares e lipoproteinas. Endogenamente é
sintetizado pelo figado e outros tecidos, sendo uma pequena parte derivado da
dieta. E igualmente, um percursor da sintese de hormonas esteréides, dos acidos

biliares e da vitamina D.

Clinicamente: As determinacbes de colesterol sdo utilizadas no diagnéstico e
tratamento de doencas ateroscleréticas das artérias coronéarias. As determinagdes
de colesterol sdao também utilizadas no diagnéstico de doencas metabdlicas que
envolvem lipidos e lipoproteinas. As concentragbes totais de colesterol sérico
dependem de muitos fatores como a idade, sexo, dieta, atividade fisica, doencgas
hepaticas e outras doencas metabdlicas (Beckman Coulter, Sistemas SYNCRON

CX- ficha de informacao quimica, 2010).
Amostra: Soro humano, em jejum.

Metodologia: O reagente CHOL é usado para medir a concentracdo de colesterol
através de um método de ponto final de tempo fixo. Na reacao, a colesterol esterase
(CE) hidrolisa ésteres de colesterol a colesterol livre e acidos gordos. O colesterol
livre é oxidado a colestenona-3 e peroxido de hidrogénio pela colesterol oxidase
(CO). A peroxidase catalisa a reacdo do peroxido de hidrogénio com a 4-

aminoantipirina (4-AAP) e fenol, para produzir um produto corado de quinona-imina.
Ter em atencao as interferéncias tais como: A hemolise e a hiperbilirrubinémia.

Valores de referéncia: (Beckman Coulter, Sistemas SYNCRON CX- ficha de
informacgéo quimica, 2010).

a) Baixo risco: <200 mg/dL

b) Risco limite : 201 a 239 mg/dL

c) Risco elevado : igual ou > 240 mg/dL
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2.2.2 Colesterol-HDL

O HDL é o responsavel pelo transporte do colesterol dos tecidos periféricos para o
figado, € considerado um protetor cardiovascular. Assim, dentro do intervalo de

referéncia, os valores elevados sé&o considerados benéficos para o organismo.

A determinagao dos niveis séricos de colesterol HDL constitui um valioso parametro
para a identificacao de doentes de alto risco de doenca cardiaca coronaria. Tudo isto
dependente das diversas classes destas lipoproteinas: quilomicrons, VLDL, LDL e
HDL.

Clinicamente: O colesterol HDL estd inversamente relacionado com o risco de
aparecimento de doencas das artérias coronarias. Uma baixa relagdo colesterol
HDL/LDL esta diretamente relacionada com o risco de aparecimento de doencas das
artérias coronarias. Um nivel elevado de colesterol HDL esta associado ao sindrome
da “longevidade” (Beckman Coulter, Sistemas SYNCRON CX- ficha de informacéao
quimica, 2010).

Metodologia: E um ensaio homogéneo que nio requer quaisquer passos off-line de
pré-tratamento ou centrifugacdo. O método depende de um Unico detergente que
solubiliza apenas as particulas de lipoproteinas-HDL e liberta colesterol-HDL, o qual
reage com a colesterol esterase e a colesterol oxidase na presenca de substancias
cromogénicas, produzindo um produto corado. O mesmo detergente inibe também a
reacao das enzimas de colesterol com as lipoproteinas- LDL, VLDL e quilomicrons.
Um polianidao contido no reagente aumenta a seletividade para o ensaio de
colesterol-HDL complexando as lipoproteinas-LDL, VLDL e quilomicrons.

Amostra e valores de referéncia: Soro/plasma
Baixo risco cardiovascular > ou igual a 60 mg/dl
Elevado risco cardiovascular < 40 mg/dl
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2.2.3 Colesterol-LDL

As lipoproteinas de baixa densidade sao os principais transportadores de ésteres de
colesterol do figado aos tecidos periféricos. As LDL sdo conhecidas como o mau
colesterol, pois estdo implicadas na formacédo das placas de aterosclerose e
consequente doenca cardiovascular. Esta determinacao é feita através da formula

Triglicéridos

de Friedwald: Colesterol LDL = Colesterol total — ( + Colesterol HLD),

utilizada sempre que o valor de triglicéridos nao ultrapassar os 400 mg/dl, para se
obter um resultado valido. O colesterol VLDL corresponde a um quinto da

concentracao de triglicéridos (Tietz, 2009).

2.2.4 Triglicéridos

Na alimentacdo humana, os triglicéridos sao os ésteres de glicerol com uma maior
prevaléncia, constituindo 95% de reservas tecidulares lipidicas. Apds a absorgcédo no
intestino, os triglicéridos sdo ressintetizados nas células epiteliais intestinais e

combinados com colesterol e apolipoproteina B formam quilomicrons.

O ensaio de cor enzimatico para a determinacao quantitativa de triglicéridos é feito

no soro e plasma humanos.

Clinicamente: A avaliagdo dos triglicerideos deve ser feita em conjunto com o
colesterol e as outras lipoproteinas, pois € a integracado de todos estes parametros
que se torna importante no diagnéstico, tratamento e prevencdo de doencas

cardiovasculares.

Existem ainda doencas genéticas, como a hipertrigliceridémia familiar, em que os
triglicerideos chegam a atingir 10x o seu valor normal, e que, por isso, devem ser

monitorizados frequentemente.

A determinacdo de triglicéridos sao utilizadas no diagnostico e tratamento de
doentes com diabetes mellitus, nefrose, obstrucdo hepatica e de outras doencas
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relacionadas com o metabolismo dos lipidos, bem como de diversas patologias

enddcrinas.

Metodologia: O reagente para triglicéridos GPO ¢é utilizado para determinar a
concentracao de triglicéridos através de um método de ponto final de tempo fixo. Os
triglicéridos presentes na amostra s&o hidrolisados a glicerol e acidos gordos livres
por acdo da lipase. Uma sequéncia de trés passos enzimaticos acoplados que
utilizam glicerol cinase (GK), glicerolfosfato oxidase (GPO) e peroxidase de rabano
(HPO) causa o acoplamento  oxidatvo do  acido  3,5-dicloro-2-
hidroxibenzenossulfénico (DHBS) com a 4-aminoantipirina para formar um produto

corado de quinonaimina.

Valores de referéncia (Risco cardiovascular):
a) Normal <150 mg/dl
b) Valor limitrofe elevado 150 a 199 mg/dI
c) Elevado 200 a 500 mg/dl
d) Muito elevado > 500 mg/dl

2.3 Compostos Nitrogenados Proteicos

2.3.1 Proteinas Totais

Clinicamente: O doseamento das proteinas totais € utilizado no diagnostico e no
tratamento de diversas doencas que envolvem o figado, os rins ou a medula éssea,

bem como perturbacdes 6sseas e nutricionais.

As proteinas totais sdo também doseadas e aparecem aumentadas, diminuidas ou
normais consoante a patologia em causa. Podemos ter sindromas nefréticos,
infecbes agudas, cirroses hepaticas, gamopatias, anemia por deficiéncia de ferro,
entre outras. As proteinas totais no soro aparecem diminuidas em relagdo a urina

onde surgem sempre mais aumentadas.

Amostra: Soro
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Metodologia: Quimico baseado na reacao do biureto. O reagente TP é utilizado
para medir a concentracdo de proteina total através de um método de biureto de
ponto final temporizado. Durante a reacao, as ligacées peptidicas na amostra de
proteina ligam-se aos ides cupricos num meio alcalino para formar complexos de

péptidos/cobre coloridos.

Valores de referéncia:
Adultos: 6,4 a 8,3 g/dL

2.3.2 Proteina C Reativa (PCR)

A PCR é uma glicoproteina produzida durante a inflamacao aguda ou a destruigdo
dos tecidos. E uma das proteinas de fase aguda, produzida pelo figado, que
aumenta significativamente em resposta a estimulos inflamatérios. E utilizada como
auxiliar de diagnodstico, controlo terapéutico e acompanhamento de diversas
patologias, uma vez que € dos mais sensiveis e precoces indicadores de processos

inflamatorios resultantes de infecdes, carcinomas e necrose de tecidos.

A detecao de niveis de PCR muito mais baixos pode indicar um risco acrescido de

doencga coronaria em doentes assintomaticos.

Clinicamente: As determinacdes da proteina-C-reativa tém utilidade na avaliacao
clinica dos estados de stress, traumatismo, infecoes, inflamacbes e intervengdes

cirurgicas.

Amostra: Soro

Metodologia: S reagente de CRP é utilizado para determinar a concentragdo de
proteina-c-reativa por turbidimetria. Durante a reacédo a proteina-c-reativa combina-
se com um anticorpo especifico para formar complexos insolUveis de antigénio-

anticorpo.

Valores de referéncia: < 1,0 mg/dL
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2.3.3 Albumina Sérica

Esta é a proteina principal do soro em pessoas normais. Niveis muito elevados da
albumina resultam da desidratacdo, enquanto que niveis mais baixos desta proteina
ocorrem em diversas patologias como doenca renal, hepatica, ma absorcao,

desnutricdo, queimaduras graves, infecoes e cancro.

Clinicamente: As determinacées de albumina sdo utilizadas no tratamento de

muitas doengas que afetam sobretudo os rins e/ou o figado.

Metodologia: O reagente ALB ¢ utilizado para medir a concentracdo de albumina
através de um método de ponto final temporizado. Durante a reacdo, a albumina
combina-se com o bromocresol purpura (BCP) para formar o produto final.

Amostra : Soro

Intervalos de referéncia: 3,5- 5,0 g/dL

2.3.4 Microalbuminuria

O rim é o primeiro 6érgao em faléncia, entdao esta prova € de grande importancia visto
que vai dosear pequenas quantidades de albumina no rim, que passa a mais do que
devia. E uma andlise feita na urina, extremamente sensivel, dando por isso um bom
diagnéstico. A microalbuminuria, € assim, definida como um aumento da excrecao
urinaria de albumina acima do valor de referéncia para individuos nao diabéticos,
mas nao detetavel noutros testes para a determinacdo de proteina urinaria. A
microalbuminuria é agora considerada um importante fator indicador do declinio da
funcdo renal em utentes/clientes diabéticos. Entdo, clinicamente é um excelente

auxiliar no diagnéstico de disfung¢des renais.
Amostra: Colheita de urina das 24h

Metodologia: O reagente de MA ¢é utilizado para determinar a concentragdo de

albumina por turbidimetria. Durante a reacdo a albumina combina-se com um
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anticorpo especifico para formar complexos insolUveis de antigénio-anticorpo.
(Beckman Coulter, Sistemas SYNCRON CX- ficha de informacao quimica, 2010).

Valores de referéncia: Os niveis normais de albumina, microalbuminlria e
macroalbumindria sdo, respetivamente de: <30 mg/24h; 30-300 mg/24h; >
300mg/24h.

2.4 Compostos Nitrogenados Nao Proteicos

2.4.1 Acido urico

O &cido urico é o produto principal do catabolismo de purinas no ser humano, e é
formado a partir da xantina sob a agdo da xantina-oxidase. A maior parte da
formacao do &cido urico ocorre no figado e é eliminado através dos rins. A reserva
de &cido urico no organismo é determinada pela diferenca entre a sintese e a

eliminagéo.

A Gota é uma patologia com origem na hiperuricemia, podendo esta ultima estar
relacionada para além da gota com casos de leucemia, disfuncao renal, diabetes,
hipotiroidismo e algumas doencgas genéticas. Niveis baixos de &cido Urico séo

observados na Doenca de Wilson.
Amostras: Soro e urina; na urina usar a urina de 24h.

Metodologia: O reagente de URIC é utilizado para determinar a concentragdo de
acido urico através de um meétodo de ponto final de tempo fixo. O acido urico €
oxidado pela uricase, produzindo a alantoina e peréxido de hidrogénio. O peréxido
de hidrogénio reage com a 4-aminoantipirina (4-AAP) e o 3,5-dicloro-2-
hidroxibenzenossulfonato (DCHBS), numa reacado catalisada pela peroxidase,
produzindo um produto corado. (Beckman Coulter, Sistemas SYNCRON CX- ficha
de informacao quimica, 2010).

Valores de referéncia:
Soro/ Plasma- 2,6 a 7,2 mg/dL
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Urina- 250-750 mg/24h

2.4.2 Ureia

A ureia é o produto metabdlico nitrogenado existente em maior quantidade no
organismo, proveniente do catabolismo proteico. A biossintese da ureia a partir da
amonia derivada de aminoacidos é feita exclusivamente a nivel hepatico no ciclo da
ureia. A ureia quando apresenta pequenos aumentos nao tem grande significado a
nivel renal, mas se se apresentar valores aumentados pode tratar-se de trés tipos de
causa: pré renais, renais e pés renais. Quanto as primeiras, relacionadas com uma
deficiéncia na perfusao renal, uma vez que ocorre a diminuicao do fluxo de urina
com um aumento da reabsorcdo tubular. Também se observa um aumento dos
niveis plasmaticos de ureia quando ha ingestdo de dietas ricas em proteinas ou,
como resultado do aumento do catabolismo proteico devido, por exemplo, a
traumatismos. As causas renais onde ha insuficiéncia renal aguda ou crdnica com
diminuicdo da filtragdo glomerular. H4 um aumento dos niveis plasmaticos de ureia
até estes igualarem a quantidade excretada na urina, ou continuam a aumentar
quando ha uma insuficiéncia renal completa. Referindo-me agora as causas pés
renais ocorrem quando ha uma obstrucdo do fluxo de urina que pode acontecer a
diferentes niveis (uréter, bexiga ou uretra) e devido a varias causas (ex.: pedras no
rim, prostatites, cancro geniturinario). Contrariamente, os niveis de ureia podem

estar diminuidos na hepatopatia grave e, por vezes, no final da gravidez.

Clinicamente: As determinagdes de azoto ureico/acido Urico sdo utilizadas no
diagnéstico e tratamento de certas doencas renais e metabdlicas.

Amostra: Soro ou urina; urina preferencialmente das 24h (Tietz NW, 1995)

Metodologia: O reagente de UREA ¢ utilizado para medir a concentracdo de azoto
ureico através de um meétodo de cinética enzimatica. Durante a reacado, a ureia é
hidrolisada pela urease a amoniaco e diéxido de carbono. A glutamato
desidrogenase (GLDH) catalisa a condensagdao de amoniaco e de alfa-cetoglutarato
a glutamato, com a concominante oxidagdo da forma reduzida do dinucleétido de
beta-nicotinamida adenina (NADP) a dinucleétido de beta- nicotinamida adenina
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(NAD). (Beckman Coulter, Sistemas SYNCRON CX- ficha de informagédo quimica,
2010).

Valores de referéncia:
Soro: 15-38 mg/dL
Urina: 26-43 g/24h

2.4.3 Creatinina e Clearance da Creatinina

A creatinina esta presente em quase todos os fluidos corporais e é filtrada livremente
pelo glomérulo. Posteriormente, ndo sofre reabsorgcao pelos tubulos renais e sofre
uma pequena, mas significativa, secrecao tubular. Este fato faz com que a creatinina
seja um analito de eleicdo para a avaliagdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG) e
da funcgao renal.

Amostras: Soro e urina

Metodologia: Cinético colorimétrico- Jaffe modificado. Num pH alcalino, a creatinina
reage com o picrato e forma o complexo creatinina-picrato. A taxa de aumento da
absorvancia a 500 nandmetros em consequéncia da formacédo deste complexo
corado. E diretamente proporcional a concentracdo de creatinina presente na

amostra.

Valores de referéncia:
Soro: Homens: 0,7 - 1,3 mg/dL
Mulheres: 0,5 — 1,0 mg/dL
Urina: Homens: 21 — 26 mg/Kg peso/24h
Mulheres: 16 — 22mg/Kg peso/24h

A creatinina no soro varia em funcédo da idade, peso corporal e sexo do individuo.
Por vezes é baixa em individuos com massa muscular relativamente reduzida,
doentes caquéticos, amputados e em pessoas de idade avangada. Um nivel de
creatinina no soro que seria considerado normal ndo exclui a presenca de um

guadro de insuficiéncia renal.
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A Clearance da Creatinina € o marcador mais preciso da TFG e o método mais
sensivel para a detecdo de disfuncao renal do que o doseamento da creatinina
plasmatica. Esta prova, tem os mesmos interferentes do doseamento plasmatico,
mas sao mais reduzidos ou anulados, uma vez que a recolha da urina € feita em 24
horas. A depuragdo ou clearance da creatinina tem sido considerada uma das
provas mais sensiveis disponiveis para indicar a presenca de insuficiéncia renal,
devido a rapida queda dos seus valores. Uma diminuicdo do seu valor abaixo dos
valores de referéncia sera indicativo de uma diminuicdo da TFG e consequentes

lesdes renais.

Valores abaixo de 10 ml/min indicam a necessidade de didlise.

Clearance da creatinina= S22tninaUrindria mg/db/y vsq1ume urina de 24h (ml)/1440

Creatinina Sérica (mg/dl)

(min)
Valores de referéncia:

Homens: 97 — 137 mL/minuto/1,73m?
Mulheres: 88 — 128 mL/minuto/1,73m?

2.5 Enzimas

2.5.1 AST /GOT

A Aspartato Aminotransferase sérica € uma enzima encontrada em varios 6rgaos e

tecidos, incluindo o figado, o coracdo, o musculo-esquelético e os eritrécitos.

Clinicamente: No diagndéstico e tratamento de certos tipos de doencas hepaticas e
cardiacos.

Amostra: Soro

Metodologia: O reagente AST é utilizado para medir a atividade do aspartato

aminotransferase através de um método de classificacdo enzimatico. Durante a
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reacdo, o aspartato aminotransferase catalisa a transaminacao reversivel do L-
aspartato e alfa-cetoglutarato em oxaloacetato e L-glutamato. O oxaloacetato €&
entdo reduzido a malato na presenca de malato desidrogenase (MDH) com a
oxidacao simultanea de beta-nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) reduzido
em beta-nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD). (Beckman Coulter, Sistemas
SYNCRON CX- ficha de informagéo quimica, 2010).

Valores de referéncia: 10-42 Ul/L
2.5.2 ALT /GPT

A Alanina Aminotransferase sérica € uma enzima encontrada predominantemente no
figado, porém com quantidades moderadas no rim e pequenas quantidades no
coracdo e no musculo-esquelético. Em, geral, a maior parte do aumento da ALT
deve-se a presenca de uma doenca hepética, embora a ocorréncia de graus
significativos de lesdo tecidular nos outros érgdos mencionados também possa
afetar os niveis séricos. Na maioria das vezes a ALT tem maior atividade que a AST,
mas ha excecgbes a referir: como a hepatite alcodlica; a cirrose hepatica; o cancro
hepatico. Nas hepatites virais e outras formas de necrose hepatica, os valores
destas enzimas elevam se antes dos sinais clinicos e do aparecimento de sintomas.
A atividade das enzimas pode ser bastante elevada, chegando a alcancar valores de
100 vezes maiores ou mais que o referido valor de referéncia. Quando a persisténcia
da ALT se prolonga por mais de 6 meses apdés um episédio de hepatite aguda é
usada para diagnosticar uma hepatite cronica. Na colestase extra-hepética, a
concentracao de transaminases é elevada, sendo maior do que a obstrucao crénica
(Tietz analytes, 2009). Na cirrose, a concentracdo varia consoante o estado do
processo e, pode atingir um maximo de 45 vezes o limite maximo de referéncia, com
um ratio AST/ALT superior a 1. Este ratio pode refletir o grau de fibrose nestes

pacientes.

No cancro hepatico, aumentam as duas enzimas sendo a AST mais elevada do que
a ALT. Podem ser encontradas ligeiras alteragdes nos valores das enzimas

concomitantes com a administracao de medicamentos.

A ALT é uma enzima mais especifica do figado, pelo que os seus valores elevados
sdo geralmente observados em doencas hepaticas parenquimatosas. No caso de
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uma elevacgao isolada da AST, podemos estar perante um enfarte do miocardio, pois
esta enzima tem uma concentracdo elevada no musculo cardiaco. No entanto,
também pode aparecer em distrofias musculares e dermatomiosite. Nas patologias
do musculo-esquelético estriado, a CK também esta aumentada.

Amostra: Soro (os eritrocitos tém aproximadamente 3 a 5 vezes mais ALT do que o
soro. Portanto a hemdlise no soro pode aumentar os resultados do teste).

Metologia: O reagente de ALT ¢ utilizado para determinar a atividade do analito
através de um método cinético. Durante a reacdo, a alanina aminotransferase
catalisa a transaminacao reversivel da L-alanina e do alfa cetoglutarato a piruvato e
L-glutamato. Em seguida, o piruvato é reduzido a latato na presenca de laCtato
desidrogenase (LDH), com a correspondente oxidacdo do dinucleétido de beta-
nicotinamida adenina reduzido (NADH) a dinucleétido de beta-nicotinamida adenina
(NAD).

Valores de referéncia: 10-40 Ul/L

2.5.3 Fosfatase Alcalina (ALP)

A fosfatase alcalina é constituida por um grupo de enzimas estritamente
relacionadas e com atividade maxima em pH 10. A atividade da ALP esta presente
na maioria dos 6rgaos e estd associada a membranas e superficies celulares
localizadas na mucosa do intestino delgado e tubulos contornados proximais do rim,

0ssos (osteoblastos), figado e placenta.

Clinicamente: As determinacdes de fosfatase alcalina sao utilizadas no diagndstico
e tratamento de doencgas hepaticas, dsseas, da paratirdide e intestinais.

O doseamento da ALP tem um interesse particular na investigacdo de duas
patologias: a doenca hepatobiliar e a doenca éssea associada a aumento de
atividade de osteoblastos. Quanto a doenca hepatobiliar, esta enzima mostra-se
especialmente sensivel a obstrucdo do trato biliar, de carater intra- ou extra-
hepatica. O seu aumento reflete o grau de obstrugcdo e o nivel de tecido biliar
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afetado. O aumento do resultado tende a ser maior no caso de obstrugdo extra-
hepatica (pedras na vesicula ou cancro da cabeca do pancreas) do que na intra-
hepatica. Uma elevacdo de valores semelhante ao anterior pode surgir no cancro
hepatico avancado ou em metastases hepaticas. Lesdes parenquimatosas, como na
hepatite infeciosa, refletem apenas um ligeiro aumento de resultados ou, resultados
normais. No segundo caso, a doenca 0ssea, podemos estar perante um tumor
metastizante com reacao osteoblastica ou a Doenca de Paget. Esta enzima também
apresenta aumentos de atividade nalgumas situacdes fisiol6gicas como o

crescimento e a gravidez (Tietz, 2009).

Amostra: Soro

Metodologia: O reagente de ALP ¢ utilizado para determinar a atividade da
fosfatase alcalina por um método cinético utilizando um tampao de 2-amino-2-metil-
1-propanol (AMP). Durante a reacao, a fosfatase alcalina catalisa a hidrolise do
substrato incolor de éster organico fosfatado,p-nitrofenilfosfato, para dar o produto
corado amarelo, p-nitrofenol e fosfato. (Beckman Coulter, Sistemas SYNCRON CX-

ficha de informacgao quimica, 2010).

Valores de referéncia: 5-1000 Ul/L

2.5.4 Gama-glutamil transferase (-GT)

A Gama GT pertence a um grupo de peptidases que catalisam a transferéncia de
aminoacidos de um péptido para outro atuando, assim, como transferases de aa. A
GT existe em todas as células do organismo, exceto nos musculos. A enzima
existente no soro parece ter essencialmente origem no sistema hepatobiliar. O
aumento da atividade de GGT parece ser um marcador sensivel de doenca
hepatobiliar. Tal como a ALP, a GGT apresenta valores bastante elevados quando
esta na presenca de uma obstrucdo intra ou pés-hepatica. O seu aumento aparece
em doentes com hepatite infeciosa, figado gordo e com a toma de farmacos
anticonvulsivos. Em doentes com cirrose alcodlica e na maioria dos doentes que
consomem grandes quantidades de alcool, a GGT encontra se elevada,
desempenhando um papel importante na detecao do alcoolismo e monitorizacdo de
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patologias. Ao contrario da ALP, a GGT nao estd aumentada em situacoes
patologicas de carater 6sseo. No enfarte do miocardio, esta enzima apresenta-se
normal. No entanto, um aumento pode ocorrer ao fim do 4° dia e implica

normalmente lesao hepética secundaria (Abbot Diagnostics, 2009).

Clinicamente: As determinacdes de y- glutamil transferase sao utilizadas no
diagnéstico e tratamento de doencas hepaticas como a cirrose alcodlica e tumores
primarios e secundarios do figado.

Amostra: Soro.

Metodologia: O reagente de GGT é utilizado para determinar a atividade da GGT
através de um método de cinética enzimatica. Na reacao, a y-glutamil transferase
catalisa a transferéncia de um grupo gama-glutamilo do substrato incolor, a g-
glutamil-p-nitroanilina, para o aceitador, a glicilglicina, com produc¢do de um produto

corado, a p-nitroanilina.

Valores de referéncia: 5-750 Ul/L

2.5.5 Creatina Cinase (CK)

A CK é um dimero composto por subunidades M-musculo e/ou B-cérebro que se
associam para formar as isoenzimas CK-MM, CKMB e CK-BB. Estes catalisam a
fosforilagdo reversivel da creatina por ATP. A atividade da CK é maior no muasculo
estriado e no coragéo, apresentando uma atividade menor nos outros tecidos, como
o cérebro, trato Gl e bexiga. O valor sérico da CK estd muito aumentado em todos
os tipos de distrofia muscular (ex.: Poliomiosite). A atividade da CK aumenta apés
danos no miocardio, com aumento significativo das fragbes MM e MB. No
diagndstico de enfarte agudo do miocérdio, faz se a analise desta enzima com a
Troponina I, Troponina T, CK-MB, GOT,LDH e mioglobina. Na rotina a CK & muito
pedida, uma vez, que os doentes diabéticos tomam muita civastatina que altera o
musculo. A CK juntamente com as transaminases determina a toma deste

medicamento.
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Clinicamente: As determinacdes de CK e das respetivas isoenzimas sao utilizadas
no diagnostico e tratamento do enfarte do miocardio e de doengas musculares como

a distrofia muscular progressiva do tipo de distrofia de Duchenne.

Amostra: Soro; as amostras que apresentam um nivel moderado a elevado de

hemolise podem afetar o ensaio da CK.

Metodologia: O reagente de CK é utilizado para determinar a atividade de CK
através deum método de cinética enzimatica. Na reacao, a creatina cinase catalisa a
transferéncia de um grupo fosfato do substrato creatina fosfato para o difosfato de
adenosina (ADP). A formacdo subsequente de trifosfato de adenosina (ATP) é
medida através da utilizacdo de duas reacbes acopladas, catalisadas por
hexocinase (HK) e pela glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), com a
consequente producdo de dinucle6tido de beta- nicotinamida adenina reduzido
(NADH) a partir de dinucleétido de beta- nicotinamida adenina (NAD). O ensaio de
CK contém o ativador monotioglicerol. (Beckman Coulter, Sistemas SYNCRON CX-

ficha de informacgao quimica, 2010).

Valores de referéncia:
a) Individuo do sexo masculino 38-174 UI/L
b) Individuo do sexo feminino 26-140 UI/L

2.5.6 LDH (Lactato Desidrogenase)

A LDH do soro consiste na atividade de 5 isoenzimas, LDH-1 a LDH-5, e encontra se
distribuida por todo o corpo dai ser relevante no diagnostico do enfarte do miocardio,
da anemia hemolitica, etc. O papel principal do LDH total consiste na detecdo de
lesbes reduzidas no tecido. A LDH aparece elevada em hepatites, nefrites
glomerulares, embolismo pulmonar, doencas musculares e em muitas leucemias e

linfomas.

Como a LDH é um marcador nao especifico € usado em combinagdo com outros

marcadores em diagnosticos e na gestao dos doentes.
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Clinicamente: As determinacoes de lactato desidrogenase sao utilizadas no
diagndstico e tratamento de doengas hepaticas, tais como a hepatite viral aguda, a
cirrose e o carcinoma hepatico metastizado, de doencas cardiacas como o enfarte

do miocérdio e de tumores dos pulmdes ou dos rins.

Amostra: Soro

Metodologia: O reagente de LDH € utilizado para determinar a atividade dalactato
desidrogenase através de um método enzimatico cinético. Durante a reagdo o LDH
catalisa a reducéo reversivel de piruvato a L-lactato, com a correspondente oxidacao
do dinucleédtido de beta- nicotinamida adenina reduzido (NADH) a dinucleétido de
beta-nicotinamida adenina (NAD). (Beckman Coulter, Sistemas SYNCRON CX- ficha

de informacao quimica, 2010).

Intervalo de referéncia: 266-500 Ul/L

2.5.7 Amilase

A amilase é uma enzima da classe das hidrolases que catalisa a hidrélise de ligacao
1,4-glucosidicas em polissacaridos. Esta enzima encontra-se num grande numero
de tecidos e érgaos. A maior concentragdo € nas glandulas salivares (tipo-S), e no
pancreas (tipo-P) produzida pelas células acinares. (Tietz, 2009)

A amilase sérica € normalmente baixa, aumentando drasticamente: na pancreatite
aguda primdria ou pancreatite crénica recidivantes, colecistite, litiase, tumor, Ulcera

gastroduodenal, peritonite, entre outros.

A amilase urinaria pode ser util na confirmacdo de valores séricos, ou quando 0s
valores estao normais. Em geral, a amilasuria aumenta 24 horas ap6s a amilase
sérica e, permanece alterada durante 7- 10 dias, apdés a normalizacao dos valores
séricos. A amilase sérica é rapidamente eliminada pelos rins, pelo que as doencgas
que afetam o pancreas fazem aumentar os niveis urinarios da enzima. A amilasuria

€ sensivel para a doenca hepatica, mas néo é especifica. Para maior informacéao
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deve-se comparar a razdao amilasuria/clearance da creatinina. Uma razao superior a

5% indica uma pancreatite e uma inferior aponta para outras causas.(Tietz, 2009).

Amostras: Soro e urina; na urina conservar amostras aleatérias ou de 24h sem

adicao de conservantes.

Metodologia: Substrato de CNPGS3.

A alfa-amilase hidrolisa o 2-cloro-4-nitrofenil-alfa-D-maltotriosido (CNPG3) para
libertar o 2-cloro-4-nitrofenol (CPNP) e formar 2-cloro-4-nitrofenil-alfa-D-maltosido
(CNPG2), maltotriose e glicose. A taxa de formacao de 2-cloro-4-nitrofenol pode ser
detetada por espectrofotometria a 404 nm para fornecer uma quantificacao direta da
atividade da alfa-amilase na amostra. (Beckman Coulter, Sistemas SYNCRON CX-

ficha de informacgao quimica, 2010).

Valores de referéncia:
Soro/Plasma: 28 — 100 U/L
Urina Amostras de 24h: 1 a 17 U/hora

Nota: cada laboratorio deve estabelecer o seu préprio intervalo de referéncia com
base nas caracteristicas locais e populacionais.

2.6 Bilirrubinas

2.6.1 Bilirrubina Total

A bilirrubina é um pigmento amarelo-alaranjado derivado da destruigéo eritrocitaria,
conjugado no figado e excretado na bilis e na urina. Esta molécula provém da
degradacdo do heme, da mioglobina e de citocromos. Esta proteina insoluvel no
plasma é transportada ligada a albumina até aos hepatdcitos. Ai € conjugada com o
acido glucorénico tornando-a hidrossoluvel. A sua libertagdo posterior no intestino
serve para saponificar as gorduras. A bilirrubina total é a soma das fracgdes

conjugadas e nao conjugadas.
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Clinicamente: As determinacdes de bilirrubina sao utilizadas no diagnéstico e
tratamento de doencgas hepaticas hemoliticas, hematolégicas e metabdlicas,
incluindo hepatite e bloqueio da vesicula biliar.

O seu doseamento tem interesse no estudo de doentes ictéricos em que esta
associada uma hiperbilirrubinémia. Este aumento de bilirrubina pode ocorrer por
causas pré-hepaticas que existem quando ha uma producdo exagerada de
bilirrubina que se traduz por um aumento da sua forma nao conjugada. E uma
alteracdo que estd presente em todas as formas de anemias hemoliticas. A
Hiperbilirrubinémia hepatocelular surge em varias situagbes, nomeadamente, com
um uptake hepatico anormal de bilirrubina (ex.: Sindroma de Gilbert, hepatite ou
cirrose), com uma conjugacdo de bilirrubina ineficiente (ex.: Recém-nascidos
prematuros, Sindroma de Gilbert e de Crigler-Najjar), uma secrecdo anormal de
bilirrubina na bilis (ex.: Sindromas de Rotor e Dubin-Johnson, lesdo hepatocelular
generalizada). Todas estas situagcdes traduzem um aumento das duas formas
(conjugada e nao conjugada) de bilirrubina. Quanto a Hiperbilirrubinémia colestatica:
a obstrucao do fluxo da bilis tanto pode ser intra como extra-hepatica e, ambas,

traduzem-se num aumento da forma conjugada de bilirrubina.
Amostra: Soro; amostras protegidas da luz uma vez que a bilirrubina é fotolabil

Metodologia: O reagente de TBIL é utilizado para determinar a concentragdo de
bilirrubina total através de um método de diazo de ponto final de tempo fixo. Na
reacao, a bilirrubina reage com o reagente diazo na presenca de cafeina, benzoato e
acetato como aceleradores para formar azobilirrubina. (Beckman Coulter, Sistemas
SYNCRON CX- ficha de informagéo quimica, 2010).

Valores de referéncia: 0,2 a 1,0 mg/dL

2.6.2 Bilirrubina Direta

Clinicamente: As determinagdes de bilirrubina direta sdo utilizadas no diagnédstico e
tratamento de doencas hepdéticas, hemoliticas, hematolégicas e metabdlicas,
incluindo hepatite e bloqueio da vesicula biliar.
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Amostra: Soro sem hemolise ou lipémia visiveis, as amostras sempre protegidas
Metodologia: O reagente de DBIL é utilizado para determinar a concentragdo de
bilirrubina direta através de um método diazo de ponto final de tempo fixo. Na reagao

a DBIL combina-se com a espécie diazo para formar azobilirrubina.

Valores de referéncia: 0,0 a 0,2 mg/dL

2.6.3 Bilirrubina Indireta

Esta fracao de bilirrubina é denominada de bilirrubina indireta ou ndo conjugada. No
figado conjuga-se com o acido glucurénico para formar a bilirrubina conjugada. Esta
€ excretada do sistema biliar para o intestino, onde é metabolizada pelas batérias a
um grupo de produtos conhecidos que sdo os pigmentos. Uma parte é reabsorvida
pela circulacéo enterohepatica, entra na circulacao sanguinea e é eliminada na urina

sob a forma de urobilinogénio, que da a cor carateristica da urina.

Esta aumenta quando estamos perante situagdes de hemorragia graves, na doenca

de Gilbert ou em hemolise acentuada.

Amostra: Soro

Metodologia: Diferenca entre a bilirrubina total e a bilirrubina direta

2.7 loes

O Spotlyte Na */K*/CI" faz o doseamento do sdédio, do potassio e dos cloretos.
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-
Flg. 9 — Spotlyte Na */K*/CI

Amostra: soro e a urina. No soro, no ensaio de potassio nao podem ser utilizadas
amostras hemolisadas. Na urina das 24h ou a primeira da manha, colher amostras

de 24h sem adicionar conservantes. (Burtis CA, 1999)

Muitos medicamentos e estados patolégicos causam desequilibrios eletroliticos
temporarios no organismo, uma vez que, nao ha quase processos metabdlicos que
nao dependam ou nao sejam afetados por eletrélitos. Torna-se, portanto, necessario
integrar na terapéutica do doente um controlo frequente desses eletrdlitos.

Metodologia: O aparelho tem trés elétrodos com afinidade para os referidos ides. O
potencial de cada elétrodo é medido em relacdo a uma voltagem fixa de um elétrodo
de referéncia (elétrodo de prata). Cada elétrodo desenvolve uma voltagem que varia
com a concentracdo do ido correspondente. A relacdo entre as voltagens
desenvolvidas e as concentracdes dos idbes é determinada por uma férmula ja
existente em memaria, no aparelho. E desenvolvido um potencial elétrico de acordo
com a Equacédo de Nernst para um ido especifico. Quando comparado com uma
referéncia interna, este potencial elétrico € convertido em voltagem e seguidamente
na concentragdo de ides da amostra. Em alternativa a este método temos a

Fotometria de Chama.
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2.7.1 Sédio

a) Sodio Sérico

E o principal catidfo extracelular, pois dele depende o fluido extracelular. A
diminuicdo de sédio pode ser devida a utilizacdo de diuréticos, mas esta
frequentemente associado a situacdes de desidratacdo extrema. Fora dos valores
normais podemos ter uma hiponatrémia ou hipernatrémia. Na hiponatrémia pode
haver uma deplecdo de sodio e agua, por défice, uma perda metabdlica. Temos
também o caso da hiponatrémia dilucional em que ocorre um excesso de agua, uma

hipoalbuminémia, cirrose, sindrome nefrético, insuficiéncia renal aguda com oliguria.

Existe também a possibilidade de ocorréncia de SIADH — Sindrome de secrecéo
inapropriada de hormona antidiurética; perda Intracelular, uma falsa hiponatrémia,
triglicéridos altos, proteinémia alta e uma glicémia alta — grave também séao

hipbteses.

No que concerne a hipernatrémia, a principal causa a é a desidratacao, que pode ter
como causa: a ingestao insuficiente de agua, um débito renal excessivo de agua
(ex.: Diabetes Insipida), um débito excessivo de agua pela pele, um débito excessivo
do trato Gl, uma sobredosagem de sdédio ou uma alimentacdo com alto teor de

sodio.

b) Sédio Urinario

A sua determinacdo na urina é feita para explorar as causas de hiponatrémia.
Normalmente o rim tenta conservar o sédio, de modo que a sua excrecao é baixa
(<20 mmol/l, geralmente <10 mmol/l na primeira urina da manha). Caso o doente
tenha hiponatrémia e a concentracdo de sodio esteja elevado na urina, entdo
estamos perante uma perda inadequada pelo rim: Insuficiéncia Renal Croénica ou
Aguda, devido a diuréticos, Doenca de Addison ou Sindrome de SIADH (Tietz,
2009). Por isso, quando temos um sodio urinario baixo, a hiponatrémia deve-se a

causas extra-renais.
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2.7.2 Potassio

a) Potassio sérico

Este é o catido mais abundante logo a seguir ao sddio e o mais importante
intracelularmente na regulacao da excitabilidade neuromuscular, contragao cardiaca,
no volume de fluido intracelular e na concentragdo de H+. A sua determinacao é
muito importante nalguns tipos de patolologias. A alteracdo da homeostase do
potassio tras sérias consequéncias a varios niveis: cardiaco e cerebral. Os
medicamentos diuréticos (hipotensores) diminuem os niveis de potassio e 0 potassio
nao convém estar abaixo de 3mEq (hipocaliémia), porque provoca problemas a nivel
cerebral. Por outro lado, nivel acima de 6mEq (hipercaliémia) faz com que uma
pessoa entre em faléncia cardiaca podendo inclusivamente levar a morte. Os
grandes edemas aumentam o potassio no plasma eliminando, consequentemente, o

liquido presente nos edemas. (Tietz, 2009).

b) Potassio urinario

Se o K" urinério for menor que 25 mmol/dia estamos perante uma perda extra-renal

como: diarreia, fistula, sudorese excessiva, aporte insuficiente de potassio na dieta.

Se o K" urinario exceder os 25 mmol/dia ha uma acidose metabdlica (acidose tubular
tipo | e ), uma necrose tubular aguda, uma toxicidade medicamentosa por

Anfotericina B, entre outros.

Com o aumento da concentragcdo de potassio tais como suplementos de K+,
transfusdo sanguinea, hemolise, necrose tecidular e doses elevadas de penicilina

surge a oliguria.

Um fator a ter em conta € que o doseamento de potassio é que as amostras
levemente hemolisadas conduzem geralmente a grandes alteracdes nos valores

séricos de potassio, ja que este é altamente afetado pela hemolise.
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2.7.3 Cloretos

O cloro € o principal anido extracelular e intervém, entre outras funcdes na
manutengao da pressao osmotica. Geralmente, os valores do cloro acompanham os
do ido sodio. A determinagdo do cloro € importante como diagndstico diferencial de
desequilibrios eletroliticos. Quanto maiores as concentragdes de Na* e ClI" no soro
maior a influéncia na tensao arterial. Quando estamos perante uma hipoclorémia
quando temos uma acidose metabdlica (falha renal e cetoacidose diabética), vémitos
e secrecao gastrica persistente (alcalose metabdlica), diuréticos e SIADH. O cloro
aparece diminuido no soro em varias doencas renais, como por exemplo nas nefrites

e pielonefrites crénicas, em que ha perda de sais.

Em situagdes de hiperclorémia temos um quadro de desidratagdo, acidose tubular
renal, insuficiéncia renal aguda, acidose metabdlica (diarreia prolongada e perda de
bicarbonato), hiperfuncao adrenocortical, hipomagnesémia, alcalose metabdlica.

Valores de referéncia:
Soro: a) Sodio 136-145 mmol/l
b) Potassio 3.5-5.1 mmol/I
c) Cloretos 98-107 mmol/l
Urina: a) Sodio 40-220 mmol/dia
b) Potassio 25-125 mmol/dia
c) Cloretos 110-250 mmol/dia

No Syncron Cx4 medem-se os restantes ides:

2.7.4 Magnésio

O magnésio, catido intracelular, tem um papel extremamente importante no
metabolismo celular, participando ativamente em mecanismos como a fosforilagéo
oxidativa, a glicélise e a replicacao celular. Também é um cofator de muitas enzimas

funcionando como substrato ativador ou desencadeador de varias reacoes.
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Clinicamente: A determinacao de magnésio é Util na avaliacdo de diversas doencas
e afecbes. Niveis elevados de magnésio estdo associados a urémia, a desidratacao,
a acidose diabética, a Doenga de Addison e a administragdo medicinal de magnésio
como por exemplo, no tratamento da pré-eclampsia (hipertensao induzida pela
gravidez). Niveis baixos de magnésio estdo associados ao sindroma de
malabsor¢cdo, pancreatite aguda, hipoparatiroidismo, alcoolismo cronico,

glomerulonefrite crdnica, aldosteronismo.

Amostra: Soro e urina. Soro: amostras ndo hemolisadas; urina: amostras de urina
de 24h

Metodologia: O reagente de MG ¢é utilizado para determinar a concentragdo de MG
através de um método de ponto final de tempo fixo. Na reagdo o magnésio combina-
se com a calmagite para foramr um cromogénio estavel. O produto forma-se
rapidamente, fornecendo resultados reprodutiveis com um minimo de interferéncias.
(Beckman Coulter, Sistemas SYNCRON CX- ficha de informacao quimica, 2010).

Valores de referéncia:
Soro: 1,7-2,8 mg/DlI
Urina(24h): 72,9-121,5 mg/24h

2.7.5 Calcio

E o elemento mineral mais abundante do organismo e participa em diversos
processos fisioldgicos como a coagulacdo, a conducdo neuromuscular e a
consequente excitabilidade dos musculos esquelético e cardiaco, na prevencao e
integridade da membrana celular e na mineralizagéo do tecido 6sseo. Apresenta-se
em trés estados fisiol6gicos no plasma: ionizado, ligado a proteinas plasmaticas e
complexado com pequenos ides. O calcio livre é a fracao biologicamente ativa,
sendo a sua concentracao regulada pela PTH e a 1,25-dihidroxivitamina D. Entre as
causas da hipocalcémia podemos ter: uma hipoalbuminémia que traduz a causa
mais frequente, esta condicdo pode ser devida a insuficiéncia hepética cronica,

sindrome nefrotico, falha cardiaca congestiva e ma nutricdo. Inclui também a
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insuficiéncia renal crénica — também comum devido a hipoproteinémia,
hiperfosfatémia. Deparamo-nos com uma hipomagnesiémia, hipoparatirdidismo,
pseudohipoparatirdidismo, osteomalacia e raquitismo devido a deficiéncia ou

resisténcia a vitamina D e pancreatite aguda.

A hipercalcémia é muitas vezes encontrada, resultando do aumento do fluxo de
calcio para o fluido extracelular do esqueleto, intestino ou rins. Assim, quando a
capacidade renal é excedida, desenvolve-se uma hipercalcémia. As duas causas
principais sao: hiperparatiréidismo primario — devido a adenoma (80-85% dos
casos), carcinoma das paratiroides, neoplasia da pituitdria, péncreas, tirdide e
feocromatocitoma. Neoplasias com ou sem envolvimento esquelético, neoplasia

hematoldgica coexistente com hiperparatirdidismo (Tietz, 2009).

Clinicamente: as medi¢des de calcio sao utilizadas no diagndstico e tratamento de
doencas da paratiréide, varias doencas 6sseas, insuficiéncia renal crénica e tetania
(contracbes ou espasmos intermitentes dos musculos). A medicao do calcio urinario
€ utilizada em diagnésticos diferenciais de hipercalcinuria de “fuga renal”’, como

observado na acidose tubular renal.

Amostra: Soro e urina

Método: O reagente de Calcio é utilizado para medir a concentracdo de calcio
através de um método de ponto final temporizado. Durante a reagdo, o calcio
combina-se com o Arsenazo lll para formar um produto de cor purpura-azulado.
(Beckman Coulter, Sistemas SYNCRON CX- ficha de informacao quimica, 2010).

Valores de referéncia:
Soro/ Plasma: 8,4-10,2 mg/dL
Urina: 100-300 mg/24h
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2.7.6 Fosforo

O plasma contém fosforo inorganico e organico, mas apenas o inorganico é medido.
O fosforo inorganico € o componente principal da hidroxiapatite no osso e, por isso,
desempenha um importante papel no suporte estrutural do corpo.

A maior parte do fésforo corporal é intracelular, constituindo o aniéo intracelular mais
abundante. O metabolismo do fésforo estd intimamente ligado ao calcio.
Fisiologicamente, quando o calcio sobe no soro, o fésforo desce, sendo este

controlo feito a nivel renal.

A hipofosfatémia (<2.5 mg/dL) pode ter as seguintes causas: mudanca do fésforo do
fluido extracelular para o fluido intracelular (a causa mais comum de hipofosfatémia).
A glucose oral ou endovenosa e as injecées de insulina também fazem diminuir a
concentracao plasmatica de fosforo. A alcalose respiratéria, conduz a um aumento
de pH intracelular e a um aumento da glicélise, levando a entrada de fésforo para a
célula.

Por sua vez, a hiperfosfatémia pode ser causada por: insuficiéncia renal, causa mais
comum e pode ter origem na diminuigdo da taxa de filtracdo glomerular e aumento
da reabsorcao tubular. Temos também um aumento do aporte de fosfato na dieta,
uma mudanca de fésforo do fluido intracelular para o extracelular (Tietz, 2009).

Amostra: Soro e urina

Metodologia: O fosfato inorganico reage com o molibdato de amaénio para formar
um complexo hétero-poli-acido. A utilizacdo de um surfactante elimina a
necessidade de preparacao de um filtrado livre de proteinas. A absorvancia a 340
nm € diretamente proporcional ao nivel de fosforo inorganico presente na amostra.
Os brancos de amostra tém de ser analisados para corrigir uma eventual

absorvancia inespecifica da amostra.

Valores de referéncia:
Soro- 2,3 a 4,7 mg/dl
Urina- 0,4 a 1,3 g/dia
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2.7.7 Ferro Sérico

O ferro do organismo circula ligado a transferrina, formando a ferritina. Esta presente
nos fluidos biol6gicos como componente da hemoglobina e mioglobina, ligado a
transferrina que atua como proteina de transporte. A hemocromatose e a doenca
hepatica registam-se quando os valores da concentracdo de ferro estdo elevados.
Quando os valores aparecem baixos podem ser resultado de uma anemia, devido a

uma ma absorgao ou elevado sangramento menstrual.
Amostra: Soro ndo hemolisado, como anticoagulante utilizar sais de heparina.
Metodologia: Determinacao colorimétrica direta de ferro

Valores de referéncia:
Homens: 60 - 160 pg/dL
Mulheres: 40 - 145 pg/dL

2.8 Controlo de Qualidade no Laboratério de Bioquimica

2.8.1 Calibracao

Todos os reagentes introduzidos de novo e durante a sua utilizacdo tém que ser
calibrados, utilizando padrdées de concentracdo conhecida, cujos valores sao
previamente introduzidos no programa do autoanalisador. O tempo entre calibracdes
varia conforme os reagentes ja que a sua estabilidade nao é igual para todos. O
programa deste aparelho permite saber diariamente quais as calibragbes a efetuar.
E com os fatores obtidos com a scalibragbes que as leituras das amostras sdo

convertidas nos resultados finais.
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2.8.2 Controlo de Qualidade Interno

Diariamente devem ser analisados pelo menos, dois niveis de material de controlo.
Adicionalmente, estes controlos devem ser analisados com cada nova calibracao,
com cada novo cartucho de reagente e apO6s manutencao especifica ou
procedimentos de resolucao rapida dos problemas, conforme detalhado no manual
do sistema adequado. A utilizacdo mais frequente de controlos ou a utilizacdo de
controlos adicionais é deixada ao critério do utilizador, baseado nas Boas Praticas
de Laboratério ou requisitos de acreditacdo do laboratorio e legislagdo aplicavel. Os
valores de controlo tém que estar entre 2SD para a esquerda e para a direita, do
valor médio que seria o valor ideal a obter. O controlo de qualidade interno é
obrigatério, sdo guardadas as cartas de controlo que correspondem aos controlos
internos dos diversos parametros durante cinco anos para posterior inspegao.

2.8.3 Controlo de Qualidade Externo

A avaliacdo externa é feita no INSA no sentido de otimizar as condigbes do trabalho

laboratorial.
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CONCLUSOES

Durante o estagio no Laboratério de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra e através da aplicacdo pratica dos conhecimentos que
adquiri ao longo do Mestrado de Andlises Clinicas consegui aprender a lidar com
varios aspetos da vida real, ou seja, atingi a meta para uma validacao final dos

resultados analisados.

Durante este percurso foi fundamental o histérico de andlises clinicas dos
clientes/utentes, 0 modo de funcionamento de diversos aparelhos, o conhecimento
prévio das técnicas e o manuseamento correto de todo o material, desde a fase de
colheita de sangue, onde me iniciei, até a validacdo de resultados (fase pos-

analitica).

Ao mesmo tempo foram tidos em conta fatores de carater econémico, como por
exemplo como racionar o uso dos kits comerciais de acordo com o numero de

amostras que chegavam ao laboratério.

As andlises clinicas sdo completamente imprescindiveis para diagnésticos de saude,
auxiliando os médicos na monitorizagao terapéutica das diferentes patologias.
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ANEXOS

1. Hematologia

1.1 Coloracao de MayGrunwald-Giemsa

Os esfregacos de sangue periférico podem ser preparados, no momento da colheita,
a partir de sangue total sem anticoagulante ou a partir de sangue com
anticoagulante (EDTAKS).

A coloracdo May-Grinwald-Giemsa € uma coloracao o tipo Romanowsky. Os dois
componentes principais sdo o Azur B (Trimetiltionina) e Eosina Y
(Tetrabromofluoresceina).

O Azur B liga-se a moléculas aniénicas, enquanto a Eosina Y liga-se aos sitios
catidénicos proteicos. Assim, os acidos nucleicos e proteinas tém afinidade para o
corante basico — Azur B-, enquanto que o grupo de moléculas da hemoglobina tem
afinidade para os corante acidos sendo corados pela Eosina. Relativamente as
granulacdes leucocitarias temos: as neutrofilicas levemente coradas pelo Azur, as

basofilicas coradas fortemente pelo Azur, e as eosinofilicas coradas pela Eosina.

12 Fixacdo com metanol-3 minutos

2° Coloragao com Maygrunwald-5 minutos
32 Coloracao com Giemsa

4° Lavagem com agua desionizada

5¢ Secar

6° Observar ao microscépio

1.2 Determinacao de Grupos sanguineos

I) Preparacao das células de referéncia e células dos doentes
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As células de referéncia tém um fenétipo conhecido. As células A1, A2, B e 0 sao
usadas na prova sérica, de determinacao dos antigénios do sistema ABO. As células
0l e Oll e as 0Ol e Oll papainizadas sao utilizadas na pesquisa de aloanticorpos e nos
controlos do sistema Rh e Kell.

Antes da sua utilizacdo as células devem ser lavadas 3 vezes em solugdo salina que
€ desperdicada ap6s a lavagem, na ultima lavagem deve ter-se especial atencéo a
decantacdo de modo a retirar a maior quantidade possivel de solucao salina para

assim evitar a diluicao de reagentes a adicionar posteriormente (AGH).

A centrifugacdo em cada lavagem devera ser suficiente para fornecer um
aglomerado celular firme e minimizar a perda de células na decantacao (3 minutos a
3000 rpm).

As células A1, A2, B e 0 séo diluidas e lavadas trés vezes, para uma concentracao
de aproximadamente 1%, com uma solucao de meio salino. Este procedimento
serve para remover o0s eritrocitos lisados e o0s conservantes (antibiticos e
nutrientes), adicionados as células para a sua conservagao. Ficam assim prontas a

serem usadas, nas 24 horas seguintes, sendo guardadas apds o uso a 2-8°C.

As células 0l e 0ll sdo submetidas ao mesmo procedimento das anteriores.

As células 0l e Oll papainizadas tém de ser preparadas todos os dias, a partir das
células 0l e Oll. Estas células sao incubadas com papaina diluida, na proporcéao de
uma parte para nove partes de tampao fosfato (pH 7,0) durante 12 minutos (tempo
necessario para a papaina reagir) a 37°C. Ap6s esse periodo as células sao lavadas
e diluidas, tal como as anteriores. A acgdo desta enzima (papaina) promove a
reducédo dos residuos de acido sialico, que existem na superficie das hemacias e
gue sao responsaveis pela carga negativa nestas células. A diminuicdo das cargas
negativas na superficie da membrana do eritrécito leva a diminuicdo das repulsbes
entre as células e consequente diminuicdo do potencial zeta, o que favorece a
aglutinacao.

Ap6s de depositar o soro dos pacientes nos varios pocos das microplacas, para a
pesquisa dos auto-anticorpos, sao retirados eritrocitos a amostra do paciente,
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procedendo-se a sua lavagem com meio salino por trés vezes. Esta lavagem tem o
intuito de retirar as proteinas do soro e outras biomoléculas, que poderiam interferir

com as reacc¢des antigénio-anticorpo.

Il) Sistema ABO

Os reagentes usados para o sistema ABO sdo anticorpos monoclonais IgM: Anti-A,
Anti-B e Anti-AB.

O método usado é a aglutinacao direta com um reagente que indica a presencga do

antigénio correspondente.

Para a determinacdo do grupo sanguineo utiliza se a microplaca. Neste caso,
colocam se 2 gotas de sangue na placa, as quais se junta 1 gota de anti-A a uma
delas e a outra uma gota de Anti-B. Mistura-se e observa-se a presenca ou auséncia
de aglutinacdo. O resultado é positivo quando ha aglutinagcdo e negativo na sua

auséncia.

Quando o Anti-A e o Anti-B ndo geram aglutinagéo, usa-se o Anti-AB, o qual contem
clones diferentes dos usados. Assim sendo, se a aglutinagcdo continua ausente
podemos classificar este soro como pertencente ao Grupo 0.

Em caso de duvida, como por exemplo uma aglutinagdo duvidosa ou discrepancia
de resultados entre os anti-soros, prossegue-se o0 estudo através da técnica em
tubo.

lll) Sistema Rh

Método:
O reagente Anti-D tem os seguintes anticorpos:
- anticorpo IgM

- anticorpo IgG
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A técnica usada € igual ao Sistema ABO, ou seja, aglutinacao. O procedimento é o
mesmo e € realizado ao mesmo tempo do Sistema ABO, sendo que a aglutinagéao
corresponde a Rh positivo e a sua auséncia é Rh negativo.

A confirmacado dos casos Rh negativo faz-se por Técnica em tubo, usando o
reagente Anti-D anterior e um outro reagente com clones diferentes:
- anticorpo IgM

- anticorpo IgG

1.3 Provas de Coagulacao

As provas de coagulagdo realizadas no setor de Hematologia incluem: tempo de
tromboplastina parcial (TTP), tempo de protrombina (TP), tempo de trombina (TT) e
deteccéo de produtos de degradacao de fibrina (PDF), sendo esta provas realizadas

no autoanalisador.

Os tubos de colheita de sangue para estudos de coagulagado contém citrato trisédico
que fica na proporcado de 1:9 com o sangue. O citrato trisédico complexa o calcio
necessario a cascata de coagulacdo. Estes tubos sao centrifugados a 3000rpm
durante 10 minutos e o plasma (sobrenadante), que contém os fatores de
coagulacao essenciais aos estudos de coagulagao, é utilizado pelo aparelho para
determinacao dos tempos de coagulacdo. Este plasma contém os fatores de
coagulacao e nao contém calcio e € pobre em plaquetas.
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2. Bioquimica
2.1. Glucose

Reacoes:
a) Glucose + ATPIKGIucose-&fosfato + ADP

b) Glucose-6-fosfato + NAD + ﬂe-fosfogluconato + NADH + H+

O aumento na absorvancia a 340 nm é proporcional a concentracao de glucose na

amostra.
O doseamento de glucose é feito num conjunto especifico de provas
1) Doseamento de glucose em jejum;

2) Glucose em jejum e pos-prandial:
i. Doseamento da glucose ao tempo 0’;
i. Doseamento 1 ou 2 horas apés a toma de um pequeno-almoco acucarado:
(1) 1 Hora — para testar a elevacao da glucose no individuo

(2) 2 Horas — para verificar se o valor de glucose se encontra estabilizado

3) Prova de Tolerancia Oral a Glucose. Nesta prova o doente toma 75g de glucose
apds uma recolha de sangue ao tempo 0’. Posteriormente € feita uma colheita as 2
horas.

4) Curva de Glicémia. Nesta prova o doente toma habitualmente 100g de glucose
apds uma recolha de sangue ao tempo 0. Posteriormente sao feitas 4 colheitas: 30’
60’, 120’ e 180'.

2.2 Colesterol total

Esquema da reacéo:

. CE L.
a) Ester de colesterol —colesterol + acido gordo
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b) Colesterol + O2 E)>Co|estenona-3 + H202

Peroxidase

c) 2H202 + 4-AAP ———Quinoneimina + H20

2.3 Colesterol-HDL

Esquema da reacao

Detergente,Polianides

a) LDL, VLDL,Quilomicrons Complexos estaveis

b) ColesteroI-HDLCEﬂ 4A Colestenona + H202

Peroxidase

c) H202+DSBmT + 4-AAP——— Produto corado DSBmT: N,N-bis (4-

sulfobutil)-m-toluina- dissodio e 4-AAP: 4-aminoantipirina.

2.4 Triglicéridos

Esquema da reacao
. . ..., Lipase _ -
a) Triglicéridos—— Gilicerol + acidos gordos
) GK.Mg2+ .
b) Glicerol + ATP ——Glicerol-3-fosfato + ADP
c) Glicerol-3-fosfato + O2 ﬂDihidroxiacetona + H202

d) 2H202 + 4-AAP + DHBS =5 Corante quinoneimina+ HCl+ 2H20

2.5 loes
2.5.1 Sodio, Potassio e Cloro

O médulo ISE para Na*, K* e CI integra elétrodos especificos para cada ido de
interesse na amostra:

a) de membrana éter-coroa para sédio e potassio;

b) uma membrana de PVC orientada a nivel molecular para o cloro.
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E desenvolvido um potencial eléctrico de acordo com a Equacdo de Nernst para um
ido especifico. Quando comparado com uma referéncia interna, este potencial
eléctrico é convertido em voltagem e seguidamente na concentragdo de ides da

amostra.

2.5.2 Ferro

Esquema de reacao

) Acido acético pH 4.3 .
a) Transferrina- (Fe3+)2 Transferrina + 2Fe3+

b) Fe3+ + hidroxilamina+tioglicolato— Fe 2+

c) Fe2+ + 3FerroZine—Fe2+(FerroZine)3

2.6 Enzimas:

2.6.1 AST
AST
a) L-Aspartato + a-cetoglutarato«— Oxalacetato + L-glutamato

b) Oxalacetato + NADH + H-+<— Malato + NAD-+

2.6.2 ALT
. ALT )
a) L-alanina +a-cetoglutarato<— + Piruvato + L-glutamato

b) Piruvato + NADH + H+ Pk Lactato+ NAD+
2.6.3 Creatina Cinase (CK)

Esquema de reacao
a) Creatina fosfato + ADPC—I>( Creatina + ATP
b) ATP + Glucose Ii(GIucose—6—fosfato + ADP

c) Glucose-6-fosfato + NADP+% 6-Fosfogluconato + NADPH+ + H+

Nota: As férmulas quimicas que ndo se encontram em anexo sdo as formulas

quimicas diretas, descritas ao longo do trabalho escrito.
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2.7 Fator reumatoide

Esquema de reacao

Quando uma amostra € misturada com tampao Glicina e suspenséao de latex de IgG,
o RF reage especificamente com a IgG em particulas de latex para produzir
agregados insoluveis. A absorcao destes agregados € proporcional a concentracao

de RF na amostra.

2.8 Eletroforese de proteinas:

Consiste na separacao eletroforética das proteinas séricas. Conforme o meio de
suporte utilizado, assim se obtém menor ou maior numero de bandas.Na rotina
clinica, € comum utilizar-se acetato de celulose ou gele de agarose. Nestes meios
de suporte separam-se cinco bandas: albumina, alfaiglobulina, alfa2 globulina,beta
globulina e gama globulina.Com exceg¢ao da albumina, em todas as outras bandas
migram varias proteinas. Por exemplo, na banda da alfa 1 migra a alfa1 antitripsina e
a alfal glicoproteina &cida; na alfa2 globulina migram a haptoglobina e a alfa2
macroglobulina; na beta globulina migram a transferrina e a beta2 microglobulina,

nagama globulina migram a IgG , IgA e a IgM.

O proteinograma é um auxiliar no diagnéstico de algumas patologias, sendo a sua
interpretacdo baseada no aumento ou diminuigdo das cinco bandas obtidas, que
correspondem as alteracbes quantitativas de algumas proteinas séricas. As
proteinas totais sdo também doseadas, e podem aparecer normais, aumentadas ou

diminuidas conforme a patologia em causa.Exemplos:

a) Sindroma nefrético: diminuicdo da albumina e gama globulina, aumento da
alfa 2 globulina (devido a alfa 2 macroglobulina). Proteinas totais diminuidas.

b) Infeccdo aguda: aumento da alfa 1 e alfa 2 globulinas (devido a alfa 1
antitripsina e a haptoglobina). Proteinas totais normais

c) Deficiéncia imunitaria: baixa da gama globulina (devido as imunoglobulinas).
Proteinas totais normais ou diminuidas.

d) Anemia por baixa de ferro:aumento da beta globulina (devido a transferrina).

Proteinas totais normais.
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e) Cirrose hepatica:aumento da gama globulina com fusdo com a beta globulina.
Proteinas totais normais ou aumentadas.

f) Gamopatia monoclonal: aumento da gama globulina, em pico. Se for uma
situacao maligna pode tratar-se de Mieloma multiple. Proteinas totais normais
ou aumentadas.

g) Gamopatia oligoclonal: aumento da gama globulina. E frequente nas
hepatites.

1.~ Macroglobulis .
! ' glol |§\ VDI

Flg. 10 — Proteinograma
2.8.2 Lipidograma

Metodologia:

As lipoproteinas sdo separadas nas tiras de gel de agarose de acordo com a sua
carga elétrica. A mobilidade eletroforética das fragdes das lipoproteinas €
determinada pelas cargas terminais e laterais das apoproteinas e também pela
carga elétrica dos fosfolipidos. As bandas de lipoproteinas séo reveladas através da
coloragdo com a solucao alcalina que contém negro de Sudao. Na eletroforese das
lipoproteinas, feita em gele de agarose aparecem normalmente as seguintes
bandas:

a) Banda beta que corresponde as lipoproteinas de baixa densidade (LDL),

caraterizadas pela sua riqgueza em colesterol.
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b) Banda pré beta: lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL),muito ricas
em triglicéridos.
c) Banda alfa correspondente as lipoproteinas de alta densidade (HDL),

relativamente ricas em fosfolipidos.

Nota: Em determinadas dislipidémias pode ainda aparecer no ponto de aplicagéo,
uma banda correspondente aos quilomicra, caracterizada por ter um teor muito

elevado em trigliceridos exégenos (84%).

Cellulose Ace?ote_(alkdline pH)

h Anode (+) Cathode (-)
[—3
HDL VLDL
DIRECTION
OF MIGRATION PRE-p
| PRE (; \‘ /
" DIRECTION OF MIGRATION ﬂPPLIEATIUN POINT

Flg. 9 — Lipidograma

2.9 ANALISE SUMARIA DA URINA OU URINA TIPO II

Da analise sumaria da urina faz parte a pesquisa da glicose, bilirrubina,
urobilinogénio, corpos cetonicos, sangue, proteinas, nitritos, leucocitos, pH e
densidade. Apesar de ndo ser uma analise especifica de uma determinada patologia
pode, contudo, ajudar no diagnéstico de diversas doencas, sendo, importante a
avaliacao dos seus resultados.

Glicose: A sua presenga na urina, ocorre normalmente quando o0s niveis
sanguineos sao superiores a 180mg/dl. Esta situacdo aparece, por exemplo, em
individuos diabéticos nao controlados.

Bilirrubina: A sua presenga na urina € normal, mas em quantidades ndo detetadas
pelos testes usuais. Quando ha obstruccao do fluxo biliar, a quantidade de bilirrubina

na urina aumenta, dando neste caso, a sua pesquisa, positiva.
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Urobilinogénio: Ao nivel do célon, a bilirrubina é reduzida a urobilinogénio
estercobilinogénio. Uma pequena parte do urobilinogénio é reabsorvida através
dacirculacao portal, sendo uma pequena porcao excretada na urina. A sua presenca
em concentracgdes elevadas, podera ser indicador de processos hemoliticos.

Corpos cetonicos: Sao o produto do metabolismo das gorduras, e a sua presencga
pode ser indicador de acidose. Esta situacao ocorre frequentemente em diabéticos
nao controlados. Também pode ocorrer em situagdes de vomitos e de febre alta.

Sangue: Um resultado positivo podera significar a presenca de eritrécitos intactos
(hematuria) ou hemolisados (hemoglobinuria). A hematdria ocorre em situagbes
patolégicas de doenca ou traumatismo a nivel dos rins ou tracto urinario e em
individuos saudaveis sujeitos a intenso exercicio fisico. A hemoglobinuria podera

indicar uma significativa hemdlise intravascular.

Proteinas: Pode haver uma excrecdao aumentada em individuos saudaveis apdés
exercicio fisico intenso, e em variadas situagcdes patoldgicas, essencialmente
associadas a doengas do trato urinario. Situagdes de febre alta também podem

ocasionar o aparecimento de proteinuria acima dos valores normais.

Nitritos: Um resultado positivo, indica que existem, em numero significativo,

bactérias de Gram negativo que reduzem os nitratos urinarios a nitritos.

Leucécitos: Aparecem em numero significativo nas infecgdes urinarias ou lesbes

inflamatoérias, infeciosas ou traumaticas a qualquer nivel do trato urinario.

pH: Reflete a capacidade do rim para manter a concentracdo normal do ido
hidrogénio no plasma e fluido extracelular. Valores elevados podem ser encontrados
na alcalose respiratéria ,presenca de célculos renais e infecgdes urinarias por
microrganismos como o Proteus e Pseudomonas sp. Valores diminuidos podem ser
encontrados na acidose respiratéria, perda de potassio, diarreias e infecdes urinérias
por E. Coli.

Densidade: Avalia a funcdo da filtracdo e concentragdo renal. Aparece diminuida

por exemplo na administragdo excessiva de liquidos por via intravenosa e
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insuficiéncia renal crénica. Densidades elevadas podem ser encontradas por
exemplo na desidratagéo, vomitos, febre, diabetes mellitus e uropatias obstrutivas. A
amostra utilizada para esta analise deve ser a primeira urina da manha. As
determinacdes acima referidas, sao efetuadas utilizando uma tira reativa, quedepois
de introduzida na urina é lida em aparelho apropriado. A urina € em seguida
centrifugada a 2500 rotagbes /minuto durante 10 minutos, retira-se o sobrenadante
deixando ficar aproximadamente 1 ml no tubo, agita-se e observa-se ao microscépio
entre lamina e lamela ou lamina apropriada, para analise do sedimento urinario. Os

elementos mais frequentemente observados sao:

Células epiteliais: Sao células de descamacao do revestimento epitelial do trato
urinario. Apresentam-se grandes, planas, com nucleo distinto e grande citoplasma.

Nao tém significado clinico.

Copyright 1988 Mary Ann Mclane, Vickie SilcoR
Uriversity of Dolaware

Flg. 11 — Célula epitelial

Células redondas: Sao geralmente células da zona entre a bexiga e o rim. Podem
ser indicadoras de doenga renal.

Copyrighl 1658 Mary Ann Melane, Vickie Silcof
Uriversity of Delawaie

Flg. 12 — Células redondas

Eritrécitos: a sua presenca em numero superior ao normal (3 a 5 por campo), pode

significar lesdo inflamatéria, infeciosa ou traumatica dos rins ou vias urinarias.
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2, -
Copyright 1668 Mary #nn MoLaneg, Vickie Siloof
Uriversity of Delawars :

Flg. 13 - Eritrocitos

Leucécitos: quantidades aumentadas (+ de 5 por campo), indicam a presenca de
lesbes inflamatorias, infeciosas ou traumaticas em qualquer nivel do trato urinario.

o B

- "

Copyright 1889 Mary Ann Mclang Vickie Silcol
Uriversity of Delaware

Flg. 14 — Leucécitos

Cilindros: sao formados quando as proteinas se acumulam e precipitam nos tubulos
renais, aparecendo na urina com o seu formato. Os mais frequentes sé&o os cilindros

hialinos granulosos de hemécias e de leucdcitos .

B ’,‘~ -
- .
Copyrighldess Mary dnn'Molane, Vickie Silcol
Universily of Delaware

Flg. 15 — Cilindros

Cristais: uma grande variedade pode ser encontrada na urina. A sua formacéao é
influenciada pelo pH, densidade e temperatura da urina. Nas urinas de pH acido é
frequente encontrarem-se cristais de acido urico e de oxalato de calcio.
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Copyright 1888 Mary Ann Mclane.Vickie Siloo® z Copyright 1858 Mary Ban McLaneg Wickie Sico®
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(a) (b)

Flg. 16 — (a) Cristais de acido urico; (b) Cristal de oxalato de calcio

Nas urinas de pH alcalino podem aparecer cristais de fosfato triplo de aménio
e magnésio. Normalmente ndo tém significado clinico. Contudo existem
alguns cristais como por exemplo os de cistina e leucina, que estao

associados a desordens metabdlicas.

Tricomonas: a sua presenca deve ser referenciada ao médico, para posterior

tratamento.

Copyrigh? 1562 Mary Ann MeLane, Vickie Sileof
Uriversity of Deloware

Flg. 17 — Tricomonas

Leveduras: regra geral trata-se de Candida albicans. Tal como no caso

anterior a sua observacao deve ser referenciada.
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Copyright 1956 Mary Ann Mclane, Vicki izl e o
(% Uniyarsity of Delawara B

Flg. 18 — Leveduras
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2.10 Testes de aglutinacao

1- Teste VDRL (Veneral Disease Research Laboratory )

E um teste de floculagdo em lamina, para o diagndstico da sifilis, através da
pesquisa de anticorpos no soro ou plasma humanos. O antigénio (reagente utilizado)
esta ligado a particulas de carvao. Quando existem anticorpos no soro, ligam-se ao
antigénio, provocando um floculado negro.

2- Reacao de Waaler Rose

Teste de hemaglutinacdo em lamina para detecdo do Fator Reumatdide no soro
humano. Pensa-se que este fator é constituido por anticorpos IgM dirigidos contra as
prépias imunoglobulinas G dos pacientes. O reagente, € uma suspensao de glébulos
vermelhos de carneiro estabilizados, cobertos de IgG de coelho, anti carneiro. Se a

amostra tiver o Fator Reumatdide, produz-se uma aglutinacao.

2.11 HCV

As Instrucbes resumidas abaixo sdo para usuarios experientes do kit ImmunoComb
[ HCV.

1. Trazer todos os reagentes e amostras a temperatura ambiente e realizar o teste
na temperatura de 22 - 26°C.

2. Dispensar 50 pl de cada amostra e controlo nas cavidades da fileira A da Placa
Reveladora e misturar.

3. Inserir o Pente na fileira A e continuar como descrito na Tabela 1.

4. Durante as incubacdoes nas cavidades A e C, retirar e inserir o Pente
periodicamente.
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Etapa Fileira Proceder como a seguir
Reagéo antigénio- A Misturar; incubar por 10 minutos;
anticorpo abosrver.
Lavagem B Agitar; incubar por 2 minutos; abosrver.
Ligagao do conjugado c g/lbiztsur:/aer;.incubar por 10 minutos;
Lavagem D Agitar; incubar por 2 minutos; abosrver.
Lavagem E Agitar; incubar por 2 minutos; abosrver.
Reacéo de cor F Misturar; incubar por 10 minutos.
Reacéo de parada E Incubar por 1 minuto; secar ao ar livre.

Tabela 2. Resumo do Procedimento de Teste.
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Fig. 19 - Resumo dos principais precedimentos do teste
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