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“No meio da confusao, encontre a simplicidade.
A partir da discordia, encontre a harmonia.

No meio da dificuldade reside a oportunidade.”
Albert Einstein
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Resumo

Neste trabalho as atividades laboratoriais foram desenvolvidas nas areas de Hematologia,
Bioquimica Clinica, Imunologia, Endocrinologia e Microbiologia do Laboratério de Analises
Clinicas Dra. Susana Rosas, utilizando as metodologias adequadas para os testes analiticos
solicitados houve oportunidade de desenvolver e de consolidar conhecimentos nas

diferentes areas.

As areas de Hematologia e de Endocrinologia foram as selecionadas para uma descrigao mais
detalhada sobre as metodologias aplicadas, os critérios utilizados na interpretagao, na
validagdo dos resultados e na gestaio de qualidade. Sao abordadas as alteragoes mais
frequentemente associadas aos exames hematologicos e imunoldgicos efetuados no
laboratério e as patologias comumente associadas. Para cada valéncia foram selecionados
casos clinicos reais exemplificativo da patologia em causa e cujo estudo laboratorial tive
oportunidade de executar durante o estagio. Tendo as analises clinicas um papel importante
na terapéutica e na monitorizagao de certas patologia, o laboratério assegura a fiabilidade e
reduz variabilidade dos resultados obtidos, pela participagao em programas de avaliagao de

controlo de qualidade interna e de controlo de qualidade externa.

Abstract

The laboratory activities were developed in the areas of Hematology, Clinical Biochemistry,
Immunology, Endocrinology and Microbiology of the Clinical Analysis Laboratory Dra.
Susana Rosas, using the appropriate methodologies for the requested analytical tests. There
was an opportunity to develop and consolidate knowledge in different areas. The areas of
Hematology and Endocrinology were selected for a more detailed description of the
methodologies used and the criteria used in the interpretation, for the validation of results
and quality management. Changes most frequently associated with hematological and
immunological tests performed in the laboratory and commonly associated diseases are
addressed. For each valence selected to actual clinical cases illustrative of the condition in
question and whose laboratory study had the opportunity to perform during the stage.
Given that the results of clinical analysis were used to support clinical diagnosis and the
establishment of a therapy and / or monitoring of certain pathologies, the Internal Quality
Control and the External Quality control performed in the laboratory ensures reliability of

analytical results of users and reduces the variability of results obtained.

Xi






CAPITULO |. INTRODUCAO

Os principais objetivos deste estagio foram a aplicagao pratica dos conhecimentos tedricos

adquiridos durante o periodo de formagao curricular e a consolidagao dos conhecimentos

apreendidos durante a atividade profissional exercida no laboratério de analises clinicas

como técnica superior.

As atividades laboratoriais foram realizadas nas diferentes fases do processo analitico:

A fase pré-analitica € o primeiro passo para a obtencao de resultados com elevado

grau de confianga e fiabilidade. Esta comprovado que € nesta fase que ocorre a maior

percentagem de “erros” laboratoriais, pelo que se reveste de extrema importancia

para um bom resultado final. Foram realizadas as seguintes tarefas:

Rececao e preparagao do utente - consistem na analise da requisigao, abertura do
processo individual e sua orientagao até a colheita.

Colheita, identificagao inequivoca e transporte adequado das diferentes amostras
bioldgicas. Estas etapas estao documentadas no Manual de Colheitas do
laboratorio, o qual inclui informagao sobre o material de colheita especifico para
cada tipo de amostra e para cada determinagao analitica a efetuar.

Rececao, registo informatico, tratamento, triagem e conservagao das amostras.
Controlo da fase pré-analitica, designadamente pela verificagao do processamento
e manipulagao primaria das amostras biologicas, com registo das falhas de colheita
e sua comunicagao as unidades de colheita, laboratorios centrais e/ou utentes,

caso necessario.

Na fase analitica foi feito acompanhamento na realizagao dos testes analiticos das

diversas amostras bioldgicas. Foi seguido um conjunto de instrugoes operativas, de

forma a garantir a qualidade dos resultados:

Verificagado do estado de controlo dos sistemas/equipamentos analiticos:
manutengao dos equipamentos e validade dos reagentes.
Monitorizagao dos processos de analise, utilizando regularmente amostras de

controlo de qualidade interno (CQI) e controlo de qualidade externo (CQE).

Na fase pos-analitica, realizada por farmacéuticas especialistas em analises clinicas, foi

feito o acompanhamento na analise dos boletins de resultados, a sua interpretagao e



validagao biopatoldgica, tendo em conta a rastreabilidade dos resultados, assim como

registo de recomendagoes e preparagao para o envio dos resultados analiticos.



CAPITULO 2. CARATERIZACAO DO LABORATORIO DE ESTAGIO

O laboratorio Susana Pereira Rosas, fundado em 1972, esta integrado no grupo LABCO
desde 2007, cuja denominagao passou a Laboratorio Analises Clinicas Dra. Susana Rosas. O
laboratério central, sito em Av. Combatentes da Grande Guerra, n°43, 2°A/B. 2400-123

LEIRIA é composto por mais |0 unidades de colheitas, no distrito de Leiria e de Santarém.

A sua atividade é centralizada na prestagao de servigos de saude na area das analises clinicas,
nas valéncias de Hematologia, Bioquimica Clinica, Microbiologia, Imunologia, Endocrinologia
Laboratorial e Estudos Funcionais dos Metabolismos, Orgios e Sistemas. O laboratério esta
equipado com aparelhos modernos adequados a realidade do trabalho desenvolvido em prol
de um servico de satisfagao do utente e do médico. A confidencialidade dos resultados das
andlises e de todos os dados relativos aos utentes € garantida por um sistema informatico e
pelo compromisso de confidencialidade assumida pelos colaboradores. O Sistema
informatico APOLLO é um sistema de gestao global, que permite a integragio com os
equipamentos do laboratorio “on line” disponibilizando em tempo real aos equipamentos as
analises a processar e aos técnicos a visualizagao dos resultados das analises processadas,
permitindo um controle imediato. As operagoes sao efetuadas com seguranga, garantindo a
integridade e sigilo da informagao. A equipa técnica é constituida pela Dra. Cristina Maria
Rodrigues Cruz- Especialista em Analises Clinicas exerce fungao de Diretora Técnica do
Laboratério Analises Clinicas Susana Rosas com a colaboragao da Dra. Mercedes Isabel
Vicente Lopes Ferraz Furriel - Especialista em Analises Clinicas, por Técnicos Superiores de
Analises Clinicas, Técnicos de Analises Clinicas, Rececionistas/ Administrativas e Auxiliar de

Laboratorio.

Laboratério certificado desde 2005, encontra-se inserido no Sistema de Certificacao
Multisite Labco, pela Norma NP EN ISO 9001:2008, pela EIC, com Anexo Xl ao Certificado
N° E-3315 emitido em 14 de Janeiro de 2015 e com validade até 26 de Junho de 2017.

Todas as areas técnicas estao sujeitas a CQI. No caso dos equipamentos automatizados de
Bioquimica Clinica e Imunologia/Endocrinologia o laboratério possui ainda um programa

informatico (MultiQC) o qual € uma mais valia na gestao diaria do CQI.

No que respeita a avaliagao externa de qualidade, o Laboratorio Analises Clinicas Susana

Rosas participa no programa do Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA) o



Programa Nacional de Avaliagao Externa da Qualidade (PNAEQ), no programa United
Kingdom National External Quality Assessment Service (UK-NEQAS), assim como nos
programas da Randox International Quality Assessment Scheme (RIQAS), da Sociedade
Espanhola de Quimica Clinica (SEQC) e da Sociedade Espanhola de Hematologia e
Hemoterapia (SEHH).



CAPITULO 3. HEMATOLOGIA

A hematologia inclui o estudo de células sanguineas e da coagulagao. Esta area engloba a
andlise da concentragao, da estrutura e da fungao das células no sangue, dos seus
percursores na medula 6ssea, dos constituintes quimicos do plasma intimamente ligados com
a estrutura das células sanguineas, da fungao das plaquetas e das proteinas envolvidas na

coagulagao do sangue.

O avango nas técnicas da biologia molecular e a sua crescente utilizagao contribuiu para a
detecao de varias mutagoes genéticas com consequente alteragoes de estrutura, da fungao
das células e das proteinas podendo resultar em doenga hematoldgica. Atualmente através
da biologia molecular aplicagbes dos Microarrays, detetam-se doengas genéticas em
hemostase caso da doenga de Von Willebrandt, hemofilia e trombose familiar, detetam-se
mutagoes de genes em leucemias e sindromes mieloproliferativos. A aplicagao da biologia
molecular na hematologia tem um papel relevante no diagnostico, prognodstico e na

terapéutica destas doengas.

No setor de hematologia participei na realizagio de hemogramas, na contagem de
reticulocitos, na determinagao da velocidade de sedimentagao, na preparagao e observagao
de esfregacos de sangue periférico, a determinagao do tempo de protrombina e do tempo
de tromboplastina parcial ativada ou tempo de cefalino caulino e na pesquisa de eosindfilos

em exsudado nasal.

Durante o estagio surgiram alguns casos clinicos que vou referir neste relatorio.

3.1 Amostras em Hematologia

As amostras de sangue total sao colhidas para tubos com o anticoagulante EDTA k3 -
Potassium (K3) Ethylene Diamine Tetraacetic Acid, usado na forma de sal tripotassico, € o
anticoagulante de eleicao para as andlises de hematologia, com exceg¢ao das analises para o
estudo da coagulagao ja que forma quelatos insoliveis com os ides de calcio presente no
sangue, necessario para a coagulagao. Assegura a conservagao das células durante 24 horas
em amostras refrigeradas. O citrato trissddico funciona como anticoagulante bloqueando o
calcio ionizado através de reagao quimica com formagao de citrato de calcio insoluvel, é o

anticoagulante utilizado para a determinagao da velocidade de sedimentagao e para provas



de coagulagao. A heparina é o melhor anticoagulante para prevengao de hemolise e para as
provas de fragilidade osmotica, atua formando um complexo com a antitrombina Il do
plasma. Devido a poder ocorrer pequenos agregados celulares nao é usado para a anadlise

hemograma completo.

Alteragoes nos parametros do hemograma fornecem dados importantes para o diagnostico
de diferentes patologias sanguineas. E crucial conhecer o intervalo dos valores de referéncia

para uma correta interpretagao.

Tabela | - Tabela adaptada da Norma da D.G.S. n® 063/201 |, atualizado em 12/09/2013).

Parametro (Unidades) | Sexo Idade Valor Referéncia
RBC (x 10™/L) M/F 0-6 Meses 3.80-590
M/F 6 Meses-11 Anos 3.80-540
M >11 Anos 431 -6.40
B > 11 Anos 3.85-520
HGB (g/dL) M/F 0-6 Meses 140-18.0
M/F 6 Meses-11 Anos 11.0-14.0
M >11 Anos 136-18.0
F > 11 Anos 11.5-16.0
HTC (%) M/F 0-2 Semanas 420-68.0
M/F 2 Sem. - 2 Meses 35.0-50.0
M/F 2 Meses -1 Ano 30.0-40.0
M/F 1-5Anos 32.0-420
M > 5 Anos 39.8-520
F >5 Anos 347 -46.0
MCV (fL) M/F 0-2 Semanas 88.0-114.0
M/F 2 sem. -6 Meses 85.0-97.0
M/F 6 Meses - 11 Anos 72.0-86.6
M/F >11 Anos 80.0-57.0
MCH (pg) M/F 0-2 Semanas 340-37.0
M/F 2 sem. -6 Meses 31.0-36.0
M/F 6 Meses -5 Anos 250-31.0
M/F > 5 Anos 26.0-340
MCHC (g/dL) M/F 0-2 Semanas 31.0-35.0
M/F 2 sem. -6 Meses 32.0-350
M/F > 6 Meses 32.0-36.0
RDW (%) M/F 0-2 dias 149-18.7
M/F > 2 dias 11.5-15.0
PLT (x 10°/L) M/F 0-2 Meses 140 - 440
M/F > 2 Meses 140 - 440
MPV (fL) M/F Qualquer Idade 65-124

(Fonte: adaptado da Norma da D.G.S. n°® 063/201 I, atualizado em 12/09/2013)



Tabela 2 - Tabela adaptada da Norma da D.G.S. n°® 063/201 |, atualizado em 12/09/2013)

Parametro (Unidades) | Sexo ldade Valor Referéncia
WBC (x 10°/1) M/F 0-2 Meses 5.0-20.0
M/F 2 Meses-5 Anos 45-17.0
M/F 5-11Anos 45-13.0
M/F >11 Anos 40-10.0
NEU (x 10°/L) M/F 0-6 dias 1.5-16.0
M/F 6 dias -2 Meses 08-90
M/F 2 Meses -1 Anc 07-76
M/F 1-5Anos 1.5-11.0
M/F 5-11Anocs 1.5-85
M/F > 11 Anos 1.5-8.0
LYM (x 10°/L) M/F 0-6 dias 0.5-10.0
M/F 6 dias -5 Anos 20-140
M/F 5-11Anocs 1.0-78
M/F > 11 Anos 08-40
MONO (x 10%/L) M/F 0-2 Meses 0.0-24
M/F 2 Meses-5 Anos 00-20
M/F 5-11Anos 00-156
M/F >11 Anos 00-1.2
EOS (x 10°/L) M/F 0-2 Meses 00-14
M/F 2 Meses-5 Anos 00-1.2
M/F 5-11Anos 00-058
M/F >11 Anos 00-03
BASO (x 10°/L) M/F 0-2 Meses 00-056
M/F 2 Meses-5 Anos 00-05
M/F 5-11Anocs 00-04
M/F >11 Anos 00-03

(Fonte: adaptado da Norma da D.G.S. n°® 063/201 1, atualizado em 12/09/2013).

O processamento do hemograma completo é realizado pelo analisador Mindray BC-580.
Inicia-se com manutengao do equipamento e a aplicagao de controlo hematoldgico. A
calibragao é efetuada, com periocidade programada, pela empresa representante do

equipamento.

O programa de avaliagao de CQI utilizado diariamente no laboratério é Mindray

Hematology Control BC-5D. O programa de avaliagao CQE do SEHH e do UK-NEQAS.

3.1.1 Metodologia e Fundamentos do Equipamento Mindray BC-5800

A valvula de amostra aspira o sangue total que é dividido em 4 porc¢oes. As diferentes
porcoes tém diluigoes diferentes com diferentes reagentes consoante os parametros a

determinar. No processamento da amostra utiliza 3 metodologias:



* Citometrias de fluxo por laser os WBC sao

diferenciados e contados quando passam através

mindray

do laser ocorrendo a dispersao da luz laser pelas

células a diferentes angulos.

* Método colorimétrico para determinagao de
HGB onde ocorre a formagao de um complexo
que é mensuravel a 525nm. [ —

* Método por impedancia elétrica para a

determinagao de RBC/PLT obtida pela mudanga Figura | - Equipamento Mindray BC-5800.

C oA s Fonte: Mindray Medical
na resisténcia elétrica pela passagem dos ( Y )

RBC/PLT. O impulso é detetado, amplificado e registado.

3.1.1.1 Citometria de fluxo por laser
Canal BASO e Canal DIFF.

Do sangue total aspirado uma porgao € diluida com o reagente Lise M-50LEO (l) que

provoca a lise da membrana dos glébulos vermelhos

Sheath
e ao adicionar o reagente Lise M-50LEO (ll) obtém- fisd

| sevem—.
se a diferenciagio dos leucocitos (neutrdfilos, \\—)

Sample

eosindfilos, linfocitos e mondcitos) no canal DIFF. A

outra porgao é diluida com o Lise M-50LBA para se e =
obter quantificagao de WBC e de basofilos no canal i Laser
BASO. Nos citometros as células em suspensao sao WEBC f

injetadas num fluxo laminar e passam alinhadas uma a uma Figura 2 - Célula de fluxo.

. (Fonte: Mindray Medical)
em frente a um feixe de luz.

Os Citometros possuem detetores localizados a 90° do

feixe de luz. Estes detetores medem a capacidade da célula

desviar o feixe luminoso. Da dispersao lateral (Side Scatter » »
ligh i e forward

ou SSC) obtemos informagoes sobre a estrutura interna da  souce A

célula (material granular do interior da célula, relagao ' : : |

nucleo citoplasma) e a sua forma. Ou seja, a luz dispersa \/
Figura 3 - Dispersao de luz.

lateralmente correlaciona-se com a complexidade celular. A (Fonte: Mindray Medical)



luz que é dispersa frontalmente (forward scatter ou FSC) é proporcional ao tamanho celular e
ao numero das células. Estes detetores convertem a luz dispersa em impulsos elétricos

resultando na distribuicao dimensional.

Canal DIFF BT Canal BASO

Figura 4 - Scattergram.
(Fonte: Mindray Medical)

3.1.1.2 Meétodo Colorimétrico.

No analisador Mindray a determinagao da concentragao de hemoglobina é feita pelo método
colorimétrico com reagentes isentos de cianeto. A amostra e o diluente Lise M-58LH sao
misturadas na camara de reagao, provocando o rompimento da membrana dos globulos
vermelhos e a hemoglobina é libertada. Os sais do reagente ligam a hemoglobina formando
um complexo que é mensuravel a 525nm. A concentragao da hemoglobina é expressa em

g/dL.
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Figura 5 - Representagao esquematica do método colorimétrico.
Fonte: Mindray Medical



3.1.1.3 Método por Impedancia Elétrica
CANAL RBC /PLT

No método por impedancia elétrica as células sanguineas (os glébulos vermelhos e as
plaquetas) sao contadas e dimensionadas a partir dos impulsos elétricos que geram quando
imersas num meio condutor. As células sao forgadas a passar uma a uma, por um orificio de
tamanho conhecido. Esse orificio é ladeado por dois elétrodos, de forma a criar um campo
elétrico. As alteragdes na corrente existente entre os elétrodos, que ocorrem aquando da
passagem das células resistentes, sao detetadas e registadas sob a forma de impulso. O
numero de impulsos gerados corresponde ao nimero de particulas que passaram através do
fluxo. A amplitude de cada pulso é proporcional ao volume de cada particula. Cada pulso é
amplificado em comparagao com o de um canal de tensao de referéncia interna se o impulso
gerado esta acima do limiar inferior da PLT, é contado como tal; e se o impulso gerado esta

acima do limiar inferior dos RBC, é contado como um RBC.

O analisador apresenta o histograma RBC e um histograma PLT onde a coordenada X

representa o volume das células (fl) e a coordenada Y representa o numero das células.

Figura 6 - Histogramas RBC e PLT.
(Fonte: Mindray Medical)

3.1.2 Hemograma - Eritrograma
3.1.2.1 RBC - Eritrocito

Num individuo saudavel os eritrécitos apresentam forma de disco biconcavo, flexivel de
didmetro médio de 8uym, com auséncia de nucleo e de citoplasma acidéfilo. Sao produzidos
. 12 e . . . .~
aproximadamente 10'° novos eritrocitos por dia, resultam de um processo de diferenciagao
e maturagao designado por eritropoiese. A eritropoiese consiste na diferenciagao da stem
cell pluripotente (célula mae pluripotente) em precursores de maior capacidade de
diferenciagao CFUgqvv . Unidades de precursores das linhagens granulocitaria, eritrocitaria,

monocitaria e megacariocitaria, BFU; _ Fator estimulador da proliferagao de eritroblastos e



CFU¢ _Unidade formadora de eritroblastos, originando a primeira célula eritroide que pode
ser identificada morfologicamente, na medula 6ssea, o proeritroblasto. O proeritroblasto,
tem nucleo central, nucléolos e basofilia citoplasmatica, durante o processo de diferenciagao
forma-se o eritroblasto com nucleo central mas ja nao apresenta nucléolos. A maturagao do
eritroblasto consiste na perda do nucleo originado os reticuldcitos que antes da maturagao
completa a eritrocito maduro permanece 2 a 4 dias na medula 6ssea e | dia no sangue

periférico.

O numero total de eritrocitos (n) medido diretamente pelo analisador é expresso em:
RBC = n x10°uL

3.1.2.2 HGB- Concentragao de Hemoglobina Medida

A hemoglobina é o componente principal dos eritrocitos, € uma proteina conjugada que
transporta o oxigénio, hidrogénio e dioxido de carbono. Sendo a principal fungao o
transporte do oxigénio dos pulmoes para os tecidos e o didxido de carbono dos tecidos

para os pulmoes.

A determinagao da concentragao de hemoglobina é um critério fundamental para o

diagnostico de uma anemia, razao pela qual é considerada analise de rotina.
A concentragao da hemoglobina é calculada por método colorimétrico e expressa em g/dL.

3.1.2.3 HCT- Hematocrito

O valor do hematocrito corresponde a relagao entre o volume ocupado pelos eritrocitos

numa determinada quantidade de sangue. Pode ser representado em % ou em litro/litro.

No analisador BC-5800 calcula o HCT em % pela determinagao do volume corpuscular

médio e do numero total de eritrocitos, pela formula:
HCT = RBCxMCV/10
3.1.2.4 indices eritrocitarios

Wintrobe introduziu os calculos para a determinagao dos indices eritrocitarios a partir do

numero dos eritrocitos, da concentragao da hemoglobina e do hematocrito:



* VCM — Volume Corpuscular Médio/ Volume Globular Médio

O VCM ¢ o volume médio do volume de cada eritrocito. Calcula-se pelo quociente
do valor hematécrito e do nimero gldbulos vermelhos, € expresso em fentolitros

(IfL = 10"°L).
VCM (fL) = HCT (L/L) / RBC (10'"%/L) x 10°

O indice VCM permite estabelecer uma primeira orientagao etiologica da anemia,

pois permite distinguir os eritrocitos em microciticos, macrociticos e normociticos.
* MCH — Hemoglobina Corpuscular Média/ Hemoglobina Globular Média

A MCH é o valor médio da hemoglobina existente em cada eritrécito. Determina-se
pelo quociente entre o valor da concentragao de hemoglobina em sangue total (g/dL)

e o numero de eritrdcitos por litro (L), expresso em picogramas(pg).
MCH(pg) = HGB (g/dL) / RBC (10" /L)x10
* MCHC- Concentragao Corpuscular Média da Hemoglobina

A MCHC é a concentragao média de hemoglobina em um volume determinado de
concentragao de eritrocitos. Determina-se pelo quociente entre o valor de
concentragao da hemoglobina e o valor do hematocrito, no analisador BC-5800 é

expresso em g/dL sendo o célculo baseado na formula:
MCHC (g/dL) = HBG (g/dL) /HCT (L/L) x100
* RDW (Red Cell Distribution Wigth)

RDW — CV — Coeficiente de variagao da amplitude de distribuicao dos eritrocitos, €
expresso em %. Representa a percentagem de variagao dos volumes obtidos € um
indice de anisocitose eritrocitaria. O RDW tende a ser elevado em anemia

ferropriva.

3.1.3 Hemograma - Plaquetas

As plaquetas sao pequenos fragmentos do citoplasma dos megacariocitos geralmente
discoides de 2 a 4 pc de diametro. O precursor do megacariécito € o megacarioblasto que

resulta de um processo de diferenciagio e maturagao designado por megacariopoiese a
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partir da stem cell hematopoiética, na medula 6ssea. O megacariocito durante o processo de
maturagao sofre divisdes do nucleo sem ocorréncia de divisdes do citoplasma aumentando o
volume em fungao dos Idbulos formados, nas extremidades do citoplasma formam se
extensoes que se fragmentam e originam as plaquetas. Cada megacariécito da origem a 4000

plaquetas.

A contagem das plaquetas é medido automaticamente, o analisador calcula o MPV- volume
plaquetar médio expresso em fl e o nimero de plaquetas é expressa em 10*/uL. A contagem

das plaquetas é um indicador da hemostase primaria.

O valor de referéncia da contagem de plaquetas é de 140 a 440x10°/uL. O aumento do
numero de plaquetas do valor de referéncia é denominado de trombocitose e a diminuigao

do numero de plaquetas abaixo do valor de referéncia define-se de trombocitopenia.

Podem ocorrer falsas trombocitopenias devido ao efeito aglutinador do anticoagulante
sobre as plaquetas, designada na clinica por pseudotrombocitopénia, e o designado “
satelitismo plaquetario”, a adesao das plaquetas na superficie dos polinucleares neutrofilos.
Estes casos nao sao detetados pelo analisador e s6 a observagao do esfregagco sanguineo
permitira detetar estes artefactos. Quando nos deparamos com esta situagao, o utente

repete a andlise e a contagem das plaquetas é efetuado, no laboratorio, imediatamente apos

a realizagao da colheita de sangue total.

3.1.4 Hemograma - Leucograma

O leucograma compreende a contagem global de leucocitos e a formula leucocitaria que
consiste na contagem diferencial de cada um dos leucocitos presentes no sangue periférico.
Alteragoes quantitativas e morfologicas fornecem ao clinico informagoes fundamentais para
o diagnostico de disturbios hematologicos e para a monotorizagdo de terapéutica

(quimioterapia, radioterapia).

Os leucocitos ou globulos brancos constituem um conjunto de células com diversas fungoes
relacionadas com a defesa do organismo perante agentes patogénicos (quimiotaxia,
fagocitose, digestao e morte). Caraterizam-se por possuirem nucleo e organitos celulares.
Do ponto de vista morfologico classificam-se em dois grandes grupos: polimorfonucleares

(neutrdfilos, eosindfilos e basofilos) e mononucleares (linfocitos e mondcitos).



3.1.5 Esfregaco de Sangue Periférico

Apesar do enorme progresso dos métodos de diagndstico em Hematologia o estudo

morfologico do sangue periférico junto com as determinagoes dos restantes parametros

hematoldgicos continua a ser um procedimento de inegavel valor para confirmagao dos

resultados obtidos.

O estudo morfolégico do sangue periférico baseia-se na observagao do esfregago tendo em

atencao as seguintes linhagens:

* Eritrocitaria permite a observagao de possiveis alteragoes morfologicas, tais como

tamanho, forma, cor dos eritrécitos, das alteragoes do estado de maturagao, de

distribuicao, das alteragoes numéricas e a presenga de inclusoes.

* Leucocitaria é importante observar a presenca de alteragoes morfoldgicas, de

alteragoes do estado de maturagao e de alteragdes numéricas.

* Plaquetaria permite observar a presen¢a de agregagao plaquetar e de alteragoes

morfoldgicas e alteragoes numéricas.

BB/ 0000

Anomalias
eritrocitarias

Normal

Macrécito

Células em alvo

Estomatdécito

Célula em lapis

Equinécito

Acantécito

Causas

Hepatopatia, alcoolismo
Oval na anemia
megaloblastica

Deficiéncia de ferro,

hepatopatia, hemoglobinopatia,

pos-esplenectomia

Hepatopatia, alcoolismo

Deficiéncia de ferro

Hepatopatia,
pos-esplenectomia
Artefato de conservagao

Hepatopatia,
abetalipoproteinemia,
insuficiéncia renal

0 FPOCO¢y @

Anomalias
eritrocitarias

Microesferdcito

Fragmentos

Eliptécito

Pecilécito em
lagrima

Célula em cesto

Célula falciforme

Micrécito

Causas

Esferocitose hereditaria,
anemia hemolitica
autoimune, septicemia

CIVD, microangiopatia,
sindrome hemolitico
-urémica, PTT, queimaduras,
vélvulas cardiacas

Eliptocitose hereditaria

Mielofibrose,
hematopoese
extramedular

Dano oxidante (p. ex.,
deficiéncia de G6PD,
hemoglobina instavel)

Anemia de células
falciformes

Deficiéncia de ferro,
hemoglobinopatia

Figura 7 - Diagnostico laboratorial — Morfologia e incluses nos eritrocitos.
(Fonte: A.V.Hoffbrand / P.A.H. Moss)



A técnica do esfregago sanguineo deve ser realizada dentro de duas horas apos a colheita, se
efetuada posteriormente podera ocorrer um efeito do anticoagulante sobre os leucécitos
levando a um inchamento nuclear com falso aumento do numero de neutrdfilos nao

segmentados, vascularizagao citoplasmatica e a presenga de alguns artefactos.

Uma boa aplicagao da técnica de um esfregago sanguineo, permite obter 3 areas de

diferentes espessuras que refletem uma distribuigao distinta de células sanguineas.

:
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Figura 8 - Técnica de execugao de ESP e distribuicao das células no esfregaco.
(Fonte: http://www.ufrgs.br/lacvet/esfregaco.htm)

No laboratério a coloragao dos esfregagos de sangue total é efetuado de modo automatico
com o equipamento HEMA-TEK. E uma coloracio baseada no grupo de corantes tipo
Romanowsky, o corante utilizado é uma combinagao do corante Wright com o corante
Giemsa, estes corantes sao constituidos essencialmente por uma mistura de azul de metileno
(corante basico) e eosina (corante acido). Nos nucleos celulares (nucléolos) e no citoplasma
(ribossomas) ficam corados com cores basicas, em tom de azul enquanto a hemoglobina fica
corado com cores acidas, em tom rosa. A diferente afinidade de certas granulagoes
citoplasmaticas pelos corantes permite classificar os leucocitos polimorfonucleares em trés
grupos: Granuldcitos eosindfilos que fixam o corante acido, os granulocitos basofilos que
fixam o corante basico e os granuldcitos neutrofilos que fixam ambos os corantes. A mesma

coloragao é feita para pesquisa de eosinofilos em exsudado nasal.
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Figura 9 - Células sanguineas no ESP.
Fonte:http://soumaisenem.com.br/biologia/programa-de-saude/imunologia-conceitos-basicos

O esfregago sanguineo além do estudo morfoldgico das células sanguineas permite a

pesquisa de hemoparasitas.

o

Figura 10 - |dentificagao do gametécito do Plasmodium falciparum no ESP.
(Fonte: www.medicinanet.com)

3.1.6 Reticulocitos

Os reticuldcitos sao eritrocitos nao nucleados, recém libertados pela medula éssea e que
ainda contém RNA ribossémico, apresentam citoplasma policromatéfilo e com capacidade
de sintetizar hemoglobina. Apods entrarem na circulagao perdem o seu RNA durante um
periodo de 24h a 36h, pelo que a contagem de reticulocitos avalia a taxa efetiva da produgao
de eritrocitos, o seu estudo permite distinguir se estamos na presenga de uma anemia
regenerativa, para um ndmero de reticuldcitos > 100xI0°/L, de uma anemia

hiporegenerativa/arregenerativa para um nimero de reticulécitos < 50x10%/L.



A contagem dos reticuldcitos no laboratorio é efetuada pela coloragao supravital, com o
corante azul cresil brilhante e em amostras de sangue total em EDTA K;. O RNA
ribossomico quando exposto ao azul cresil brilhante, forma um complexo que precipita e

microscopicamente observamos um reticulo azul escuro (BAIN, 2007).

O resultado é expresso em percentual ou em reticulocitos por pL. Valores de referéncia:

0,5% — 2.7% ou 25.000/uL -75.000/uL.

Figura I | — Reticulocitos.
(Fonte: bolihematologia)

3.2 Patologias associadas a Linhagem Eritroéide

A Organizagao Mundial de Saide (OMS) define anemia como uma redugao da concentragao
de hemoglobina no sangue periférico, em fungao da idade e do sexo. Considera anemia nos
adultos do sexo masculino quando a concentragao de hemoglobina € inferior a 13,0 g/dL e
nos adultos do sexo feminino quando a concentragao de hemoglobina é inferior a 12,0 g/dL.

(FAUCI,2008).

Para alguns hematologistas a anemia esta presente se a concentragao de hemoglobina e do
hematocrito ¢é inferior ao limite inferior do intervalo de referéncia tendo em conta a idade,

sexo, etnia e localizagao geografica (altitude).
Fisiologicamente as anemias podem ser classificadas:

* Anemia regenerativa, caracteriza-se por uma intensa regeneragao eritroblastica
medular para compensar a diminuigao da concentragao de hemoglobina, em que a
concentragio de reticulécitos > 100x10°/L. Pode ser devido a duas causas principais:

hemorragia e hemalise.



* Anemia arregenerativa/Anemia hiporregenerativa, caracteriza-se pela incapacidade
medular de compensar a diminuicao da concentragao de hemoglobina através do
aumento da eritropoiese, sendo a concentragdo de reticulécitos < 50x10°/L. Pode
ser devido anemia aplastica, a alteragSes na maturagao eritroblastica por deficiéncia

de certos fatores tais como: ferro, vitamina b,,, acido félico.

3.2.1 Classificacao Morfolégica da Anemia

A nivel laboratorial a anemia é definida pela classificagao morfologica, a partir do valor do

parametro VCM, em anemia Microcitica/Hipocrémica, anemia Normocitica/Normocromica

e anemia Macrocitica.

Tabela 3 - Classificagao Morfolégica.

Normocitica,

Microcitica, hipocromica o Macrocitica
normocrémica
VCM < 80 fl VCM = 80-95 fl VCM > 951l
HCM < 27pg HCM > 27pg
Deficiéncia de ferro Nefropatias Anemia megaloblastica:

Déficit de vitamina B>
e folato

Talassemias

Deficiéncias mistas

Anemia ndo megaloblastica:
Consumo de dlcool
Hepatopatia
Mielodisplasia
Anemia aplastica

Anemia de doencga crénica

Algumas anemias hemoliticas

Por intoxicagao por chumbo

Hemorragia aguda

Anemia sideroblastica
Congénita

Insuficiéncia da medula ossea
(por.ex: pés- quimioterapia)

Porfiria

Anemia de doencga crénica

(Fonte: adaptado A.V.Hoffbrand / P.A.H. Moss)

* Caso clinico de possivel anemia doenga cronica.

Um homem de 80 anos apresentava palidez cutanea, cansago com mobilidade

reduzida. O clinico prescreveu o hemograma completo, VSG e anilises bioquimicas

tais como: ferro sérico, transferrina, capacidade total da fixagao do ferro e ferritina.
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Figura 12 - Hemograma e histograma do utente de 80 anos.

Tabela 4 - Resultados laboratoriais das analises prescritas.

Analises Resultado/Unidades Valores de referéncia
Ferro 56 pg/dL 65-175
Ferritina 413.20 ng/mL 22.00- 322.00
Transferrina 112 mg/dL 202-364
TIBC 142 pg/dL 256-462

Na observagao do esfregaco sanguineo observa-se, anisocitose moderada, poiquilocitose e

hipocromia.

e

Figura 13 - Esfregaco sanguineo de doente com anemia por doenga croénica.
(Fonte: Células Sanguineas — Um Guia Pratico/Barbara Bain)




Ao analisar o eritrograma verifica-se a existéncia de uma anemia normocréomica/normocitica,
com uma concentragao de hemoglobina baixa e RDW ligeiramente aumentado, indicativo de
anisocitose. Quanto aos parametros de bioquimica: ferro sérico, ferritina, transferrina e
TIBC estao diminuidos. A ferritina sérica esta aumentada devido a sintese de apoferritina
pelas células inflamatorias ou neoplasicas, caracterizando uma anemia da doenga cronica,
além de que a velocidade de sedimentagao esta elevada: VS= 124 mm (1° hora), Valores de

referéncia: N <IOmm.
* Caso clinico de possivel anemia ferropénica

Mulher de 49 anos, apresentava palidez e queixava-se de cansago. O clinico

prescreveu hemograma completo, ferro, ferritina sérica.

Figura 14 - Hemograma e histograma da utente de 49 anos.

Tabela 5 - Resultados laboratoriais das analises prescritas.

Analises Resultado/Unidades Valores de referéncia
Ferro 27 pg /dL 50-170
Ferritina 2.40 ng/mL 10.00 - 291.00

Ao analisar o hemograma a primeira evidéncia de deficiéncia de ferro é o aumento de RDW,
indicativo da anisocitose que precede a anemia, seguida de uma diminuigao do parametro da
Hb e dos paraimetros do VGM e HGM, que caracterizam uma anemia hipocrémica e
microcitica. A deficiéncia de ferro é a principal causa de anemia no mundo e a principal causa

de anemia hipocromica e microcitica.
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No estudo do esfregago sanguineo observaram-se eritrocitos microciticos, hipocromicos,
poiquilocitose com a existéncia de células em lapis e anisocitose.
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Figura |5 - Esfregaco sanguineo.

(Fonte: Fundamentos em hematologia/ A.V.Hoffbrand)

3.2.2 Anemias Hemoliticas

As anemias hemoliticas resultam de uma destruicao aumentada de eritrocitos. Sao
classificadas em anemias hereditarias que resultam de defeitos “intrinsecos” dos eritrocitos e

(3

em anemias adquiridas que em geral se originam de alteragdes “ extracorpuscular” ou

ambiental.

Tabela 6 - Anemias Hemoliticas — Classificagao.

Hereditarias Adquiridas
Membrana Imune

Esferocitose hereditaria Autoimune

Eliptocitose hereditaria Autoimune

Metabolismo

Sindrome de fragmentagao do GV

Defice G6PD
Defice PK

Hemolise cardiaca
Malformagoes AV
Microangiopatica

Hemoglobina

Hemoglobindria da marcha

HbS
HbC
Talassemias

Infecoes
Agentes quimicos e fisicos
Secundaria

(Fonte: adaptado A.V.Hoffbrand / P.A.H. Moss)

3.3 Estudo de Hemoglobinopatias

Definem-se hemoglobinopatias sendo anomalias hereditarias da sintese das cadeias globinicas

da hemoglobina. (BAIN,2007).

A hemoglobina é um tetramero constituida por 2 pares de cadeias polipeptidicas (globinas),
a (alfa), B (beta), d (delta) e /ou y (gama), que entre si estio ligadas por ligages nio

covalentes, e por quatro grupos “heme” ligados covalentemente a cada cadeia, o grupo
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heme é o componente nao proteico da hemoglobina. A combinagao destas cadeias entre si
da origem a diversas formas moleculares normais de hemoglobina. No adulto existem trés

tipos de hemoglobinas fisioldgicas:

* Hemoglobina A ( a, ,), sendo os valores normais de 97%;
* Hemoglobina A, (1, d,), sendo os valores normais de 2-3%;

* Hemoglobina F (a, v,), sendo os valores normais <|%.

No feto a hemoglobina dominante é a Hb F, que vai diminuindo gradualmente ao longo do

primeiro ano de vida.

As hemoglobinas humanas sao codificadas em dois grupos de genes estreitamente ligados; os
genes da globina o estao agrupados no cromossoma |6, enquanto os genes [} residem no

cromossoma | | (Hoffbrand, 2013).

Os individuos normais herdam 2 genes para a cadeia 3 € 4 genes para a cadeia o e y.

Cromossomo 16 Cromossomo 11
HS-40 LCR € G A

£ b bl y
——nm gl

da 4 4 da 4 4 4
w v W N N 2B | 4
L8, LY, Q,€, a,y, Y, ad, a,B,
Gower 1 Portland Gower 2 F F A, A
T L‘_/ \—'—/
Embridao Feto Adulto

Figura 16 - Representagao esquematica da constituicao dos cromossomas.
(Fonte: A.V.Hoffbrand / P.A.H. Moss)

Na classificagao das hemoglobinopatias estao referenciadas:

» Hemoglobinopatias estruturais que s3ao hemoglobinas com sequéncias de
aminoacidos alteradas, modificando as suas propriedades fisicas e quimicas:
* Polimerizagao anormal da hemoglobina — HbS (Afoigamento dos eritrocitos -
anemia falciforme);
* Alteragao da afinidade pelo oxigénio;
* Hemoglobinas instaveis quando a substituicao dos aminoacidos reduzem a
solubilidade ou aumentam a suscetibilidade a oxidagao provocando a
precipitagao e formagao de corpusculos, ex: corpusculos de Heinz.

» Talassemias que ocorrem por defeito na biossintese das cadeias globinicas.
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» Variantes talassémicas da hemoglobina que se caracterizam-se por hemoglobina ter
estrutura anormal associada a fenotipo talassémico co-hereditario:
* Hemoglobina E;
* Hemoglobina Lepore.
» Persisténcia hereditaria da hemoglobina fetal.
» Hemoglobinopatias Adquiridas:
* Alteragao da estrutura e fungao da hemoglobina no transporte de oxigénio
(Metahemoglobina, decorrente de exposigoes toxicas, carboxihemoglobina);
* Diminuigao da sintese de cadeias globinicas em doentes com mieolodisplasia,

disturbios mieloproliferativos pode observar-se a doenga de Hb H adquirida

(FAUCI,2008).

3.3.1 Talassemias

As sindromes talassémicas surgem de mutagdes que comprometem a produgao ou a
tradugao do mRNA da globina, resultando em biossintese deficiente das cadeias de globina;
quando ocorre ao nivel do cromossoma |6, existe a diminuicao de sintese da cadeia a
causando a o talassemia, ao nivel do cromossoma | | leva a uma redugao de sintese da cadeia

B causando [B-talassemia (FAUCI, 2008).

Na [-talassemia verifica-se uma diminuicao da hemoglobina A, e uma tentativa de
compensagao fisiologica, com maior produgao das outras cadeias nao a, ocorrendo um

aumento da Hemoglobina A, e Hemoglobina F. (RIBEIRO, 2015).

Na [- talassemia minor ocorre heterozigotia, anemia ligeira, hipocromica e microcitica Hb

A2 elevada (>3,5%).

Na - talassemia intermédia ocorre homozigotia ou dupla heterozigotia (/B*), anemia

moderada, hipocrémica e microcitica, esplenomegalia, Hb A2 >3,5% e HbF 10-60%.

Na pB-talassemia major ocorre auséncia de sintese de cadeias (B%B°), anemia severa,
dependente de transfusoes desde o |° ano de vida, hepatoesplenomegalia, nao ha Hb A; Hb

F elevada.
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Caso clinico de uma provavel B-talassemia minor

Uma mulher com 44 anos fez analises por motivos de cansago. As analises requeridas pelo

clinico foram hemograma completo, ferro sérico, ferritina, transferrina e capacidade de
fixagcao do ferro (TIBC).

Neug {
Lant# / 1 ul Hoi
Mon# I Nome
Eos¥

Bas#

Neu% i
Lyn%

Mon® £
Eos% 2.1
Bas% 0.2

RBC 5. 87 076 /ul Avisos RBI \
HGB 17 g/dL B |
HCT 37. 3 Microcit

MCV 63.6 fL
MCH 20. 4 Pg
MCHC 32.2 g/dl
RODW-CV 16. 7 d
RDW-SD 38.4 fL

PLT R 153 1073/l Avisos PLT
py B Distrib anormal de
POW R 16. 6 | PLT

| PCT R 0.177 %

| P-LCC R 82 1079/L

| o 50 100 150 200 250 fL 0 S5 10 15 20 25 &

Figura 17- Hemograma e histograma da utente de 44 anos.

No hemograma observa-se uma microcitose acentuada, hipocromia e anisocitose. O numero
de eritrocitos € elevado. A hiperplasia eritroide compensatoria leva a produgao de grande
numero de eritrocitos com tamanho e conteudo hemoglobinico reduzido. A maioria dos

individuos com [-talassemia minor tém uma concentragao de hemoglobina dentro dos

limites minimos dos valores de referéncia.

Tabela 7 - Os resultados laboratoriais de analises da cinética do ferro.

Analises Resultado/Unidades Valores de referéncia
Ferro 152 pg /dL 50-170
Ferritina 129.30 ng/mL 0.00 - 291.00
Transferrina 293 mg/dL 202 - 364
TIBC 372 pg /dL 256 - 462

Perante estes resultados, o clinico solicitou a analise eletroforética.
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Na eletroforese da hemoglobina, pelo método HPLC, revelou uma intensificagao da banda

correspondente a zona de migragao de HbA,

HbA, = 5.3 (valores de referéncia < 3.7)

No ESP observou-se anisocitose, e poiquilocitose com células em alvo, eritrocitos

microciticos e hipocréomicos e pontuagoes basofilas.

Figura 18 - Esfregaco sanguineo.
(Fonte: Pdq Hematology)

Os resultados laboratoriais sao compativeis com o fenotipo de portador de [(-talassemia

minor.

A detegao de uma B- talassemia minor € um problema de saude publica e de planeamento
familiar, obrigando a sua pesquisa em todos os familiares; a probabilidade de um casamento
entre dois progenitores € significativa e, nesse caso existe em cada gravidez um risco de 25%
de a crianga ter a P-talassemia major. Enquanto a [-talassemia minor é uma situagao
assintomatica, a [}-talassemia major € considerada uma situagao grave pois nao ha

praticamente a sintese de HbA, que é fisiologicamente a mais importante.

3.4 Patologias associadas a Linhagem Linfoide e Mieloide

As alteragoes adquiridas que afetam principalmente os leucocitos podem ser reacionais a
doengas nao hematoldgicas, ou podem ser neoplasicos. As neoplasias das células linfoides e
mieldide , originam-se devido a alteragdes no crescimento a diferenciagao hematopoiética
normal e alteragoes genéticas na célula hematopoiética precursora, por perda de genes
supressores tumorais e/ou mutagao de oncogenes, resultando em uma ampla variedade de

tumores do tecido hematopoético e linfoide.
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3.4.1 Alteracoes Quantitativas das Células Sanguineas

A leucocitose € um aumento de leucocitos na corrente sanguinea, que normalmente resulta
de aumento de neutrdfilos (neutrofilia) mas podera ocorrer por aumento de linfocitos
(linfocitose) ou mesmo um aumento de eosindfilos (eosinofilia). A leucopenia define-se como
uma diminuicao de leucocitos, o indicador mais comum é a diminuicad de neutrofilos
(neutropenia) em alguns casos ocorrre devido a diminuigao de linfécitos (linfopenia). A
contagem global dos leucocitos e a contagem diferencial fornecem dados valiosos ao clinico

tanto no diagnostico como na monotorizagao terapéutica.

Tabela 8 - Alteragdes do nimero de leucécitos, as suas possiveis causas e/ou a patologia que
podera estar associada.

Alteracoes

Populacao .
pulac Numericas

Algumas Causas

Inflamagao e necrose tecidual, doengas metabdlicas, neoplasias de todos
os tipos, infecgoes bacterianas, hemorragias ou hemolise agudas,
farmacos: corticosteroides, litio, tetraciclinas, tratamento com fatores
mieloides de crescimento (por ex. G-CSF).

Neutrofilia

Neutrofilos Congénita: S.Kostmann (AR), neutropenia ciclica, neutropenia crénica

benigna, neutropenia crénica grave idiopatica.

Neutropenia Adquirida: induzida por farmacos (AINE, ADO);

imune: Al, LES, hipersensibilidade ou anafilaxia; infecao viral e bacteriana.
Benigna: racial ou familiar.

Doengas alérgicas, doengas parasitarias, doengas cutaneas,

s g hipersensibilidade a farmacos, sindrome hipereosinofilo, Linfoma Hodgkin
. Eosinofilia . . .
Eosinéfilos e outros tumores sobretudo com clonalidade T, poliarterite nodosa,
vasculite.

InfecgSes agudas, inflamagoes agudas, S.de Cushing, induzida por drogas

Eosinopenia . . . > .
P tais como: corticosteroides, ACTH, histamina.

Doenga endocrina (hipotiroidismo), infegoes (varicela, variola, sinusite
Basofilia cronica), urticaria, LMC, outros sindromes mieloproliferativos , colite
Baséfilos ulcerosa, carcinoma pulmonar.

Doenga endocrina (hipertiroidismo), administragao de ACTH, reagoes

Basopenia f
alérgicas agudas.

Infecoes Agudas: inf. Virusais (EBV, CMV, Hepatite infeciosa, Rubéola,
Linfocitose HIV); herpes-simples ou zéster, Bordetella pertussis.
Infe¢coes Cronicas: tuberculose, toxoplasmose, brucelose e sifilis.

Faléncia medular grave, terapéutica imunossupressora, linfoma de

Linfopenia Hodgkin, radioterapia, imunodeficiéncia: HIV.

Linfécitos o TR ; -
Infegoes: virusais, sifilis, brucelose, maldria, tripanossomiase. Neutropenia

Monocitose cronica, Doenga de Hodgkin, leucemias agudas e crénicas: LMA, LMC,
LMMC, tratamento com fatores de crescimento — GM — ou M-CSF.

A administragao de corticosteroides, no dano pulmonar agudo, anemia

Monocitopenia L . . . .
P aplastica, LLC, leucemia das células cabeludas, radioterapia.

(Fonte: Adaptado BAIN, Barbara J e A.V.Hoffbrand / P.A.H. Moss )
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3.4.2 Leucemias

As leucemias sao classificadas em quatro tipos: leucemias agudas e croénicas, que por sua vez,

se subdividem em linféides ou mieloides:
- Leucemia Mieloide Aguda (LMA);

- Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA);

- Leucemia Mieloide Cronica (LMC);

- Leucemia Linfocitica Cronica (LLC).

As leucemias agudas sao um grupo de alteragoes malignas caracterizado pela
acumulagao de blastos ou células hematopoiéticas imaturas na medula éssea (>20%), sao
doengas mais agressivas. Nas leucemias cronicas verifica-se uma predominancia de células

maduras e geralmente tém uma progressao mais lenta da doenga.

A leucemia mieldide aguda é um grupo de doengas caracterizadas pela proliferagcao e
acumulagao de células hemapoiéticas imaturas, da linha mieléide na medula dssea e sangue

periférico.

Segundo OMS para se considerar o diagnodstico da leucemia mieldide aguda os blastos
(células hematopoiéticas precursoras) devem corresponder a mais de 20% na contagem

diferencial de 200 células no sangue periférico ou 500 células na medula ossea.

Na pratica clinica do laboratério a classificagao das leucemias que serve de referéncia é a
adotada pelo grupo franco-americano-britinico (FAB) que é baseada em parametros

morfologicos observados no sangue periférico e na medula dssea.
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Tabela 9 - Classificagao LMA e LLA (FAB).

Leucemia Mieléide Aguda

MO - LMA minimamente diferenciada

Ml - LMA sem maturacao

M2 - LMA com maturagao

M2v - LMA com maturagao variante

M3 - Leucemia Promielocitica Aguda hipergranular

M3v - Leucemia Promielocitica Aguda variante hipogranular

M4 - Leucemia Mielomonocitica Aguda

M4v - Leucemia Mielomonocitica Aguda variante eosinofilica

M5a - Leucemia Monocitica Aguda sem maturagao

M5b - Leucemia Monocitica Aguda com maturagao

M6 - Leucemia Eritréide Aguda

M7 - Leucemia Megacariocitica Aguda

Leucemia Linfoblastica Aguda

Ll - com blastos pequenos, uniformes, relagao nucleo-citoplasma alta

L2 - com blastos maiores, heterogéneos, relagao nlcleo-citoplasma mais baixa

L3 - com blastos vacuolizados, citoplasma baséfilo

Tabela 10 - Classificacio de Leucemias Mieldides Cronicas.

Leucemia Mieloide Croénica (LMC)

Leucemia Mieldide Cronica, Ph positiva

Leucemia Mieldide Cronica, Ph negativa

Leucemia Mieldide Cronica juvenil

Leucemia Neutrofilica Crénica

Leucemia Eosinifilica

Leucemia Mielomonocitica Cronica (LMMC)

Tabela 1| - Classificacdo das Leucemias Linfociticas Cronicas.

Celulas B Celulas T

Leucemia Linfocitica Croénica das células B Leucemia Linfocitica granular srande
(LLC-B, LLC) & g

I('E:Eel_:;'a Prolinfocitica Cronica das células B Leucemia Prolinfocitica das células T (LPL-T)

Leucemia das Células Pilosas (LCP)

Leucemia dos Plasmocitos
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Actualmente a classificagao da Organizagao Mundial de Saude (OMS), para os tumores dos
tecidos hematopoiético e linfoide , 4* edicao de 2008, é que se encontra em vigor. Inclui
diferentes grupos biologicamente distintos com base no imunofendtipo bem como nas

manifestagoes clinicas e alteragoes moleculares, citogenéticas e morfologicas.

Tabela 12 - Classificagao da LMA (OMS).

Leucemia mieloide aguda com anormalidades

recorrentes

LMA com 1(8;21)(q22;022); RUNXT1-RUNX1T1

LMA com inv(16)(p13.1;922) ou t(16;6)(p13.1;922);
CBFB-MYH11

LMA com t(15;17)(g22;q12); PML-RARA

Entidade proviséria: LMA com NPM1 mutado
Entidade proviséria: LMA com CEBPA mutado

Leucemia mieloide aguda com alteragées
relacionadas a mielodisplasia

Neoplasias mieloides (t-LMA) relacionadas a terapia

Leucemia mieloide aguda (ndo especificadas
separadamente)

LMA com diferenciagdo minima

LMA sem diferenciacao

LMA com maturacao

Leucemia mielomonocitica aguda
Leucemia monoblastica/monocitica aguda
Leucemia eritroide aguda

Leucemia megacarioblastica aguda
Leucemia basofilica aguda

Panmielose aguda com mielofibrose

Sarcoma mieloide

Proliferagées mieloides relacionadas a sindrome
de Down

Mielopoese anormal transitéria

Leucemia mieloide associada a sindrome de Down

(Fonte: A.V.Hoffbrand / P.A.H. Moss — Fundamentos em hematologia)
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Tabela 13 - Classificagao da LLA (OMS).

Neoplasias de precursores linfoides

Leucemial/linfoma linfoblasticos B

Leucemia/linfoma linfoblastico B, NES

Leucemia/linfoma linfoblastico B com
anormalidades genéticas recorrentes

Leucemia/linfoma linfoblastico B com t(9; 22)(q34;
q11.2); BCR-ABL1

Leucemia/linfoma linfoblastico B com t(v; 11923);
MLL rearranjado

Leucemia/linfoma linfoblastico B com t(12; 21)
(p13; q22); TEL-AML1 (ETV6-RUNX1)

Leucemia/linfoma linfoblastico B com
hiperdiploidia

Leucemia/linfoma linfoblastico B com hipodiploidia
(LLA hipodiploide)

Leucemiallinfoma linfoblastico T

(Fonte: A.V.Hoffbrand / P.A.H. Moss — Fundamentos em hematologia)

3.5 Hemostase

A coagulagao do sangue envolve um sistema bioldgico de amplificagao, segundo o conceito
do modelo celular da coagulagao sanguinea. A via da coagulagao do sangue é iniciada pelo
fator tecidular (FT), ligado a membrana, exposto apos lesao vascular e ativado por uma

proteina enzimatica dissulfeto-isomerase, com fator Vlla.

O funcionamento da cascata de coagulagao necessita de uma concentragao localizada de
diferentes fatores de coagulagao no local da lesao. A atividade dos fatores I, VII, IX e X
depende da vitamina K, para a sintese e de Ca®* para a ativagio. Os fatores I, V,VIII
interagem com a trombina e aumentam nos processos inflamatoérios, durante a gravidez e no

uso de contraceptivos orais.
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Tabela 14 - Fatores de coagulagio.

Numero do fator™
|

Il

Il

\Y

Vil

VIl

Xl
Xl
Xl

Nome descritivo
Fibrinogénio
Protrombina

Fator tecidual

Fator labil™
Proconvertina™

Fator anti-hemofilico™
Fator Christmas™

Fator Stuart-Prower

Antecedente de tromboplastina plasmética™

Fator Hageman (contato)

Fator estabilizador da fibrina
Pré-calicreina (fator Fletcher)
HMWK (fator Fitzgerald)

HMWK; quininogénio de alto peso molecular.

Forma ativa
Subunidade de fibrina
Serina-protease
Receptor/cofator*
Cofator
Serina-protease
Cofator
Serina-protease
Serina-protease
Serina-protease
Serina-protease

Transglutaminase
Serina-protease
Cofator*

(Fonte: A.V.Hoffbrand / P.A.H. Moss — Fundamentos em hematologia)

No laboratoério a hemostase primaria é avaliada pela quantificagao e morfologia das plaquetas

pelo analisador BC-5800, como ja foi descrito.

O Sysmex — série CA-540 é o aparelho automatico utlizado para a determinagao dos

parametros: Tempo de Protrombina (PT) e Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada

(TTPa) para avaliagao da hemostase secundaria.

3.5.1

Este aparelho utiliza o método de detegao foto-Optica de coagulos que consiste em

Metodologia e Fundamentos do Equipamento Sysmex - série CA-540

determinar o tempo de coagulagao medindo as variagoes da intensidade da luz dispersa.

A turvagao que ocorre da formagao do coagulo de

fibrina é medida pelo aumento da intensidade de luz

dispersa quando submetida a um comprimento de

onda de 660nm (DACIE, 2012).

"

Figura 19 - Analisador CA-540.
(Fonte: Sysmex)
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A luz dispersa é convertida em sinais elétricos. Um microprocessador controla estes sinais e
estabelece uma correlagao entre a intensidade da luz dispersa e o tempo decorrido até a

coagulagao estar concluida.

Para assegurar a integridade do sistema sempre que o lote de reagente muda, efetua-se uma
curva de calibragao. No CA 540 as especificagoes de cada curva ja se encontra pré
programado. O CQI utilizado Dade C,- Trol le 2e Control P. O programa de controlo de

avaliagao externa é SEHH.

3.5.2 Tempo de Protrombina

A determinagao do tempo de protrombina (PT) pode orientar o clinico no diagndstico de
um utente com hemorragias espontaneas e na monitorizagao da terapia com anticoagulantes
orais: os antagonistas da vitamina K (varfarina, por ex.) ou heparina de baixo peso molecular.
E igualmente prescritas pelo clinico quando o utente vai ser sujeito a intervencdes cirurgicas

ou a exames invasivos.

* Principio do método. O tempo de protrombina é o tempo necessario para que
ocorra a coagulagao em plasma, colhido em citrato de calcio, apds a adigao de uma
concentragao otima de extrato tecidular com tromboplastina contendo calcio. Avalia
fundamentalmente a via extrinseca da coagulagao (fatores V, VIl e X), assim como a

protrombina e fibrinogénio. Os valores de referéncia normais sao entre 10s - 14s.

Devido a grande variabilidade dos resultados do tempo de protrombina ja que depende da
tromboplastina usada em cada laboratério, a OMS introduziu um novo parametro a Razao
Normalizada Internacional (INR) para padronizar o controlo do tratamento com

anticoagulantes orais.

O valor do INR, no equipamento CA-540, é calculado em fungao da razao de PT, elevado ao
indice de sensibilidade internacional (ISI) que é determinado por cada fabricante do reagente

tromboplastina comparando com a tromboplastina padrao (OMS).

t

A razéo PT = Valor normal de PT

t = tempo real de coagulagao da amostra de PT
Valor normal de PT = valor normal de PT para a populagao de utentes do laboratério.,
INR = (razao de PT) s
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Tabela 15 - Testes de controlo de anticoagulantes orais. Recomendados pela British Society

Hematology.
INR- alvo Situacdo Clinica
25 (2-3) * Tratamento de trombose venosa profunda, fibrilagao

Auricular, trombofilia hereditaria sintomatica, miocardiopatia.

* Tratamento de trombose venose profunda sob varfarina,
3,0 (2.5-3.5) *  Proéteses mecanicas de valvulas cardiacas, sindrome
* antifosfolipidico (alguns casos).

Como desenvolvimento de anticoagulantes orais diretos (AOD) emergiu uma opgao que
possibilita eficacia e seguranga na terapéutica de tromboembolismo venoso. Estes farmacos,
inibidores de um fator especifico de coagulagio (por ex. o dabigatrano atua sobre a
trombina, o rivaroxano atua sobre o fator Xa) sem efeito direto na agregacao plaquetar e

em outras serinas proteases (MANSILLA, 2015).

Atualmente, em algumas situagoes clinicas, os anticoagulantes antagonistas da vitamina K
estio a ser substituidos pelos anticoagulantes orais diretos ja que estes tém poucas
interagoes medicamentosas (farmacologicamente previsiveis), sem restricoes alimentares e
nao necessitam de monotorizagao, na determinagao do tempo de protrombina. Deve

avaliar-se a fungao renal pela determinagao da clearance de creatinina.

3.5.3 Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa)

A determinagao do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) pode orientar o clinico
para detetar deficiéncias congénitas ou adquiridas de fatores das vias intrinseca e comum,

para monitorizar o tratamento com heparina classica e na pesquisa de anticoagulante ltpico.

* Principio do método. Mede o tempo de coagulagao do plasma citratado, apos adigao
de um reagente ativador dos fatores de contato, com um reagente fosfolipido
anionico e a incorporagao de ides calcio (solugao de cloreto de calcio). Avalia os
fatores VIII, IX, Xl e Xll, além dos fatores X, V, protrombina e fibrinogénio. Os
resultados sao expressos em segundos, os valores de referéncia variam entre 23 a 35

segundos (KERN,2002).
O aumento do tempo de tromboplastina parcial pode ocorrer em situagoes tais como:

* Insuficiéncia hepatica;
* Terapéutica com anticoagulantes orais (ex: heparina);

* Deficiéncia de vitamina K;
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* Presenga de anticoagulante lupico;
* Deficiéncia de fibrinogénio, F llc, F V_ F X_;

* Coagulagao intravascular disseminada (CID).

3.6 Velocidade de Sedimentacao Globular (VSG)

A velocidade de sedimentagao globular é um teste de rotina, apesar de ser um teste nao
especifico, como marcador da resposta inflamatéria. A International Commmittee por

Standardization in Haematology (ICSH) recomenda o método de Westergren na pratica clinica.

O valor de VSG depende do tamanho dos eritrocitos, da diferenga de densidade entre os
eritrocitos e o plasma, da temperatura e principalmente da concentragao plasmatica de
proteinas como o fibrinogénio e as imunoglobulinas. Os niveis elevados de fibrinogénio e de
alfa,, beta e gamaglobulinas favorecem uma VGS aumentada. Estas moléculas proteicas
assimétricas provocam maiores alteragoes na carga da superficie dos eritrocitos (diminuigao
da carga negativa) que as outras proteinas existentes no plasma o que promove uma maior
agregacao. Existem numerosas situagoes patoldgicas com alteragoes proteicas do plasma
com consequentes modificagoes na velocidade de sedimentagao entre elas destacam-se, um
provavel, aumento de VSG nas infe¢oes agudas, infe¢oes reumaticas, neoplasias, gamopatias
monoclonais, necrose tecidular e anemia. Nas situagoes fisiologicas o aumento ocorre

principalmente na gravidez e no envelhecimento.

3.6.1 Metodologia e fundamentos do equipamento VES-MATIC 30 Plus

No laboratorio, a determinagao da VSG ¢ executado

automaticamente, pelo analisador VES-MATIC 30 Plus, ,

permite obter resultados, expressos em mm/h, que sao

equivalentes aos calculados usando o método de Westergren ™

\ : ER

(I*hora) em 25 minutos e aos calculados usando o método - e :

de Westergren (2* hora) em 45 minutos. Figura 20 - Analisador VES-MATIC

(Fonte: Diesse)
O sangue total colhido em tubos com anticoagulante
citrato de sodio é cuidadosamente homogeneizado pelo equipamento. Posteriormente
durante um periodo de tempo as amostras sao deixadas a sedimentar, sendo a leitura do

nivel de sedimentagao globular efetuada por sensores optico-eletrénicos.
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Os valores de referéncia para a primeira hora variam entre Imm a 10mm para os homens e

nas mulheres entre Imm a |5mm.

Para monitorizar os valores de VSG o laboratério usa diariamente o sangue controlo ESR
nivel | e nivel 2, como CQI, que permite a determinagao da precisao e exatidao do

equipamento e participa no Programa Nacional de Avaliagdo Externa da Qualidade
(PNAEQ).
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CAPITULO 4. IMUNOLOGIA/ENDOCRINOLOGIA

A endocrinologia define-se como: “ Parte da Medicina que trata das glandulas de secrecao
interna e das suas hormonas, em particular dos pontos de vista fisiologico e patoldgico.” O
termo “endocrino” significa a secregao interna de substincias biologicamente ativas, as
hormonas, que sao libertadas para a corrente sanguinea para regularem fungoes do tecido

alvo.

Nos ultimos anos, a solicitagao de exames laboratoriais para a avaliagao e monotorizagao da
funcao tiroideia tem aumentado significativamente, ja que existe uma elevada prevaléncia da
disfungao tiroideia e da patologia nodular da tirdide na populagao portuguesa. Segundo os
dados do Observatério Europeu do Cancro (ECO) no ano de 2012, Portugal apresentou
uma incidéncia anual (novos casos) de cancro da tiréide de 4.4 casos por 100,000 (6.4 no

sexo feminino e 2.2 no sexo masculino por 100,000) e uma mortalidade de 0,5%.

Segundo Dr. Luis Raposo, médico endocrinologista e coordenador do Grupo de Estudo da
Tiroide (GET) da Sociedade Portuguesa de Endocrinologia, Diabetes e Metabolismo (SPDM),
”As doencas associadas a Tirdide sao cada vez mais frequentes, mas podem ser prevenidas
ou facilmente tratadas quando diagnosticadas atempadamente. Estudos recentes conduzidos
pelo Grupo de Estudo da Tirdide em gravidas e criangas em idade escolar vieram revelar
uma insuficiéncia moderada dos niveis de iodo na populagao portuguesa, traduzindo um

aporte inadequado de iodo na alimentagao”.

O iodo ingerido liga-se se as proteinas séricas, particularmente a albumina e a captagao do

iodo pela tiroide é extremamente importante para a sintese de hormonas tiroideias.

A Direcao Geral de Salude, consciente desta realidade tem vindo a elaborar normas de
orientagao clinica para avaliagao e monotorizagao da fungao tiroideia, sobre o noédulo da

tiroide e aporte de iodo em mulheres na preconcegao, gravidez e amamentagao.
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4.1 Diagnéstico Laboratorial da Fungao Tiroideia

A tirdide é uma glandula endocrina designada por glandula tiroideia, produz a Tri-
iodotironina (T;) e a tiroxina ou tetra-iodotironina (T,). A produgao das hormonas T; e T, é
estimulada pela hormona tiro-estimulante ou tirotropina (TSH), produzida na adenohipofise
pela estimulagao da hormona libertadora da tirotropina (TRH). A ligagao da hormona TSH
aos recetores nas células foliculares estimula a producao da proteina tireoglobulina

responsavel pela sintese das hormonas tiroideias.

A tri-iodotironina e a tiroxina no sistema circulatorio sao transportadas por proteinas
plasmaticas, 70-75% ligadas a proteina transportadora da tiroxina (TBG) e 20%-30% ligadas a
albumina, a tri-iodotironina livre (FT;) e a tiroxina livre (FT,) sao as fragoes livres

metabolicamente ativas das hormonas que circulam na corrente sanguinea.

Existem situagoes que interferem nos doseamentos bioquimicos de T3 e T4, como sejam a
toma de anovulatérios (estrogénios) e a gravidez, que aumentando a globulina de transporte
das hormonas tiroideias (TBG), simulam um hipertiroidismo analitico com T3 e T4 séricas

elevadas. Deste modo é preferivel avaliar a T3 e T4 livres para o diagnostico.

Nas células medulares da tiroide, células parafoliculares ou células C é produzida a hormona

Calcitonina. A Calcitonina elevada pode ser indicativo de carcinoma medular da tirdide.

Os disturbios das fungoes tiroideias podem envolver um acréscimo da fungao que

caracteriza o hipertiroidismo ou uma hipofungao que caracteriza o hipotiroidismo.

Tabela 16 - Diagnéstico laboratorial de alguns tipos de hipertiroidismo e de hipotiroidismo.

TSH T4 FT4 T3/FT;
Primario i 4 4
Hipotiroidismo Secundario | N ou ¢ g _
Subclinico | N ou lig. © N N
Primario 4 @ @
Hipertiroidismo
Secundario | N ouf i) i)
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4.2 Amostras em Imunologia/Endocrinologia

As instrugoes de colheita e manuseamento das amostras estao devidamente documentadas

no manual de colheitas do laboratorio.

As determinagoes das concentragoes dos parametros imunolégicos sio preferencialmente
efetuadas em soro, sendo as amostras colhidas para tubos de gel, contudo, existem
determinagoes que podem ser efetuadas em amostra no plasma com EDTA K,. As amostras
sao centrifugadas a 3500/rpm durante quinze minutos. Apos a centrifugagao procede-se a
observagao das amostras. ja que nao podem conter fibrina nem apresentar bolhas, para

minimizar as interferéncias no processo operativo.

4.3 Metodologia e Fundamentos do equipamento de ADVIA

O ADVIA Centaur CP é um aparelho de teste de
imunoensaio destinado a determinagao de

diferentes anticorpos com recurso a técnica de

quimioluminescéncia direta.

Figura 21 - ADVIA Centaur CP Immunoassay System.
(Fonte: Siemens)

Tabela 17 - Anilises efetuadas no equipamento ADVIA.

Equipamento Anilises

Anticorpos Anti -Tiroglobulina (Anti- TG)
Anticorpos Anti- Peroxidase (Anti- TPO)
Tri-iodotironina livre (FT;),

Tiroxina livre (FT,),

Tri-iodotironina (T;),

Tiroxina (T),

Tirotropina (TSH)

Antigénio de superficie da hepatite B (HBsAg)
Anticorpos totais do antigénio nuclear da hepatite B (HBc Total)
Anticorpos de I,G do virus da hepatite C (HCV)
ADVIA Centaur HIV Ag /Ab Combo (CHIV)

CP Hormona luteinizante (LH)

Hormona progesterona (PRGE)

Prolactina (PRL)

Hormona gonadotropina coriénica humana (hCG)
Hormona estradiol (E,)

Hormona foliculoestimulante (FSH)

Antigénio especifico da prostata (PSA)

CA 125

CA 199

Antigénio carcinoembrionico (CEA)

Ferritina
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4.3.1 Método da Quimioluminescéncia Direta

Em um imunoensaio quimioluminescente, uma molécula quimioluminescente é utilizada

como marcador indicador para detetar e quantificar as reagoes imunologicas.

O analisador, ADVIA Centaur CP, mede a quantidade de luz emitida durante a reagao
quimioluminescente desencadeada pela alteragao de pH pela adicao de um acido e uma base
no final da reagao. A tecnologia de imunoensaio utiliza o éster de acridinio, estrutura
organica com 3 anéis facilmente oxidavel, como um marcador direto da
quimioluminescéncia, tem uma emissao rapida e intensa de luz, e particulas paramagnéticas
como fase soélida, que sao constituidas por cristais de 6xido de ferro que sao atraidos por

um campo magnético. Este sistema aplica trés métodos de reagao dos ensaios:

* Método Sandwich. Anticorpos ligados a Ester de Acridinio (EA) adicionam-se a
amostra, unindo-se ao antigénio que queremos quantificar, segue-se a adicao das
particulas paramagnéticas (PMP) unidas a anticorpos especificos e apds incubagao
forma se o complexo PMP-anticorpo com o complexo antigénio-anticorpo marcado
com EA. Finalmente o acido e a base sao adicionados para iniciar a reagao
quimioluminescente. A concentragio do parametro a determinar presente na

amostra € diretamente proporcional a emissao de luz.

* Método Competitivo - antigénio marcado. O antigénio marcado com éster de
acridinio compete com o antigénio da amostra para os mesmos locais de ligagao ao
anticorpo que esta ligado covalentemente as particulas paramagnéticas. Apos a
incubagao a mistura da reagao é exposta a um campo magnético e o complexo com
éster de acridinio nao ligado é separado e retirado. O acido e base sao adicionados
para iniciar a reagao quimioluminescente. A concentragao do parametro a determinar

e a emissao de luz tém uma relagio inversa.

* Método Competitivo - anticorpo marcado. Antigénio unido as particulas
paramagnéticas competem com o antigénio da amostra para os mesmos locais de
ligagao no anticorpo marcado com éster de acridinio. Apos incubagao, a mistura da
reagao € exposta a um campo magnético e o complexo anticorpo- éster de acridinio
nao ligado é separado e retirado. A reagao quimioluminescente ¢ iniciada pela adigao
do acido e da base. A concentragao do parametro a determinar e a emissao de luz

tém uma relagao inversa.
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Parametros determinados por este ensaio:

Anticorpos anti-tiroglobulina (Ac. anti-TG). A determinagao quantitativa
de anticorpos anti-tiroglobulina no soro ou plasma com EDTA K, é
prescrita pelos clinicos como meio auxiliar de diagndstico das de
Hashimoto e de Graves, que sao doengas auto- imunes que afetam a
glandula tiroideia. Devido a heterogeneidade da tiroglobulina, os niveis de
ac. anti-TG aumentam noutros estados de doenca em doentes idosos e
em doentes eutiroides, clinicamente normais. O resultado do ac anti- TG é

expresso em Ul/mL.

Anticorpos anti-peroxidase (Ac. anti-TPO). A determinagao quantitativa
de ac. anti peroxidase no soro ou plasma com EDTA K;, é util como meio
auxiliar de diagnostico de doentes com doenga auto-imune da tiroide. A
peroxidase da tiroide (TPO) é uma proteina glicosilada que se encontra
igualmente nas células foliculares da tiroide. A TPO catalisa a iodizagao
dos grupos tirosil na tiroglobulina, resultando na sintese de hormonas
tiroideas, T; e T, A concentragao do anticorpo anti-TPO aumenta em
mais de 90% nos doentes com tiroidite auto-imune ativa. Também se
encontram aumentados na doenga de Graves materna e de Hashimoto. O

resultado do ac. anti-TPO é expresso em Ul/mL.

Tri-iodotironina livre (FT;) e Tiroxina livre (FT,). A determinagao
quantitativa de FT, e de FT,, no soro, € Util para diagnosticar situagoes de
hipotiroidismo e de hipertiroidismo. Sao doseadas pelo método
imunoensaio competitivo em que existe uma relagao inversa entre a
concentragao de FT, e a concentragao de FT, presente na amostra do
doente com a quantidade de luz emitida. O resultado de FT; é expresso

em pg/mL e o resultado de FT, é expresso em ng/dL.

Tri-iodotironina (T;) e Tiroxina ou tetra-iodotironina (T,). No diagndstico
clinico os seus doseamentos além de serem uteis para a disfungao primaria
da glandula tiroidea siao indicadores importantes para a disfungio da
pituitaria ou do hipotalamo dado que a libertagao destas hormonas &
diretamente afetado pela TSH. A determinagao quantitativa de T; e T, é
um  imunoensaio  competitivo que recorre a  tecnologia

quimioluminescente direta onde existe uma relagao inversa entre a
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quantidade de cada uma destas hormonas presentes na amostra do doente
e a quantidade de luz emitida. O resultado de T; é expresso em ng/mL e o

resultado de T, ¢é expresso em pg/mL.

* Captura de anticorpos. Captura de anticorpos presentes na amostra através de
um anticorpo especifico de IgM humana (anticorpo anti IgM humana) que se encontra
ligado as particulas paramagnéticas, complexo que reveste a fase sdlida.
Posteriormente adiciona-se o antigénio marcado com o composto éster de acridina
que tem afinidade para os anticorpos da amostra. A concentragao tem uma relagao

direta com a emissao de luz.
Parametro determinado por este ensaio:

* Hormona Tiro-estimulante (TSH). A quantificagao da TSH é particularmente
util no diagndstico diferencial entre o hipotiroidismo primario (devido a
hipofungao da tiroide) em que se verifica o aumento significativo da TSH, do
hipotiroidismo secundario (disfungao da hipdfise) e do hipotiroidismo
terciario (hipotalamo) em que as concentragoes de TSH sao baixos. Através
da observagao de alteragao da concentragao de TSH do doente apos a
estimulagao da hormona libertadora da tirotropina (TRH) permite diferenciar

o hipotiroidismo secundario do terciario.

A determinagao quantitativa da TSH é um ensaio de 3° geragao em que a
reagao ocorre entre um anticorpo monoclonal anti- FITC ligado ao complexo
que reveste a fase solida, um anticorpo monoclonal de captura anti- TSH
marcado com FITC e um tragador composto por um éster de acridina
proprio e um anticorpo mAb anti- TSH conjugado com albumina de soro
bovino para detegao quimioluminescente. A concentragao da TSH presente na
amostra tem uma relagao direta com a emissao de luz. O resultado da TSH ¢

expresso em pUl/mL.

A gestao da qualidade no setor de Imunologia/Endocrinologia é avaliado no CQI pelo
programa da Bio Rad — Lyphochek Immunoassay Plus Control nivel 1,2,3 que é um soro
controlo da qualidade ensaiado para controlar a precisao dos resultados e
consequentemente dos procedimentos laboratoriais de analise para os diferentes
parametros. A periocidade do CQI ¢é didria e é efetuado um controlo para cada parametro

sempre que a técnica € utilizada.
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Na avaliagao externa de qualidade participa nos programas de CQE do RIQAS e do INSA.

4.4 Casos Clinicos

Reporto alguns casos clinicos de disfungoes tiroideias que tive oportunidade de analisar

durante este periodo de estagio.

4.4.1 Caso clinico |

Uma mulher com 38 anos consultou o médico por ter verificado aumento de peso, com

edemas e irritabilidade.
O clinico prescreveu as seguintes analises:

Tabela 18 - Resultados laboratoriais das analises do caso clinico .

Analises Resultado/Unidades Valores de referéncia
T; total 0.80 ng/mL 0.60 - 1.81
T4 total 4.3 pg/mL 4.5-109
FT3 2.1  pg/mL 23-42
FT4 0.54 ng/dL 0.89 - 1.76
TSH 14991 pUI/mL 0.55 - 4.78
Acanti TG 21670 Ul/mL < 60.00

A presencga de baixas concentragoes na FT,, FT, e T,total e a concentragao elevada de TSH,
sao marcadores do hipotiroidismo primario. A positividade do Ac anti-TG podera indiciar

para o diagnostico de hipotiroidismo auto-imune.

4.4.2 Caso clinico 2

Uma mulher com 32 anos apresentava queixas de perda de peso, arritmias, ansiedade e

nervosismo e irritabilidade.
O clinico prescreveu as seguintes analises:

Tabela 19 - Resultados laboratoriais das analises do caso clinico 2.

Analises Resultado/Unidades Valores de referéncia
T; total .78 ng/mL 0.60 -1.81
T4total 12.3 pg/mL 45-10.9

FTs 4.8 pg/mL 23-42
FT4 2.25 ng/dL 0.89 - 1.76
TSH 0.008 pUI/mL 0.55 - 4.78
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Ao analisarmos os resultados verifica-se a existéncia de concentragdes elevadas para os
parametros T,total, FT, e FT, e a concentragio de TSH muito inferior ao valor minimo de

referéncia sao marcadores indicativos de hipertiroidismo primario.

No hipertiroidismo o doente apresenta um conjunto de sintomas e sinais clinicos que
resultam da exposicao dos tecidos a concentragoes excessivas de hormonas tiroideias. A

prevaléncia é de 0.2% nos homens e 2% nas mulheres.

4.4.3 Caso clinico 3

Um jovem de |7 anos, consultou o médico por fadiga, irritabilidade, hiperatividade,
palpitacoes e perda de peso. Perante o quadro clinico o médico prescreveu as analises
hemograma com plaquetas, glicémia, ureia, creatinina, colesterol total, colesterol HDL,

colesterol LDL, triglicerideos, FT; FT,, TSH, anticorpos anti -TG, anticorpos anti -TPO.

Tabela 20 - Resultados laboratoriais das analises do caso clinico 3.

Analises Resultado/Unidades Valores de referéncia
FT3 > 20.0 pg/mL 23-42
FT4 5.00 ng/dL 0.89 - 1.76
TSH 0.008 pUI/ mL 0.55 - 4.78
Acanti TG 112.40 Ul/mL < 60.00
Ac anti TPO > 1300.00 Ul/mL < 60.00

Perante estes resultados, em que as concentragoes de FT; e FT, estao elevadas e a
concentragao de TSH baixa e com os anticorpos anti-TG e anti-TPO positivos, o clinico

prescreveu a analise anticorpos anti receptor TSH (TRAbs).

Os resultados de todos os outros parametros estavam dentro dos limites dos valores de

referéncia.

Tabela 21 - Resultado laboratorial da analise do caso clinico 3.

Analise Resultado/Unidade Valores de referéncia

TRAbs 117.15 < 1.00

Os resultados elevados de hormonas tiroideas (FT; e FT,) e TSH suprimida sao os
marcadores bioquimicos do hipertiroidismo. A positividade dos anticorpos anti-TG e
anticorpos anti-TPO surgem na patologia auto-imune tiroideia, a positividade dos TRAbs é

um marcador da doencga de Graves.
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A causa mais frequente de hipertiroidismo primario é a doenca de Graves-Basedow,

responsavel por 85% dos casos, seguida de Bécio Multinodular.

4.4.4 Caso clinico 4

Uma mulher de 45 anos numa consulta de rotina apresentava hipertensao e o médico

prescreveu as andlises, consideradas de rotina e as analises para avaliar a fungao tiroideia.

Tabela 22 - Resultados laboratoriais das analises do caso clinico 4.

Analises Resultado/Unidades Valores de referéncia

T; total 0.72 ng/mL 0.60 - 1.81
T4 total 7.2 pg/mL 45-109
FT3 2.8 pg/mL 23-42

FT4 1.34 ng/dL 0.89 - 1.76

TSH 6.87 pUl/mL 0.55 - 4.78
Acanti TG <20 Ul/mL < 60.00
Ac anti TPO < 10 Ul/mL < 60.00

Ao analisar os resultados verifica-se que as concentragoes de Tjtotal, T,total, FT; FT, se
encontram dentro dos valores de referéncia e os anticorpos anti-TG e anti-TPO sao
negativos. Como as concentragoes das hormonas tiroideias circulantes sao normais e a
concentragao de TSH esta ligeiramente elevada pode sugerir hipotiroidismo subclinico, em

que os doentes apresentam poucos ou nenhuns sinais clinicos de hipotiroidismo.
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CAPITULO 5. CONCLUSAO

Finalizo realgando a importancia da experiéncia pessoal vivida com a realizagio deste
mestrado e como enriqueceu a minha formagao, particularmente na atualizagao de conceitos
e técnicas laboratoriais em Métodos Moleculares: Hibridizagao e Amplificagao nas areas de
Hematologia, Imunologia, Parasitologia e Virologia e Métodos Analiticos de

Imunofluorescéncia Polarizada na area de Toxicologia.

Para além de consolidar os conhecimentos adquiridos ao longo dos dois anos de formagao,
o estagio permitiu desenvolver capacidades de pesquisa, organizagao e estruturagao dos
dados com base na pratica laboratorial e na anadlise da vasta bibliografia na area da salde e

bioquimica.

Esta abordagem contribuiu para desenvolver capacidades no sentido da interagao entre os
dados laboratoriais, a informagao clinica e o utente, que considero fundamental na minha

pratica profissional.

Reitero a certeza de que este mestrado foi enriquecedor, quer a nivel pessoal como

profissional de saude.

47






CAPITULO 6. BIBLIOGRAFIA

BAIN, Barbara . — Células sanguineas — Um Guia Pratico. 4° Ed. Porto Alegre;

Artemed, 2007. ISBN 978-85-363-0922-4.

BURTIS, et al. — Tietz: Fundamentals of Clinical Chemistry. 6° Ed. Missouri: Saunders,
2008. ISBN 978-1-4557-4165-1.

BAIN, Barbara et al. — Dacie and Lewis Practical Haematology. |1* Ed. Churchill
Livingstone: Elsevier, 2012. ISBN 9780702034084.

CREAGER, Mark A. — Atlas De Doencas Vasculares. 3°Ed. Lisboa: Euromédica 2008.
ISBN 978-972-8749-68-2.

FAUCI et al. — Harrison — Medicina Interna. | 7°Ed. México: McGraw-Hill Interamericana

2009. ISBN 978-85-7726-050-8 (vol.l). ISBN 978-85-7726-051-5 (vol.lI).

GREENSPAN, Francis S.; STREWLE, Gordon ]. — Endocrinologia Basica e Clinica. 5°Ed.
Guanabara. Koogan. S.A, 2000. ISBN 0-8385-0588-0.

HALL, Jonh E., Ph.D. — Guyton and Hall- Textbook of Medical Physiology.|2* Ed.
Philadelphia: Saunders, 201 1. ISBN 978-1-4160-4574-8.

HENRY Jonh Bernard M.D. — Diagnéstico y Tratamiento Clinicos por el Laboratoério.

9% Ed. Barcelona: Ediciones Cientificas y Técnicas, 1993. ISBN 0-7216-2212-7.

HOFFBRAND, A. Victor; PETTIT, Jonh; MOSS P. — Fundamentos emm Hematologia.
6°Ed. Porto Alegre: Artmed, 2013. ISBN 978-85-658552-30-2.

HOFFBRAND, A. Victor; PETTIT, Jonh — Atlas Colorido de Hematologia Clinica. 3°Ed.
Sao Paulo: Manole, 2001. ISBN 85-204-1167-3.

LAZARUS, Jonh; PIRAGS, Valdis; BUTZ, Sigrid —-The Thyroid and Reproduction. |°Ed.
Germany: Thieme, 2009. ISBN 978-3-13-146721-8.

MANILA, L et al. — Dicionario Médico. 3°Ed. Lisboa: Climepsi Editores, 2004. ISBN 972-
736-080-4.

49



Mindray Medical International Limited — Especificacdes Técnicas do Analisador
Mindray BC-5800. 2013. [Acedido em marco 2015]. Disponivel na internet:

http://www.mindray.com/pt/products/25.htmL.

OLIVEIRA, Raimundo — Hemograma, como fazer e interpretar. |* Ed. LPM Editora,

2007. ISBN 978-85-99305-14-0.

PORTUGAL. Direcgao-Geral da Saude — Prescricao e determinacao do Hemograma.

Lisboa: DGS, 2013.

PORTUGAL. Direccao-Geral da Saude — Prescricio de Exames Laboratoriais para

Avaliacio e Monitorizacao da Funcido Tiroideia. Lisboa: DGS, 2012.

PORTUGAL. Direcgao-Geral da Saude — Abordagem, Diagndstico e Tratamento da
Ferropénia no Adulto. Lisboa: DGS, 2015.

PORTUGAL. Direcgao-Geral da Saide — N6dulo da Tiroide. Lisboa: DGS,201 3.

RIBEIRO, Isabel Silva — Hematologia — Da Pratica Clinica a Teoria. |°Ed. Lisboa: Lidel,
2015. ISBN 978-9-7275-7915-0.

RICHARD, AMc Pherson; MATTHEW R. Pincus — Henry’s Clinical Diagnosis and
Management by Laboratory Methods. 22° Ed. Saunders: 201 |. ISBN 978-1-4377-0974-
2.

SEELEY, Rod R et al. — Anatomia e Fisiologia. 6°Ed. Loures: Lusociéncia, 2005. ISBN 978-
972-8930-07-3.

Siemens — ADVIA Centaur CP Immunoassay System. Especificagoes técnicas do
aparelho. [Acedido a 20 de maio de 2015 ]. Disponiveis na internet:

http://www.healthcare.siemens.com/immunoassay/systems/advia-centaur-cp-immunoassay-sys

Sysmex — Sysmex CA- 540 Coagulation analyser. Especificagoes técnicas do aparelho.
[Acedido a 10 de Abril de 2015]. Disponivel na internet: http://www.gmi-inc.com/sysmex-ca-

540-coagulation-analyzer.htmL

Sociedade Portuguesa de Endocronologia Diabetes e Metabolismo (SPEDM) — Grupo de
Estudo da Tiroide. Dr° Luis Raposo et al. 1998 ( Acedido a 24 de Agosto 2015).

Disponivel na internet: http://www.spedm-tiroide.org/website/28.htm#/website

50



MANSILHA, Armando — Diagnéstico e Terapéutica do Tromboembolismo Venoso

- Evidéncias e Recomendacoes. |°Ed. AMMP, 2015. ISBN 978-989-20-5731-6.

VIVES Joan Lluis; AGUILAR Josep Lluis — Manual de Técnicas de Laboratério en
Hematologia. 6°Ed. Barcelona: Masson-Salvat,1994. ISBN 84-458-0170-8.

51





