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RESUMO

O presente trabalho constitui o relatorio de estagio curricular efetuado como parte
integrante e conclusiva do Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra (FFUC). Este documento resulta da experiéncia por mim adquirida
durante a realizagao do estdgio no Servico de Patologia Clinica do Instituto Portugués de

Oncologia de Coimbra, Francisco Gentil (IPOCFG).

Neste relatorio sao primeiramente descritas as carateristicas do local onde decorreu
o estagio e em seguida abordadas, de forma resumida, as areas de Quimica Clinica e
Microbiologia. Finalmente, com maior detalhe, sao apresentados os setores de Hematologia

e de Imunologia e Hormonologia.

ABSTRACT

The present work represents an internship report made as integrant and conclusive
part of Master in Clinical Analysis of the Faculty of Pharmacy, University of Coimbra (FFUC).
This document is the result of the experience gained by me during the course of the
internship at the Service of Clinical Pathology of Francisco Gentil Portuguese Institute of

Oncology at Coimbra (IPOCFG).

In this report, first is described the characteristics of the local where de internship
took place and then presented, briefly, areas such as Clinical Chemistry and Microbiology.
Finally, with greater emphasis, will be presented the sectors of Hematology and Immunology

and Hormonology.
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I. INTRODUCAO

O laboratério de andlises clinicas constitui uma peca fundamental no processo
dinamico que se inicia com a prescricao de exames laboratoriais pelo clinico e que termina
com a avaliagao da eficacia de medidas terapéuticas, implementadas na tentativa de corregao
de um desequilibrio do estado fisiologico do organismo humano. Ao longo deste processo as
andlises clinicas demonstram ser uma mais-valia em diversas etapas, desde o diagnostico ao
acompanhamento e prognostico da doenga. Torna-se assim essencial que o laboratorio
assegure que os resultados por ele emitidos sejam fiéis e concordantes com a real situagao
clinica do doente, garantindo a qualidade dos servicos prestados. Essa qualidade depende de
todos os profissionais do laboratorio de andlises clinicas, desde administrativos a médicos
especialistas em Patologia Clinica, técnicos de diagndstico e terapéutica e técnicos
superiores de salde.

O Servico de Patologia Clinica (SPC) corresponde a um dos varios servigos do
Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra, Francisco Gentil (IPOCFG), unidade
hospitalar de referéncia na prestacao de cuidados de saiude na area da oncologia. O SPC ¢é
composto por quatro grandes valéncias: Hematologia, Microbiologia, Quimica Clinica e
Imunologia e Hormonologia, tendo sido neste servico que realizei o meu estagio curricular,
sob orientagao do Dr. Frederico Valido, responsavel pela diregcao do SPC.

Como objetivos da realizagdo deste estagio destacam-se a integracdo no meio
profissional e contacto com outros profissionais da area de salde, a aplicagio de
conhecimentos tedrico-praticos adquiridos durante a formagao no Mestrado em Andlises
Clinicas (MAC) e a capacidade de desenvolvimento de trabalho, nio sé em equipa mas
também de forma autéonoma.

O estagio curricular no Servigco de Patologia Clinica do IPOCFG teve a duragao de
sete meses, dois dos quais consistiram na repeticao das duas valéncias a abordar de forma

mais detalhada neste relatério —a Hematologia e a Imunologia e Hormonologia.
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Il. CARATERIZAGCAO DO LABORATORIO

O Servico de Patologia Clinica do IPOCFG ¢é dirigido pelo doutor Frederico
Fernando Monteiro Marques Valido, médico especialista em Patologia Clinica, e conta com
varios profissionais que diariamente asseguram a qualidade dos servigos prestados a
comunidade que a instituicao serve. Desde médicos, bioquimicos, farmacéuticos, bidlogos,
técnicos de anadlises, administrativos e auxiliares de a¢ado médica, todos contribuem para
satisfazer as necessidades dos pacientes que, na sua maioria, correspondem a doentes
oncologicos em fase de tratamento ou em regime de follow-up.

Na sua totalidade o SPC é composto por uma sala de espera, duas salas de colheita,
uma area administrativa/secretariado, um gabinete da dire¢ao, um gabinete médico, uma sala
polivalente e pelas areas correspondentes as variadas valéncias que o servigo abrange.

Na area administrativa comegam por ser registados os exames laboratoriais do
utente no sistema informatico do servigo, conforme a informagao que consta na requisicao
médica. O mesmo tratamento é dado aos produtos bioldgicos de doentes internados na
instituicao e que chegam ao SPC por meio de auxiliares de agao médica ou a amostras
colhidas por técnicos de diagnéstico e terapéutica, que se deslocam as varias enfermarias
para efetuar as colheitas. Para utentes em ambulatoério, a colheita é feita na sala do proprio
servigo destinada a esse fim. Uma vez efetuado o registo e a colheita das amostras, estas sao
transportadas para os diferentes setores (consoante os exames laboratoriais requeridos pelo
clinico prescritor), para serem analisadas. Apos o processamento analitico da amostra, os
resultados sao validados pelo médico especialista em Patologia Clinica ou pelo técnico
superior de saude e, posteriormente, transmitidos ao clinico prescritor. Diariamente, o SPC
regista um total de, aproximadamente, 300 utentes.

Em termos de tecnologia, o SPC constitui um servico que dispoe dos mais variados
equipamentos que, de forma automatica ou semi-automatica, permitem os mais variados
testes laboratoriais. E pois um servico que acompanha a evolugio da tecnologia, o que se
traduz em vantagens significativas, nao sé para o técnico que contacta diretamente com as

amostras bioldgicas e executa os diferentes testes, como também para o proprio utente.
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Um dos objetivos inerente a qualquer laboratorio de andlises clinicas é garantir que
os seus servicos satisfazem as necessidades do utente, no contexto dos cuidados de saude.
O controlo da qualidade deve portanto ser uma preocupagio de todo e qualquer
laboratério. No SPC, a qualidade dos resultados analiticos é assegurada diariamente pelo
Controlo de Qualidade Interno (CQI) e pela participagdo em programas de Avaliagao
Externa da Qualidade (AEQ), nacionais e/ou internacionais, ao nivel de todas as areas clinicas
do servico.

O CQI trata-se de um controlo didrio e intra-laboratorial, dizendo respeito a todo o
conjunto de procedimentos internos com vista a controlar a qualidade dos resultados
produzidos, visando normalmente a melhoria da sua precisao. Na pratica este controlo é
feito ao nivel de todos os equipamentos utilizados na rotina didria do setor e consiste na
andlise de duas a trés amostras controlo, cuja concentragao € conhecida.

Ja o controlo externo (AEQ) corresponde a um método de avaliagao do desempenho
do laboratério por uma entidade externa e acreditada. Neste caso, sao analisadas amostras
de carateristicas desconhecidas, enviadas pela entidade organizadora do programa no qual o
laboratério se tera inscrito previamente. A participacao nestes programas, que podem ser
organizados a nivel nacional (PNAEQ) ou internacional (RIQAS, UK NEKAS), permite
assegurar que o resultado obtido para os diversos parametros laboratoriais analisados se
aproxima do seu valor real (visando assim uma melhoria da exatidao), para além da recolha
de dados que possibilitam ao laboratério a avaliagdio do desempenho dos métodos,

reagentes e equipamentos em uso.
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Ill. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

A. SETOR DE QUIMICA CLIiNICA

Os recursos humanos do setor de Quimica Clinica sio compostos por um médico
especialista em Patologia Clinica, responsavel pelo setor, um técnico superior de saude e
trés técnicos de diagnostico e terapéutica.

No setor de Quimica Clinica sao analisados diversos parametros bioquimicos que
elucidam acerca do funcionamento de diversos 6rgaos do organismo humano e que incluem
enzimas, proteinas, hidratos de carbono, lipidos, gases e ioes. Além dos testes bioquimicos
mais comuns sao também executadas provas serologicas manuais, cuja metodologia base &,
na maioria dos casos, a aglutinagao.

Os diferentes parametros analiticos sao determinados, maioritariamente, de forma
automatizada e no soro, fluido biologico obtido a partir do sangue total. Com menor
frequéncia sao também avaliadas amostras de outro tipo tais como a urina, o liquido
cefalorraquidiano (LCR) e outros liquidos bioldgicos.

Dos diversos equipamentos disponiveis no setor destacam-se os seguintes:

» Trés autoanalisadores que executam a determinagao da maioria dos parametros

bioquimicos: o Cobas® 6000 Analyser Series HITACHI e o Cobas® c311, ambos da
Roche® Diagnostics;

» Rapidlab® 1265 series, da Siemens para gasometria;

= ABL 805 e ABL 825, da Radiometer® Copenhagen utilizados para gasometria e na

determinagao do calcio ionizado;

= Reflotron Plus, da Roche® Diagnostics usado na confirmagdo de um resultado relativo

a parametros analiticos pré-definidos;

* RapidChem™ 744, da Bayer®, usado na confirmagio de um resultado relativo aos

ides sodio, cloreto e potassio.

No setor de Quimica Clinica tive a oportunidade de participar na preparagao pré-
analitica das amostras biologicas e contactei também com os diversos equipamentos de que

o setor dispoe.
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B. SETOR DE MICROBIOLOGIA

O setor de Microbiologia encontra-se sob a responsabilidade de uma médica
especialista em Patologia Clinica e é ainda composto por um técnico superior de saide e
trés técnicos de diagnodstico e terapéutica.

Este é, de todos os setores, aquele que apresenta maior diversidade no tipo de
amostras que processa. Desde os produtos mais frequentes como urinas, expetoragoes e
hemoculturas até outros menos comuns como cateteres, LCR, exsudatos vaginais, fezes ou
raspados de unha. A Microbiologia corresponde também ao setor do SPC que apresenta o
menor fluxo didrio de amostras mas em contrapartida é o que mais depende do técnico para
a execugao das respetivas analises. Neste setor sao realizados estudos bacteriologicos,
parasitologicos e micoldgicos consoante o pedido do clinico. A grande maioria do trabalho é
feita manualmente, como é o caso da sementeira dos produtos nos meios de cultura, o
isolamento de estirpes bacteriologicas, os testes rapidos de identificagao presuntiva bem
como a realizagao de exames diretos a fresco e com coloragao. Outros estudos implicam
passos de execugao manual antes de a amostra ser analisada pelo respetivo equipamento
como é o caso dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos, da identificagao automatica
de microrganismos ou da analise sumaria de urina (urina tipo ).

De entre os varios equipamentos existentes destacam-se:

= BD Bactec™ 9050 Blood Culture System, para a incubagdo e monitorizagio das

hemoculturas;

= Vitek® 2 Compact 15 da bioMérieux para identificagio automatizada de

microrganismos e respetivos testes de sensibilidade aos antimicrobianos;

= Urisys® 1800, da Roche Diagnostics para execugio da anélise sumaria de urina;

* Microscopios oticos para a observagao de sedimentos urinarios e outros exames

diretos a fresco e com coloragao;

= Estufas a diferentes temperaturas para incubagao das amostras.

No setor de Microbiologia participei na realizagao das mais diversas tarefas da rotina
laboratorial desde a sementeira de produtos nos meios de cultura apropriados, execugao de
esfregagos, coloragao e observagao microscopica, realizagao da analise sumaria de urina e

identificagao de microrganismos de forma automatizada.
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C. SETORDE HEMATOLOGIA

I. Caraterizacdao do laboratério

Dos recursos humanos do setor de Hematologia fazem parte uma médica especialista
em Patologia Clinica, responsavel pelo setor, um assistente hospitalar, um técnico superior
de saude e trés técnicos de diagnostico e terapéutica.

O setor compreende duas salas fisicamente separadas. Na primeira sao recebidas as
amostras de sangue acompanhadas da respetiva requisicao. Este é também o local de
realizagao do hemograma, de determinagao da velocidade de sedimentacao (VS) e onde sao
feitas algumas técnicas manuais tais como os esfregacos de sangue e de medula 6ssea e
respetiva observagao microscopica. Na segunda sala sao feitos os estudos da coagulagao

sanguinea e de imunofenotipagem por citometria de fluxo.

2. Amostras biologicas

O setor de Hematologia recebe essencialmente amostras de sangue periférico
(colhido na sala de colheitas do proprio Servigo de Patologia Clinica ou em enfermarias da
instituicao), sendo processadas diariamente cerca de duzentas a trezentas amostras. Com
menor frequéncia sao avaliadas amostras de outro tipo, tais como aspirados de medula éssea
ou liquidos biologicos, de entre os quais o liquido cefalorraquidiano.

As amostras de sangue periférico destinadas a realizagaio do hemograma e VS sao
colhidas para tubos contendo EDTA tripotassico (EDTA-K3) como anticoagulante. O EDTA,
ao quelatar o calcio, impede a ocorréncia da cascata da coagulagao do sangue por este ser
um catiao bivalente essencial para a formagao da trombina. Por outro lado, conserva a
morfologia tanto de leucécitos como de eritrocitos e facilita a contagem de plaquetas. Ja as
amostras de sangue destinadas aos estudos da coagulagao devem ser colhidas para tubos
contendo citrato de sodio como anticoagulante (na proporgao 9:1). O citrato de sodio tem
o mesmo efeito que o EDTA sobre o iao calcio mas, ao contrario do EDTA, apresenta um
efeito reversivel. Assim, a adi¢ao de calcio ao plasma citratado permite facilmente reverter o
efeito do anticoagulante, o que resulta na disponibilizagao do calcio para as diversas fases da

cascata da coagulagao onde o iao participa. O tratamento a que as amostras sao sujeitas

Mestrado em Andlises Clinicas



IPOCFG, E.P.E.
Relatério de Estdgio Curricular

depende dos testes da coagulagao requeridos pelo clinico prescritor. Para estudos de rotina
a amostra é centrifugada a 3000 rotagdes por minuto (rpm) durante |0 minutos e so
posteriormente é submetida a analise. Para estudos mais especificos, como é o caso da
pesquisa do anticoagulante lUpico, a amostra deve ser centrifugada duas vezes, cada
centrifugagao a 3000 rpm durante |0 minutos. Este ultimo procedimento é feito para que se

consiga obter plasma sem plaquetas e nao um plasma pobre em plaquetas.

2.1. Circuito de amostras

iy
. ,fj 4y
e (-
— | T
Hemograma Hemograma
{Beckman Couwlter {Beckman Coulter Centrifugagdo
LH 750 =) LH 750 =)
l ',v"
Vs s
(ALIFAX = TESTI Vi v
BCL)
£
-..\___‘ r'l'
n W Estudo da
coagulacdo
Esfregaco de {ACL TOP 500 =}

sangue periférico

Esquema I: Circuito a que as amostras bioldgicas obedecem no de setor Hematologia. As linhas a
tracejado correspondem a testes nao requeridos pelo clinico prescritor mas que o validador entende

serem Uteis na validacdo dos resultados.

Assim que as amostras de sangue chegam ao laboratorio de Hematologia sao
separadas conforme o tipo de andlise requerido (hemograma e/ou VS, esfregaco de sangue
periférico e estudo da coagulagao). A cada tubo é posteriormente atribuida uma vinheta com
codigo de barras, conforme o numero do dia que foi conferido ao paciente pelo servigo do
secretariado. O codigo de barras permite a identificagio da amostra pelos equipamentos

automaticos do setor.
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Depois de devidamente etiquetadas, as amostras sao colocadas num agitador
automatico até serem introduzidas num suporte adequado que é posteriormente inserido no
equipamento de realizacio do hemograma e/ou VS. Se solicitado na requisicao ou se o
validador entender ser necessario, a amostra de sangue ¢ ainda sujeita a realizacao de um
esfregago sanguineo e respetiva observagao microscopica, antes de o tubo ser colocado nos
suportes de amostras ja analisadas. Relativamente as amostras destinadas aos estudos da
coagulagao, estas sao centrifugadas, etiquetadas e sé depois analisadas no respetivo
equipamento. No esquema | encontra-se o circuito a que as amostras obedecem neste

setor.

3. Equipamentos e principios de funcionamento

O setor de Hematologia dispoe de dois contadores de células, dois analisadores de
VS, um equipamento de coloragao de esfregagos, um microscépio o6tico, duas centrifugas
(uma das quais refrigerada), dois analisadores da coagulagao e um citometro de fluxo. Tanto
os contadores de células como os analisadores da coagulagao sao utilizados alternadamente
durante a semana, exceto se for necessario confirmar os resultados obtidos para uma
determinada amostra. Nesta situagao, a mesma amostra é analisada pelo equipamento que
nesse dia nao esta definido para a rotina do laboratorio.

Em seguida sao referidos os equipamentos automaticos indispensaveis na atividade
que o setor desenvolve diariamente, bem como, uma breve descricio do principio de

funcionamento de cada um.
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3.1. Beckman Coulter LH 750°

Figura |: Beckman Coulter LH 750°.

O Beckman Coulter LH 750° é o equipamento utilizado para a realizagio de
hemogramas (Figura |). O seu funcionamento é baseado no Principio Coulter para contagem
das células sanguineas, na tecnologia VCS para a diferenciagao das populagoes leucocitarias e
na fotometria para a quantificagao da hemoglobina.

O Principio Coulter, ou principio da impedancia elétrica, é baseado na medigao de

alteragoes numa corrente elétrica produzidas durante a passagem de particulas, neste caso
de células sanguineas, através de um pequeno orificio situado entre dois elétrodos . Para
tal, na cdmara de contagem é aplicada uma corrente elétrica de baixa frequéncia entre o

elétrodo externo (situado ao nivel da suspensao

VACUUM

INTERNAL
ELECTRODE

celular) e o interno (submerso num tubo de vidro

APERTURE
CURRENT

que possui um pequeno orificio). As células L
- . EXTERNAL
suspensas numa solugio condutora (diluente) <™ —
4 DETAIL OF
passam através da pequena abertura do tubo de  swr: _"J BL00D APERTURE
BEAKER CELL
SUSPENSION
vidro causando uma diferenca de potencial entre \J
os dois elétrodos submersos (Figura 2). Tal gera APERTURE ToeE

um impulso elétrico que é detetado e medido: o Figura 2: Representagao esquematica do Principio

Coulter ou principio da impedancia elétrica (Retirado
numero de pulsos é proporcional ao numero de  de http://lwww.beckmancoulter.com).
células contadas e o tamanho dos pulsos ao volume de cada célula 2.
Na pratica, a amostra de sangue é aspirada e dividida por duas camaras de contagem.
Os eritrocitos e as plaquetas sao contados numa mesma camara por possuirem tamanhos

bastante diferentes (células entre 2 a 20 fL sao contadas como plaquetas e células com mais

de 36 fL como eritrécitos), enquanto os leucocitos sao contados numa segunda camara.
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A contagem diferencial das cinco populagoes leucocitarias é possivel conjugando a
medida do tamanho da célula (volume), a condutividade (conductivity) e a dispersao (scatter) da

luz laser provocada por cada tipo de leucocito — tecnologia VCS. Para tal a amostra é tratada

com um sistema de dois reagentes. Um primeiro reagente procede a lise dos eritrocitos da
amostra, seguindo-se a atuagao de um reagente estabilizador de leucocitos, o qual permite
manter as células brancas na sua forma quase nativa, fator essencial para a sua contagem.

O sistema contém uma célula de fluxo de cristal de quartzo através da qual os
leucocitos sao obrigados a passar utilizando a técnica de focagem hidrodinamica. Tal, garante
que as células passem, uma a uma, em frente a um detetor a medida que vao sendo avaliadas
para os trés parametros distintos (tamanho, condutividade e a dispersao). O tamanho de
cada leucécito é determinado com base no Principio Coulter. Para a condutividade é
utilizada uma corrente eletromagnética que ao penetrar no leucécito permite obter
informagao acerca da estrutura interna da célula, incluindo a sua composicao quimica e
volume nuclear. Utilizando uma luz laser conclui-se acerca das carateristicas superficiais de
cada célula, consoante a dispersao da luz que é provocada pela interagao luz laser-leucocito.
As trés determinagdes sao feitas em simultineo e os resultados expressos num grafico
tridimensional ®4.

Para a quantificacio da hemoglobina é utilizada a fotometria. A absorvancia da

amostra diluida é avaliada a um comprimento de onda de 525 nm. Esta medigao é feita antes
da contagem dos leucocitos e implica a lise dos globulos vermelhos com consequente
libertacao do conteldo de hemoglobina. A absorvancia é proporcional a quantidade de
hemoglobina presente na amostra ©.

Este equipamento permite ainda a contagem dos reticulocitos, sendo para tal utilizada

a coloragao supra-vital com o Novo Azul de Metileno. A amostra de sangue total é
primeiramente incubada com o corante, o qual é responsavel pela precipitagio de
substincias basofilicas presentes no reticulocito — o RNA. O corante nao ligado e a
hemoglobina sao posteriormente removidos por um reagente de limpeza. Finalmente a

amostra é analisada através da tecnologia VCS ©.
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3.2. ALIFAX®°TESTI BCL

Figura 3: ALIFAX® TEST| BCL.

O equipamento ALIFAX® TEST | BCL (Figura 3) é um analisador automatico fechado
utilizado na determinagao da velocidade de sedimentagao das amostras de sangue, a qual
depende da capacidade de agregagao dos globulos vermelhos. O seu principio de
funcionamento baseia-se na técnica da fotometria capilar.

Os tubos com as amostras de sangue sao colocados em “racks” que sao introduzidas
no equipamento. Usando uma agulha de aspiragao, o analisador procede a extragao de
sangue a partir do tubo de colheita primario, a sua distribuicao num capilar e a centrifugagao
a 20g. O sistema utiliza um microfotometro de infravermelhos e um detetor de fotodiodos,
responsavel pela medigao dos impulsos elétricos gerados, os quais se encontram
diretamente relacionados com a agregacao dos eritrocitos presentes em cada capilar.
Finalmente, através de um algoritmo matematico, os dados obtidos sao convertidos em

resultados de VS (mm/h) ©.

3.3. ACL TOP 500° Instrumentation Laboratory

Figura 4: ACL TOP 500° Instrumentation Laboratory.
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O ACL TOP 500° da Instrumentation Laboratory (Figura 4) é um analisador automético
projetado especificamente para a realizagao de testes de coagulagao e fibrindlise, in-vitro. O
sistema é capaz de executar testes de turbidimetria e imunoturbidimetria. Nos testes de
avaliagao da coagulagao sanguinea é utilizado o principio turbidimétrico sendo avaliado o
decréscimo de luz transmitida a medida que ocorre a formagao do codgulo. Para a pesquisa
do anticoagulante lupico (AL) e determinagao de D-dimeros ¢é utilizado o principio
imunoturbidimétrico. Estes ultimos tratam-se de testes baseados na formacio de um

complexo antigénio-anticorpo, o qual afeta a transmissio da luz pela amostra .

3.4. Beckman Coulter FC500-MCL®

Figura 5: Beckman Coulter FC500-MCL®.

O Beckman Coulter FC500-MCL® (Figura 5) é o equipamento utilizado nos estudos de
imunofenotipagem permitindo contar, analisar e classificar particulas microscopicas
suspensas num liquido em fluxo. Atualmente, a imunofenotipagem é uma das maiores
aplicagoes da citometria de fluxo.

O sistema é constituido por uma fonte de radiagao, uma camara de fluxo, unidades
de filtros oticos e fotodiodos ou fotomultiplicadores para a detegao e processamento de
sinais. Uma vez aspirada, a suspensao celular é injetada no nucleo central do citometro
contido na camara de fluxo. Neste nucleo as células formam um fluxo laminar passando uma
a uma em frente ao feixe luminoso. A interagao das células com o feixe luminoso origina

sinais que vao ser adquiridos por detetores ©.
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Fluidics system

Filters Detectars

Detector

Figura 6: Representagdo esquemdtica do funcionamento
do equipamento’ Beckman Coulter FC500-MCL® (Adaptado
de https:/lwww.abdserotec.com).

emissao de energia luminosa pelos fluorocromos. Estes compostos absorvem energia,

fazendo com que os eletroes passem a um nivel energético superior. No momento em que

esses eletroes regressam ao estado de repouso, emitem fotoes e libertam energia. Os sinais

vao depois ser convertidos em dados digitais para serem representados através de graficos

(Figura 6).

3.5.

WESCOR Aerospray®7150 Hematology Slide-Cytocentrifuge

Figura 7: WESCOR Aerospray® 7150 Hematology Slide-Cytocentrifuge.

O WESCOR Aerospray® 7150 Hematology Slide-Cytocentrifuge (Figura 7) é um

equipamento automatico de bancada que permite a coloragao de um total de |2 esfregagos

em apenas alguns minutos, sendo facil de programar e bastante econémico no que respeita

ao consumo de reagentes. Pode ser utilizado para corar esfregagos de sangue, aspirados de

medula o6ssea ou de outros fluidos corporais. A qualidade da coloracio é elevada,

assegurando uma diferenciagio precisa dos elementos celulares .
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4. Testes laboratoriais

4.1. Hemograma

O hemograma é um dos exames complementares de diagnostico mais frequentemente
requeridos pelo clinico, permitindo obter informagao quantitativa e qualitativa dos diversos
elementos celulares do sangue — eritrécitos, leucocitos e plaquetas. Em conjunto com o
esfregaco de sangue permite o estudo das células sanguineas. E um exame (til na avaliagio,
monitorizagao e controlo de doengas hematoldgicas e de terapéuticas instituidas, juntamente
com resultados obtidos em outros setores analiticos. Os valores de referéncia relativos aos

diferentes parametros do hemograma, encontram-se listados no Anexo .

4.1.1. Série vermelha
O eritrocito maduro corresponde a um disco
:_‘):J n® biconcavo com coloragao roésea (Figura 8) cuja principal
' 0 O 3 funcao é a oxigenagao dos tecidos e o retorno do
- o, - dioxido de carbono dos tecidos aos pulmoées. Para
executar estas trocas gasosas, a célula contém uma
proteina especializada — a hemoglobina (Hgb).

Figura 8: Eritrocitos num esfregago L . .
Eritrocitos nucleados nao estao presentes no sangue

sanguineo.

periférico em condigdes normais, podendo a sua

presenga ser observada em casos de eritropoiese extramedular ou em algumas doengas da

medula ossea. Através do estudo da série vermelha (eritrograma) é possivel obter

informagao acerca de alteragoes na produgao ou de aumentos da destruigao de eritrocitos,

bem como de possiveis perdas sanguineas. O eritrograma é ainda util no diagnodstico de

Anemia ou Poliglobulia/Policitémia e no estudo do sistema de transporte de gases do
organismo e de casos de caréncia nutricional ('*'",

O equipamento Beckman Coulter LH 750° expressa os resultados referentes a série
vermelha quantitativamente e na forma de histogramas, emitindo alertas caso as
determinagoes ultrapassem, por defeito ou por excesso, os valores de referéncia.

Para a avaliagao da série vermelha o equipamento procede a determinagao
automatica dos seguintes parametros: contagem de eritrocitos, quantificagao da hemoglobina
e volume corpuscular médio. Para o hematdcrito, hemoglobina corpuscular média e

concentragao de hemoglobina corpuscular média, o equipamento dispoe de software que

permite obter estes valores a partir dos determinados.
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Contagem de eritrécitos - Corresponde ao numero total de eritrécitos por unidade de

volume de sangue total, sendo expressa em numero de células por microlitro de sangue

(células/pl). Na pratica laboratorial, é determinada automaticamente pelo Principio Coulter
(m

Concentracdo de hemoglobina - Corresponde a quantidade de hemoglobina por

unidade de volume de sangue e é expressa, normalmente, em gramas por decilitro (g/dl). A
determinagao é feita com recurso a métodos espetrofotométricos. O seu valor de
referéncia varia consoante o sexo e a idade verificando-se, fisiologicamente, niveis mais

elevados no sexo masculino ",

Hematécrito (Htc) - O hematocrito corresponde a proporgao do volume da amostra
de sangue que é ocupado pelos globulos vermelhos e é expresso em percentagem (%) ou
litro por litro (I/l). E um pardmetro calculado pelo equipamento através dos resultados da
contagem de eritrocitos e do volume corpuscular médio (formula de calculo presente no

Anexo II) ",

Volume corpuscular médio (VCM) - O volume corpuscular (ou globular) médio é uma

medida do tamanho médio dos glébulos vermelhos, sendo expresso em fentolitros (fl). E um
parametro determinado diretamente pelo equipamento embora, manualmente, possa
também ser calculado tendo em conta o valor do hematocrito e o nimero de globulos
vermelhos (formula de calculo presente no Anexo Il). O VCM é util na classificacao de
anemias que tém como base os indices hematimétricos, permitindo a distingao entre

anemias macrociticas, normociticas e microciticas '".

Hemoglobina corpuscular média (HCM) - A hemoglobina corpuscular (ou globular)

média representa o conteudo médio de hemoglobina por cada eritrocito e é expressa em
picogramas (pg). E calculada pelo software do equipamento através dos valores da
concentragao de hemoglobina e do nimero de eritrocitos (formula de célculo presente no

Anexo lI). E também (til na classificacio de anemias ('").

Concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) - Corresponde a concentragao
média de hemoglobina por eritrécito. E expressa em grama por decilitro (g/dl) e permite
distinguir globulos vermelhos normocrémicos de hipocrémicos. E calculada através do valor
do hematécrito e da concentragao de hemoglobina (férmula de calculo presente no Anexo

I Y,
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Amplitude da distribuicdo eritrocitdria (RDW) - E um indice de anisocitose eritrocitaria,

fornecendo indicagao acerca da variacdo de tamanhos dos globulos vermelhos. E um

parametro obtido a partir do histograma dos eritrocitos e é expresso em percentagem (%)
(I

4.1.1.1. Reticulocitos

O reticulécito (Figura 9) corresponde a uma célula

5 ‘3 v da série vermelha, intermediaria entre o eritrocito
G
’o N\ ° ° maduro e os precursores eritroblasticos. Neste estagio de
. @ %. diferenciagao, a célula ja perdeu o nlcleo mas ainda
© 0070
° s contém ribossomas. Sao células maiores que o eritrécito e
9. a A. q que coram com corantes designados de supra-vitais como

Fisura 9: Reticulécitos num esfregaco  © Novo Azul de Metileno. Na pratica, os reticuldcitos sao
sanguineo. determinados automaticamente no analisador LH 750° da
Beckman Coulter implicando sempre o controlo prévio do equipamento, uma vez que o
numero de pedidos deste tipo de analise nao justifica um controlo diario do autoanalisador.
O numero de reticuldcitos constitui um indice da produgao de eritrocitos pela
medula Ossea, servindo este parimetro como meio de avaliagao do funcionamento da
medula. Um aumento periférico do ndmero de reticulocitos (reticulocitose) pode
acompanhar, por exemplo, uma anemia hemolitica ou uma anemia apés o tratamento da
deficiéncia em ferro (anemia ferropénica), acido folico ou vitamina BIl2 (anemia
megaloblastica). Ja em anemias associadas a eritropoiese ineficaz, verificam-se contagens de

reticulocitos normais ou diminuidas (2.

4.1.2. Séria branca
Os leucocitos sao células nucleadas capazes de defender o organismo humano contra
a invasao por microrganismos ou por substincias estranhas ao organismo, removendo
também os restos celulares resultantes da morte ou lesao das células. A sua classificagcao
pode ocorrer de acordo com a sua origem, presenca de granulos, fungao ou forma do
nucleo. Esta Ultima carateristica permite distinguir os leucocitos polimorfonucleares

(neutrofilos, eosindfilos e basofilos) dos leucocitos mononucleares (monodcitos e linfocitos)
(13)
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O aumento no nimero de leucécitos (leucocitose) resulta, na maioria dos casos, de
um aumento do nuimero de neutrofilos (neutrofilia). Situagdes como infegao, inflamagao ou
traumatismos sao as mais comuns, existindo ainda quadros patologicos que sao
acompanhados pelo aumento especifico de uma das subpopulagoes leucocitarias. Ja a
diminuicdo do numero de leucocitos abaixo dos respetivos valores de referéncia
(leucopenia), resulta geralmente da redugdo dos niveis de neutrofilos (neutropenia).
Terapéuticas imunossupresoras e sindromes de imunodeficiéncia sao as principais causas da
leucopenia !*.

O estudo da série branca (leucograma) engloba a contagem total e diferencial dos
leucocitos (formula leucocitaria), sendo os resultados expressos quantitativamente, em
contagens relativas e absolutas, e na forma de histogramas tridimensionais nos quais é

possivel distinguir as cinco subpopulagoes leucocitarias, de acordo com o seu tamanho e

complexidade.

4.1.2.1. Neutrofilos
Num individuo adulto saudavel os neutrofilos
correspondem aos leucocitos mais abundantes no
sangue periférico. Possuem um nlcleo denso
carateristico, com dois a cinco lobulos, citoplasma

palido com contorno irregular e contendo muitos

granulos finos rosa-azulados ou cinza-azulados (Figura
0). Os granulos presentes na célula podem ser . »
Figura 10: Neutrofilo num esfregago
primarios ou secundarios, sendo ambos de origem sanguineo.
lisossémica (%'
No sangue periférico podem também aparecer neutrofilos que ainda nao terao
completado a sua maturagao - neutrofilos em bastao. Os neutrofilos sao capazes de deixar

os vasos sanguineos e passar para os tecidos onde protegem o organismo, fagocitando

bactérias e substancias estranhas.
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4.1.2.2. Linfocitos

Os linfécitos (Figura 11) sao o segundo tipo
de leucocitos mais abundantes no sangue periférico.
Embora microscopicamente nao seja possivel
distinguir linfécitos T de linfocitos B, podem ser
identificadas duas populagoes distintas de linfocitos:
uma populagao em que os linfocitos se apresentam
com um tamanho mais pequeno, cromatina densa,

Figura | I: Linfécito num esfregago
membrana nuclear fina, nicleo redondo ou oval e

sanguineo.
citoplasma azul claro e uma segunda populagao em
que as células se apresentam mais volumosas e com o citoplasma mais basofilico. A primeira
populagao correspondera a linfécitos inativos enquanto a segunda é carateristica de
linfécitos que ja terdo reagido contra determinado antigénio (linfécitos ativados) "%,

Sao células imunologicamente competentes que auxiliam os fagocitos na defesa do
organismo contra a infecdo e outras invasoes. O linfécito T é responsavel, principalmente,
pelo auxilio do sistema imunologico e resposta imunologica celular enquanto o linfocito B

encontra-se envolvido na resposta imunolégica humoral.

4.1.2.3. Monocitos
Em geral, os monécitos correspondem a maior das
células sanguineas em circulagao no sangue periférico.
Apresentam um nucleo grande, central, oval ou irregular,
com cromatina aglomerada. O citoplasma abundante cora
de azul e pode conter vacuolos finos (Figura 12). Os

granulos citoplasmaticos podem também estar presentes

(10,14)
Figura 12: Mondcito num esfregago
Quando nos tecidos, os monocitos convertem-se sanguineo.

em células grandes e fagociticas denominadas de macroéfagos. Sao células que, entre outras
fungoes, auxiliam na defesa contra microrganismos e células tumorais, promovem a remogao
de células velhas e processam antigénios para posterior apresentagao a células do sistema

imunoldgico.
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Os eosindfilos possuem granulos citoplasmaticos

13) (10.14)

que coram de laranja-vermelho e nicleo geralmente

bilobado, com cromatina densa e sem nucléolos (Figura

O numero de eosindfilos circulantes aumenta de

Figura 13: Eosindfilo num esfregago

forma muito acentuada no sangue circulante durante as

sanguineo. reagoes alérgicas e em infegoes parasitarias.

4.1.2.5. Basofilos

Existem no sangue periférico normal em

quantidades muito reduzidas, em relagao aos demais

(Figura 14) !,

leucocitos. Possuem numerosos granulos citoplasmaticos
escuros que cobrem o citoplasma e o nlcleo da célula.

Quando visivel, o nucleo apresenta dois a trés |ébulos

A sua desgranulagio aquando da ligagio a

Figura 14: Basofilo num esfregaco
sanguineo.

imunoglobulina E (IgE) provoca a libertagao de histamina.

Nos tecidos convertem-se em mastocitos.

4.1.3. Série megacariocitica

As plaquetas sao produzidas na medula ossea por
fragmentacdo das extremidades das extensdes do
citoplasma dos megacariocitos, uma das maiores células
do organismo. Apresentam uma forma discoide e um
tamanho muito reduzido (Figura 15). As suas
glicoproteinas de superficie sao particularmente
importantes nas reagoes de adesao e agregagao que
levam a formagao do tampao plaquetdrio durante a

hemostase, sendo esta a principal fungao das plaquetas.
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Contém diversos tipos de granulos de armazenamento que sao libertados apos a ativagao
plaquetdria e que sdo essenciais para a sua acio ¥,

A diminuicdo do nUmero de plaquetas (trombocitopenia) constitui a alteragao
plaquetaria mais comum, podendo apresentar diversas etiologias. Sempre que se verifica
trombocitopenia nao concordante com o histérico do paciente, é aconselhavel a pesquisa de
coagulo na amostra de sangue seguida da realizagao de um esfregago sanguineo, para excluir
a presenca de agregados plaquetarios ou de plaquetas gigantes.

Relativamente as plaquetas, o hemograma fornece resultados quantitativos e

qualitativos na forma de um histograma.

4.2. Esfregaco sanguineo

O esfregago de sangue periférico € uma das principais técnicas manuais usadas em
hematologia como meio complementar de diagnostico de eventuais doencas hematolodgicas.
Pode ser realizado por diversos motivos para além do estudo morfologico das células
sanguineas, desde que os resultados ou a situagao clinica do doente o justifique. Um
hemograma demonstrativo de valores nao concordantes com os de referéncia, historia
clinica ou indicagao de alteragdes morfoldgicas significativas (células imaturas ou blastos,
células vermelhas nucleadas), hemograma com valores concordantes com os de referéncia
mas histogramas alterados, incapacidade persistente de o contador automatico executar a
contagem diferencial, sio exemplo de situagoes que justificam a execugcao do esfregaco
sanguineo. Assim, facilmente se compreende que, nao obstante as vantagens associadas a
automatizagao do laboratéorio de hematologia através da introdugao de contadores
automaticos, técnicas manuais como o esfregago sanguineo continuam a revestir-se de
grande importancia clinica no estudo laboratorial das células sanguineas.

Na observagao microscopica de um esfregagco de sangue deve ser tido em conta o
tamanho, a forma, a coloragao e a presenga de possiveis inclusdes nas células sanguineas das
diferentes séries. Quando observadas alteragoes em qualquer um destes parametros, estas

devem ser criteriosamente descritas.
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4.2.1. Técnica de realizacdo de um esfregaco sanguineo

A técnica de execugao do esfregaco sanguineo € essencial para a obtengao de uma
preparacao de qualidade, a partir da qual possam ser estudados diferentes parametros, os
quais terao suscitado ddvida e/ou que justificaram a realizagao do esfregago. Desta forma ¢
essencial que este seja bem executado e bem corado '".

A homogeneizagao do tubo de colheita é o primeiro passo na realizagao de um
esfregagco sanguineo. Uma correta homogeneizagao é essencial para garantir que a
quantidade de sangue utilizada no esfregago seja representativa de toda a amostra sanguinea
do doente. A quantidade de sangue colocada sobre a lamina é também um ponto
fundamental para que se obtenha um esfregaco fino. Com o auxilio de uma segunda lamina
ou lamela, deve arrastar-se o sangue para tras do seu ponto de colocaciao e deixar que a
amostra espalhe pela largura da lamina/lamela de espalhamento. Num movimento rapido e
com um angulo de 45° deve executar-se o esfregaco, de modo a que o sangue cubra a
extensao da lamina de vidro. Um esfregaco de qualidade é aquele que apresenta uma
densidade decrescente relativamente ao seu ponto de origem. A figura 16 ilustra,

esquematicamente, as varias etapas da realizagao de um esfregago sanguineo.

Figura 16: Representacao esquematica da realizagao de um esfregaco sanguineo.

Depois de corado, o esfregaco deve ser observado ao microscopio oético, primeiro
com a objetiva de menor ampliagdo para que se consiga escolher um bom campo de
contagem e observagao das células sanguineas, e depois com uma objetiva de maior
ampliagao. A contagem deve incluir no minimo 200 células sanguineas e incidir numa zona do

esfregagco em que a densidade celular seja média.
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4.2.2. Coloracao do esfregaco sanguineo

Para a coloragao do esfregago sanguineo é utilizada a coloragao de Wright-Giemsa, a
qual faz uso de um conjunto de corantes que permitem observar microscopicamente a
morfologia das células sanguineas: o azul de metileno — corante alcalino que cora as
estruturas acidicas da célula e a eosina — corante acidico que cora as estruturas alcalinas da
célula ), Desta forma os nicleos apresentam diversos tons de purpura e os citoplasmas
tons de azul a rosa claro, o que permite a identificacio dos diferentes tipos de células
sanguineas, como descrito anteriormente.

Na pratica, no SPC do IPOCFG, o esfregaco sanguineo é corado através da coloragao
Wright-Giemsa num equipamento automatico (WESCOR Aerospray® 7150 Hematology Slide-

Cytocentrifuge).

4.3. Velocidade de sedimentacao

A velocidade de sedimentagao eritrocitaria é usada como uma medida nao-especifica
na monitorizacio de diversas patologias e no diagnéstico de doencas inflamatérias (*'”. E,
juntamente com o hemograma, um dos testes laboratoriais mais requisitados a nivel
hematoldgico. Na pratica é avaliada por um equipamento automatico e expressa em
milimetros por hora (mm/h).

A sedimentacao dos eritrocitos ocorre, carateristicamente, em trés fases distintas: a
fase de agregacio, a fase de precipitacio e a fase de empacotamento '®. A agregacio dos
eritrocitos € um fator critico para a sedimentagao e é facilitada pela presenga de certas
proteinas plasmaticas tais como o fibrinogénio, as imunoglobulinas e a ,-macroglobulina.
Qualquer fator capaz de afetar uma das trés fases, incluindo o nimero e forma dos globulos

vermelhos ou a viscosidade do plasma, traduz-se na alteragao da velocidade de

sedimentacao.

Fatores plasmaticos

Uma VS elevada é favorecida por elevados niveis de fibrinogénio e de a,-, - e y-
globulinas, as quais tendem a aumentar em condig¢oes inflamatérias, infeciosas ou malignas.
Estas proteinas plasmaticas sio responsaveis por diminuir a carga negativa dos eritrocitos
que tende a manté-los afastados, promovendo a formagao de “rouleaux” que favorecem a

sedimentacio mais rapida dos eritrécitos ",
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Fatores eritrocitdrios

Quadros clinicos tais como a Anemia s3ao responsaveis por causar um aumento dos
valores da VS devido a alteragdes na razao eritrocitos/plasma, que favorecem a formagao de
“rouleaux”, independentemente da concentragao em proteinas plasmaticas. Também no
mieloma multiplo, na macroglobulinémia e na crioglobulinémia o valor da VS encontra-se
aumentado devido a formagao dos agregados de eritrocitos, que tendem a ocorrer nestas
patologias. Tendo em conta que a velocidade de sedimentagao é diretamente proporcional
ao volume celular, os macrocitos (eritrocitos de tamanho superior ao normal) tendem a
sedimentar mais rapidamente que os microcitos (eritrocitos de tamanho inferior ao normal)
(II)'

Apesar da utilidade da VS ao nivel hematoldgico, isoladamente, este parametro nao
serve para diagnostico. O valor de referéncia relativo a velocidade de sedimentagao

encontra-se listado no Anexo |.

4.4. Hemostase

A hemostase corresponde ao processo fisioldgico que assegura a existéncia do
sangue num estado fluido e que previne a sua perda através de vasos lesados, gragas a
formacao de coagulos de sangue (tampao hemostatico). O processo envolve cinco
componentes distintos mas interligados: os vasos sanguineos, as plaquetas, os fatores de
coagulacio e respetivos inibidores e ainda o sistema fibrinolitico 2.

Como consequéncia de uma lesio num vaso sanguineo ocorre a exposicao do
subendotélio lesado, o qual, juntamente com o fator von Willebrand (FYW), é responsavel pela
ocorréncia da adesao plaquetaria. Posteriormente, plaquetas ativadas libertam substancias
quimicas que atraem plaquetas adicionais para o local da lesao, resultando na agregagao
plaquetdria. Juntamente com a vasoconstricao, estes sio os eventos iniciais da resposta
hemostatica, os quais resultam na formagao de um tampao hemostatico primario. A ativagao
da cascata da coagulagao permitira a formagao de fibrina que ao infiltrar os agregados de
plaquetas nos locais de lesao vascular, converte os tampoes primarios e instaveis em
tampdes hemostéticos secundérios firmes e estaveis ('®'”.

A limitagao da coagulagao do sangue é conseguida gragas a existéncia de mecanismos
protetores assegurados pelo organismo humano, de forma a impedir a ocorréncia de
fendomenos de coagulagio descontrolada do sangue. Esses mecanismos incluem a existéncia

de inibidores dos fatores de coagulagao, o fluxo sanguineo que promove a diluicao e
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dispersao dos fatores ativados em torno da regido lesada e a fibrinolise. Esta ultima é uma
resposta hemostatica fisioldgica a lesao vascular, responsavel por remover os coagulos de
fibrina insollveis (tamp&es hemostaticos secundarios) por hidrélise enzimética .

Assim, apesar da importancia da existéncia de um mecanismo rapido e eficiente que
impega a ocorréncia de extensas hemorragias em locais de lesao vascular, é também
essencial que essa resposta seja estritamente controlada para evitar o desenvolvimento de
coagulos de forma descontrolada. Deste modo, o sistema hemostatico traduz-se num
equilibrio dinamico entre mecanismos pré-coagulantes e anticoagulantes, aliado a um

processo de fibrindlise V.

4.4.1. Avaliacao laboratorial da hemostase

A hemorragia, a trombose e o embolismo sao algumas das manifestagoes clinicas
associadas a muitas patologias. Uma hemorragia pode traduzir, além de uma lesao num vaso,
uma doenga hereditaria ou adquirida do sistema hemostatico. Por outro lado, a trombose ou
o embolismo podem ter como causa uma ativagao desregulada desse mesmo sistema. O seu
correto diagnodstico passa por uma historia clinica cuidada e um rigoroso exame fisico que
devem ser realizados pelo médico, e também pela execugao de alguns testes laboratoriais
que permitem ao clinico avaliar a fungio hemostética do doente *?. Os valores de referéncia
dos diferentes testes referentes a avaliacdo laboratorial da hemostase encontram-se listados

no Anexo |.

Cascata da coagulacdo

De acordo com o modelo classico da coagulagao sobre o qual assenta a avaliagao
laboratorial da hemostase, a cascata da coagulagao pode ser dividida em duas vias: a via
intrinseca (ou via da ativagao por contacto) e a via extrinseca (ou via do fator tecidular). As
duas convergem numa via comum na qual a ativagao do fator X (Xa) leva, em ultima

instancia, a formagao de fibrina (Figura 17).
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Figura 17: Representacao esquematica das vias da cascata da coagulagao: via intrinseca (2
esquerda), via extrinseca (2 direita) e via comum (ao centro, em baixo). (Retirado de Robbins and
Cotran Pathologic Basic of Disease, 9th edition, Elsevier, 20135).

A via intrinseca da coagulagio é desencadeada quando o fator Xll é ativado pelo
contacto com uma superficie carregada negativamente (que na pratica corresponde a parede
de um tubo de vidro). Além deste fator, estao também envolvidos neste processo o fator X,
a pré-calicreina e o cininogénio de alto peso molecular. Da interagao destes elementos é
ativado o fator Xl| que ativa o fator IX. Consequentemente, os fatores IXa e Vllla na
presenca de fosfolipidos estimulam a conversao do fator X em Xa. Na via extrinseca, a
coagulagao tem inicio quando os tecidos lesados libertam o fator tecidular (que na pratica
corresponde a adigao da tromboplastina ao meio de reagao), o qual forma um complexo
com o fator VIl. O complexo resultante age sobre o fator X, estimulando a sua conversao
em Xa. A partir da ativacao do fator X as duas vias seguem um caminho comum, no qual
ocorre a conversao de protrombina em trombina. A trombina é responsavel por produzir

fibrina a partir do fibrinogénio .
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4.4.1.1. Tempo de Protrombina (PT)

Este teste avalia o tempo de coagulagao na presenca de uma concentragao 6tima de
extrato tecidular (tromboplastina) e indica e eficacia global da via extrinseca e comum.
Como tal avalia os fatores VI, X, V, Il (protrombina), e fibrinogénio, cuja deficiéncia é
acompanhada por um alargamento do tempo necessario para a formacio do coagulo ",

Para a realizacdo deste teste, uma tromboplastina (equivalente a tromboplastina
tecidular) e o plasma pobre em plaquetas do doente sao incubados por alguns minutos, apos
os quais o plasma citratado é recalcificado através da adigao de um excesso de cloreto de
calcio. Nestas condi¢oes, ¢ medido o tempo necessario para a formagao do coagulo de
fibrina e o seu resultado definird o tempo de protrombina *.

O tempo de protrombina reflete alteragdes em trés dos fatores dependentes de
vitamina K (fatores Il, VIl e X) sendo por isso um parametro muito utilizado para a avaliagao
de estados de deficiéncia desta vitamina. E também utilizado na monitorizagio da terapia
com anticoagulantes orais, mas neste caso determina-se uma razao denominada INR
(International Normalisated Ratio). Como a tromboplastina que incorpora o reagente deste
teste pode variar entre laboratérios, para reduzir a influéncia desta variavel nos resultados
do tempo de protrombina, a OMS (Organizagao Mundial da Saude) preconizou o uso do
INR para padronizar mundialmente o resultado do teste, através da criagao do ISI
(International Sensitivity Index) !". O ISI é determinado comparando cada reagente com uma
preparagao de referéncia internacional (tromboplastina padrao). Apos a determinagao do ISI
da tromboplastina os resultados sao referenciados como INR, traduzindo-se este pela razao
entre o PT do paciente e o PT de referéncia, tendo como expoente o IS| (Figura 18).

Um INR prolongado pode traduzir uma deficiéncia de vitamina k ou dos fatores |,lI,
V, VIl e X, uma terapéutica com anticoagulantes, uma doenga hepatica grave, coagulagao

intravascular disseminada (CID), entre outros. Podem ser obtidos valores reduzidos em

estados pré-tromboticos como os estados pés-cirargicos 9.

. 18T

INR = {'h
xpru:lclErlm'umf.

Figura 18: Férmula de calculo do valor de INR.
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4.4.1.2. Tempo de Tromboplastina Parcialmente Ativada (aPTT)

Este teste mede o tempo de coagulagao do plasma, depois da ativagao dos fatores de
contacto, indicando globalmente a eficacia da via intrinseca e comum. Avalia portanto os
fatores |, I, V, VIII, IX; X, XI, Xl e ainda a pré-calicreina e o cininogénio de alto peso
molecular. E também utilizado na detegio do anticoagulante lGpico e na monitorizagio
laboratorial da terapéutica com heparina ‘",

Na avaliagao do tempo de tromboplastina parcialmente ativada (também designado
por tempo de cefalina caulino), sao utilizados substitutos dos fosfolipidos plaquetarios (como
a cefalina ou o fosfatidilinositol) que correspondem a tromboplastinas parciais, incapazes de
ativar a via extrinseca. O plasma é colocado na presenca de um destes fosfolipidos pro-
coagulantes bem como de um ativador por contacto (silica) e calcio. O tempo que demora o
plasma a coagular nestas condigoes é definido como o aPTT @),

O aPTT encontra-se prolongado em caso de deficiéncia de qualquer um dos fatores
descritos previamente bem como na doenca hepatica, CID, terapéutica com heparina, doses
elevadas de anticoagulantes orais, entre outros. Para aPTT prolongados ha também a
considerar o risco trombético, principalmente quando nao ocorre corre¢ao deste tempo no
teste de mistura do plasma do paciente com uma mistura de plasmas “normais”. Nesta
situacao deve proceder-se ao despiste de anticorpos antifosfolipidicos como é o caso do

anticoagulante liupico, através de testes mais especificos. Ja os estados de

hipercoagulabilidade sio acompanhados de uma diminuigio no aPTT ",

4.4.1.3. Tempo de Trombina (TT)
O tempo de trombina consiste na adicao de trombina ao plasma do doente e reflete
o tempo de formagao do coagulo, avaliando a conversao de fibrinogénio em fibrina. Como
tal este teste é o resultado da quantidade (e qualidade) de fibrinogénio presente na amostra
an.
O TT pode estar aumentado em caso de inibigao da trombina (pela heparina ou por
produtos de degradacao da fibrina), ou devido a fibrinogénio qualitativa e/ou

quantitativamente deficiente.
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4.4.1.4. Quantificacdo de Fibrinogénio

O fibrinogénio (fator I) é uma glicoproteina sintetizada no figado e que esta envolvida
na etapa final da coagulagao, a qual consiste na sua conversao em fibrina sob a agao da
trombina. Os niveis de fibrinogénio afetam de forma significativa a velocidade de formagao
do coagulo de tal forma que, concentragoes elevadas de fibrinogénio associam-se a um
aumento do risco trombotico enquanto niveis baixos estao presentes em varias situagoes
clinico-patolégicas (doenca hepéatica ou CID) "". Por ser uma proteina de fase aguda
encontra-se frequentemente elevada durante os processos inflamatoérios.

Na rotina o fibrinogénio é quantificado pelo método de Clauss — método de
referéncia para a quantificagao do fibrinogénio. Para tal é adicionado um excesso de
trombina ao plasma diluido de forma a que o tempo de coagulagao dependa apenas da
quantidade de fibrinogénio e nao da trombina. O tempo de coagulacio obtido é
posteriormente comparado com uma preparagao de fibrinogénio padrao, verificando-se uma
relacio de proporcionalidade inversa entre a concentragao de fibrinogénio presente na

amostra e o tempo de coagulagiao *.

4.4.1.5. Produtos de Degradacao da Fibrina

Como resultado da agao da plasmina sobre o coagulo de fibrina resultam varios
produtos de degradacgao da fibrina (PDF), dos quais o D-dimero é um fragmento especifico
da degradagio ‘*'".

Esta determinagao é feita por técnica imunoturbidimétrica na qual o equipamento
procede a adigdo de uma suspensao de particulas de latex revestidas de um anticorpo
monoclonal que apresenta elevada especificidade para o D-dimero. Como resultado da
ligagao entre o anticorpo monoclonal e o D-dimero, forma-se um complexo cujo grau de
aglutinagao é proporcional a concentragao de D-dimeros presentes. Os complexos assim
formados sao responsaveis por diminuirem a luz que é transmitida e detetada pelo
equipamento *,

O teste do D-dimero é muito utilizado para o diagndstico de CID e de trombose

bem como na monitorizagio da terapia trombolitica '?.
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4.4.1.6. Estudos de Trombofilia - Anticoagulante Lupico

O anticoagulante lUpico (AL) € um autoanticorpo encontrado numa grande variedade
de doengas autoimunes e, por vezes, também em individuos saudaveis “¥. Corresponde a
imunoglobulinas que ligam a fosfolipidos de carga negativa ou a complexos de fosfolipidos-
proteinas plasmadticas e consequentemente prolongam os tempos de coagulagao de testes
tais como o aPTT "??, Apesar de laboratorialmente se traduzirem pelo prolongamento do
tempo de coagulagao, a presenca do AL nao se encontra associado a fenomenos de
hemorragia mas sim a uma maior tendéncia para a ocorréncia de tromboses. Por esta razao
existe uma clara associagio entre o AL e quadros patolégicos diversos tais como a
trombose venosa, acidentes vasculares cerebrais e insucessos obstétricos .

Na pesquisa do AL sao utilizadas duas metodologias com principios distintos: o teste
do veneno de vibora de Russell diluido (dRVVT) e o teste Silica Clotting Time (SCT). Para
cada uma destas metodologias sao feitos dois testes, um de screening e um confirmatorio
pelo que, na sua totalidade, sdo realizados quatro testes laboratoriais na pesquisa do AL. A
diferenca entre o teste de screening e o confirmatério consiste no facto de no primeiro
serem utilizadas baixas concentra¢oes de fosfolipidos, o que resulta no prolongamento do
tempo de coagulagdo enquanto nos confirmatérios, por serem usadas elevadas
concentragoes de fosfolipidos, ha correcao do tempo de coagulagao gragas a agao
neutralizadora desse excesso de fosfolipidos sobre o AL. No teste dRVVT, o veneno de
vibora de Russell é responsavel por ativar o fator X da cascata da coagulagao levando a
formacao do coagulo de fibrina na presenga do fator V, de fosfolipidos e de ides calcio. Ao
ligar aos fosfolipidos, o AL impede a agao do veneno de vibora de Russel e prolonga o
tempo de coagulagio. Ja no teste SCT é utilizada a silica como ativador da cascata da
coagulagio que na presenca de célcio resulta na ativagao da via intrinseca .

Para que uma amostra seja considerada positiva na pesquisa do AL basta que apenas

um dos testes se revele positivo.

Mestrado em Andlises Clinicas

29



30

Relatoério de Estagio Curricular

5. Controlo de Qualidade

No setor de Hematologia a qualidade dos resultados analiticos é assegurada pelo
controlo realizado diariamente (Controlo de Qualidade Interno) e pela participagao em dois
programas de avaliagao externa da qualidade.

Diariamente, antes da analise de qualquer amostra biologica, todos os equipamentos
automaticos utilizados na rotina do setor sao controlados utilizando controlos de dois ou
trés niveis diferentes (dependendo do equipamento), para cada parametro analitico. Os
resultados sao tratados e validados de acordo com as Regras de Westgard. Ja no controlo de
qualidade externo, o laboratério de Hematologia analisa amostras de carateristicas
desconhecidas enviadas por uma entidade externa nacional (INSA) e por uma entidade
externa internacional (RIQAS), também para cada um dos parametros analiticos e de acordo

com um calendario pré-definido.
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D. SETORDE IMUNOLOGIA E HORMONOLOGIA

6. Caraterizacao do laboratoério

No Servigo de Patologia Clinica do IPOCFG as areas de Imunologia e Hormonologia
encontram-se fisicamente restritas a um mesmo espago, compondo um setor Unico que em
termos dimensionais se destaca das restantes valéncias do SPC. Este é sem duvida o setor
que mais diversidade apresenta em termos tecnologicos e de parametros laboratoriais
analisados. A maioria das determinagoes analiticas é feita de forma automatica por
equipamentos, embora sejam também executadas algumas técnicas manuais.

Dos recursos humanos do setor de Imunologia e Hormonologia fazem parte trés
técnicos superiores de saude, um dos quais responsavel pelo setor, bem como dois técnicos

de diagnostico e terapéutica.

7. Amostras biologicas

Neste setor é processado, em maior numero, o sangue total a partir do qual é obtido
o soro ou plasma, consoante as determinagoes analiticas a serem realizadas. Com menor
frequéncia é avaliada a urina e outro tipo de produtos biolégicos, tais como os aspirados da
tirdide ou a saliva.

O soro corresponde ao fluido biolégico sobre o qual incide a maioria das
determinagoes analiticas realizadas no setor, sendo obtido por centrifugagao da amostra de
sangue total apos a completa retragao do coagulo sanguineo. Neste fluido sao determinados
marcadores tumorais, marcadores cardiacos, hormonas, proteinas, enzimas e farmacos,
conforme o requerido pelo clinico prescritor. E ainda utilizado na realizagio de
proteinogramas, imunofixagoes, estudos de autoimunidade e em diversas técnicas manuais

que incidem sobre parametros pré-estabelecidos.

Mestrado em Andlises Clinicas

31



32

Relatoério de Estagio Curricular

Para além do soro, também o plasma é frequentemente processado na rotina diaria
do setor, sendo obtido apos a centrifugagao do sangue total colhido para um tubo contendo
EDTA-K3 como anticoagulante.

A urina é utilizada na determinagao do cortisol e do iodo urindrio, na pesquisa da
proteina de Bence Jones bem como na quantificagio de metabolitos das catecolaminas,

como é o caso das metanefrinas e acido vanilmandélico.

7.1. Circuito de amostras

Uma vez transportadas até ao setor de Imunologia e Hormonologia, todas as
amostras biologicas sao sujeitas a um segundo registo informatico. Neste novo registo sao
confirmados os dados referentes ao paciente (nomeadamente o numero de processo Unico,
os dados biograficos e o numero de registo do dia) e registados os parametros laboratoriais
através da utilizagao de perfis analiticos. A cada requisicao é conferido um nimero interno
do setor, procedimento que permite inserir no sistema informatico todos os testes
laboratoriais a realizar por cada equipamento, bem como o envio dos respetivos resultados
para o boletim do paciente.

Apos esta etapa inicial as amostras sao centrifugadas, sendo as condigoes desta fase
pré-analitica adequadas ao tipo de amostra e ao parametro analitico a ser determinado. O
tratamento a que as diferentes amostras bioldgicas sao sujeitas na rotina diaria do setor de

Imunologia e Hormonologia pode ser consultado na tabela I.

Tabela I: Tratamento a que as diferentes amostras biologicas sio submetidas na fase Pré-Analitica
no setor de Imunologia e Hormonologia.

CONDICOES DE PROCEDIMENTOS
CENTRIFUGACAO ADICIONAIS
SALIVA
1000 rpm, 2 min, Avaliagao no equipamento Cobas
Cortisol 15°C €601 Analyser®
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Tabela |: (continuagao)

CONDICOES DE PROCEDIMENTOS
CENTRIFUGAGCAO ADICIONAIS

URINA

24 horas

Cortisol urinario (Procedimento  dependente do

L 3000 rpm, 10 min,
Proteintria de Bence Jones 15°C pardmetro analitico a determinar)
Metanefrinas urinarias
Acido vanilmandélico

5-hidroxiindolacético

Primeira urina da manhd

3000 rpm, 10 min, Congelar até a realizagio da

lodo urinario 15°C
referida técnica

SANGUE TOTAL
Soro . (Amostras obedecem a um
Maioria dos parametros 3000 rpm, 10 min, - L g
. I5°C circuito pré-definido — esquema 2)
analiticos
Soro
CGA 3000 rpm, 10 min, Separar o soro e congelar (-20°C)
TEL 15°C até a realizacao da referida técnica
ALD
OHP manual
Soro Separar o soro e realizagio da
o 3000 rpm, 10 min,
Imunofixacao PI5° C referida técnica
Proteinogramas
Plasma 2000 rpm, 10 min Separar o plasma e avaliagio no
ACTH 5°C equipamento Immulite 2000° XPI
Plasma
2000 rpm, 10 min, Separar o plasma e congelar
MTP 5°C (-20°C) até a realizagao da referida
NMP
técnica manual
Plasma
Renina 3000 rpm, 10 min, Separar o plasma e avaliagao no
15°C

equipamento Liaison®
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Apods a etapa da centrifugacdo a amostra € identificada com uma vinheta, a qual
contém um codigo de barras que permite a sua identificagao de forma automatica pelos
diferentes equipamentos. Posteriormente, a amostra € sujeita a um circuito pré-estabelecido
pelo setor, o qual se encontra representado no esquema 2. Paralelamente a este circuito sao
ainda executadas as seguintes metodologias: imunofixagao sérica, estudo eletroforético de
proteinas, proteinuria de Bence Jones e estudo de autoimunidade. No final do dia, as
amostras a serem avaliadas por técnicas manuais sao separadas e armazenadas até a

realizacao da referida determinagao. As restantes, uma vez validadas sao descartadas.

— 7\
Versa Cell / BN
yste 1), et ®
g S " | Immulite ProSpec
ADVIA | N 2000% XPI r

Centaur® | N . : 4 .

N Tis ®

- S / Liaison
‘ Kryptors ‘b{l Cobas e 601 | B
Analyser®

Esquema 2: Circuito a que a maioria das amostras biologicas obedece no setor de Imunologia e
Hormonologia.

8. Equipamentos e principios de funcionamento

Como dito anteriormente, o setor de Imunologia e Hormonologia possui uma vasta
gama de equipamentos que permitem efetuar de forma automatica uma grande diversidade
de determinagoes analiticas. Apesar desta variedade na instrumentagao, a maioria dos
equipamentos disponiveis apresenta uma metodologia de funcionamento comum - o
Imunoensaio. Os imunoensaios, ou ensaios imunologicos, baseiam-se no reconhecimento
especifico entre um anticorpo e um antigénio * e podem implicar métodos e principios de
detegdo distintos ''*®. Consoante o método utilizado na detecio do imunocomplexo, os
imunoensaios podem classificar-se em radioativos, fluorescentes, quimioluminescentes,
eletroquimioluminescentes, entre outros. Relativamente ao principio de detegao, pode

distinguir-se o ensaio competitivo e o nao-competitivo.
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Ensaio ndo-competitivo - Neste tipo de ensaio (também designado ensaio

sandwich), sao utilizados anticorpos marcados na detegao do analito de interesse.
Numa primeira etapa, o antigénio presente na amostra (analito) reage com um
anticorpo primario, imobilizado numa matriz insolivel de fase sélida. Posteriormente
¢ adicionado um segundo anticorpo que reconhece, no antigénio, epitopos distintos
daqueles que foram reconhecidos pelo anticorpo primario. Esta Gltima ligagao so se
verifica caso tenha ocorrido a formagao prévia do imunocomplexo antigénio-
anticorpo primario. Para este tipo de imunoensaio, a relagao entre a quantidade de
anticorpo marcado e a concentragao do analito presente na amostra é de
(II,27).

proporcionalidade direta

Ensaio competitivo - No ensaio competitivo faz-se uso de dois antigénios — um

presente na amostra do doente e que se pretende quantificar (analito) e outro
andlogo ao primeiro, mas marcado. Os dois antigénios competem entre si pela
ligacao a um anticorpo especifico, adsorvido a superficie de uma fase solida. Neste
tipo de ensaio verifica-se uma relagio de proporcionalidade inversa entre a
quantidade medida de antigénio marcado e a concentragao do analito presente na

amostra do doente ("?7,

Seguidamente sao referidos os auto-analisadores mais utilizados na rotina diaria do

setor de Imunologia e Hormonologia, bem como alguns equipamentos cuja utilizagao é
menos frequente em consequéncia de um menor registo de pedidos. Paralelamente é
descrito o principio de funcionamento inerente a cada equipamento apresentado. Os

parametros analiticos avaliados por cada analisador encontram-se listados no anexo lIl.
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8.1. Immulite 2000° XPI, Siemens

Figura 19: Immulite 2000° XPI, Siemens.

O Immulite 2000® XPI da Siemens (Figura 19) apresenta a Imunoquimioluminescéncia

(CLIA) como principio de funcionamento, utilizando técnicas competitivas e nao competitivas
para a determinagao dos diferentes parametros analiticos “°.

Os ensaios CLIA combinam a quimioluminescéncia - tipo de reagao quimica, que ao
processar-se gera energia luminosa, com a tecnologia do imunoensaio ®?. Sio utilizadas
esferas de poliestireno como fase sélida e enzimas como marcadores da reagao, as quais
requerem um determinado substrato sobre o qual possam atuar. Como resultado da agao
enzimatica é originado um produto instavel que rapidamente perde energia, produzindo luz
que ao ser avaliada por um lumindmetro permite a quantificagao do analito de interesse.

A fosfatase alcalina corresponde a enzima utilizada na marcagao, podendo encontrar-
se associada ao antigénio analogo do analito a quantificar (nos ensaios competitivos) ou ao
anticorpo secundario (nos ensaios nao-competitivos). O dioxetano corresponde ao

substrato da fosfatase alcalina, e ao ser adicionado a mistura de reagao permite a emissao de

luz e a consequente quantificagdo do analito de interesse !'".

8.2. ADVIA Centaur® XP Immunoassay system, Siemens

Jos
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Figura 20: ADVIA Centaur® XP Immunoassay system, Siemens.
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O principio utilizado pelo equipamento ADVIA Centaur® XP (Figura 20) corresponde

igualmente a Imunoquimioluminescéncia (CLIA). Como marcador é utilizado o éster de acridina
(EA), composto que ao ser oxidado pelo peréxido de hidrogénio promove a emissao de luz.
Nesta metodologia ha ainda o uso de particulas paramagnéticas (PMP) que se unem
covalentemente a antigénios ou a anticorpos numa fase solida. Tais particulas proporcionam
uma superficie de reagao maior e sao utilizadas para separar o material ligado do nao ligado
(). Tal como o Immulite 2000° XPI, este equipamento permite varios formatos do teste

(ensaio competitivo vs ensaio hao-competitivo).

8.3. Cobas e601 Analyser®, Roche Diagnostics

®

Figura 21: Cobas €601 Analyser®, Roche Diagnostics.

O Cobas €601 Analyser® da Roche Diagnostics (Figura 21) apresenta como metodologia

de funcionamento a Eletroquimioluminescéncia (ECLIA), na qual a reagao quimioluminescente é

eletricamente estimulada pela aplicagao de uma corrente elétrica. Neste tipo de método faz-
se uso de dois anticorpos monoclonais - um anticorpo biotinilado e outro marcado com
complexos de ruténio. O antigénio e os anticorpos monoclonais, ao reagiram entre si,
formam um imunocomplexo que ¢é fixado a superficie do elétrodo existente no
equipamento, gragas a adicao de microparticulas com capacidade de ligagao aos complexos
formados. A posterior aplicagao de uma corrente elétrica no elétrodo é responsavel por

induzir a emissdo de luz pelo complexo de ruténio, a qual ¢ lida por um luminémetro "%,
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8.4. Kryptor®, Brahms

Figura 22: Kryptor®, Brahms.

O principio de funcionamento do equipamento Kryptor® da Brahms (Figura 22) é

baseado na tecnologia TRACE (Time Resolved Amplified Cryptate Emission), que consiste na

transferéncia de energia nao radioativa entre dois marcadores fluorescentes — o dador
(criptato) e o recetor (XL 665). Trata-se de um imunoensaio do tipo nao-competitivo que
utiliza dois anticorpos especificos do antigénio a dosear, marcados com fluorocromos.
Como consequéncia da formagao do imunocomplexo antigénio-anticorpo, ocorre uma
transferéncia de energia do criptato para o XL665, sendo para tal essencial uma proximidade
fisica entre dador e recetor. A intensidade do sinal obtido a partir do XL665 é proporcional

a concentragio de antigénio presente na amostra ©"*?,

8.5. BNProSpec®, Siemens

Figura 23: BNProSpec®, Siemens.

O BNProSpec (Figura 23) apresenta como principio de funcionamento a Nefelometria,
sendo utilizado para a quantificagao de proteinas especificas. Este método é baseado na
reagao entre as proteinas presentes na amostra em estudo e anticorpos especificos, levando

a formacao de imunocomplexos que causam a dispersao da luz incidente na amostra. Esta
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metodologia permite avaliar a quantidade de material suspenso numa dada amostra, a partir
da medigdo da luz dispersa pelo imunocomplexo formado !". O detetor encontra-se
posicionado segundo um angulo de 90° em relagao ao feixe de luz incidente, sendo a
quantidade de luz dispersa diretamente proporcional a quantidade de proteina presente na

amostra ®,

8.6. Liaison®, DiaSorin

Figura 24: Liaison®, DiaSorin.

O Ligison® da DiaSorin (Figura 24), a semelhanca de outros equipamentos
anteriormente  descritos, apresenta como  principio de funcionamento a

Imunoquimioluminescéncia (CLIA). Porém, utiliza como marcador do imunoensaio um derivado

do isoluminol ¥,

8.7. Hydrasys®, Sebia

Figura 25: Hydrasys®, Sebia.

O Hydrasys® da Sebia (Figura 25) corresponde a um equipamento semiautomatico
utilizado na realizacio de eletroforeses e imunofixagio de proteinas. Requer apenas a
intervengao do operador na preparagao das amostras e do gel, bem como na aplicagao dos

reagentes. De forma automatica realiza as etapas de aplicagdo da amostra, migragao
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eletroforética, incubagdo com os reagentes, secagem, lavagem, coloragao, descoloragao e

secagem final.

8.8. UniCAP® 100°, Pharmacia Diagnostics

Figura 26: UniCAP® |00%, Pharmacia Diagnostics.

O UniCAP® 100° da Pharmacia Diagnostics (Figura 26) é usado na detecio e
quantificacao de imunoglobulinas, sendo particularmente util nas areas da Alergiologia e

Autoimunidade. Apresenta como principio de funcionamento a Imunofluorescéncia (FEIA),

fazendo uso de um material revestido com antigénios reconhecidos especificamente por
anticorpos alvo a determinar na amostra do doente. Caso o anticorpo de interesse esteja
presente na amostra, ocorre a sua ligagao ao antigénio. A técnica implica ainda o uso de uma
enzima conjugada com um anticorpo secundario, enzima esta que converte o substrato
adicionado ao meio de reagao num produto fluorescente. Comparando o sinal de
fluorescéncia com o sinal de calibradores cuja concentracao é conhecida, torna-se possivel a

quantificagio do anticorpo de interesse %,

8.9. Automatic gamma counter, 1272 CliniGamma, LKB Wallac

Figura 27: Automatic gamma counter, 1272 CliniGamma, LKB Wallac.
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O Automatic gamma counter 1272 CliniGamma (Figura 27) é um equipamento
destinado a quantificagdo de analitos marcados com radioisoétopos por técnicas manuais.
Consoante a técnica manual executada, assim o teste corresponde a um ensaio competitivo
(RIA — Radioimmunoassay) no qual um antigénio analogo ao analito de interesse é marcado

com o radioisétopo 1'*

, Ou a um ensaio nao-competitivo (IRMA — Immunoradiometric Assay)
em que a marcagao é feita no anticorpo secundario. A quantificagao, independentemente do
principio utilizado no teste, requer a elaboragao de uma curva de calibragao a partir da qual

a concentracio do analito de interesse possa ser determinada ",

9. Hormonologia

Para que o organismo humano funcione corretamente, os varios 6rgaos e sistemas
que o constituem necessitam de comunicar entre si de forma a assegurar a homeostase do
organismo. Dois dos sistemas que garantem essa comunicagao correspondem ao sistema
endocrino e ao sistema nervoso *.

O sistema endodcrino consiste em glandulas e tecidos secretores de hormonas,
mensageiros quimicos que afetam o comportamento de outros tecidos ou glandulas. Estas
substincias sao capazes de influenciar processos diversos no organismo humano, como o
metabolismo das células, o crescimento e desenvolvimento do corpo ou a reprodugao. Uma
vez sintetizadas, as hormonas sao libertadas na corrente sanguinea e transportadas as
respetivas células alvo. Enquanto algumas hormonas possuem alvos especificos (como € o
caso da hormona adrenocorticotrofica ou da hormona estimuladora da tirdide), outras
possuem efeitos em diferentes tipos de células (como é o caso da hormona do crescimento).
Carateristicamente, as células alvo possuem recetores capazes de reconhecer a hormona em
questao e podem encontrar-se expostos a superficie da célula ou no seu interior. Como
resultado da interagio hormona-recetor é desencadeada uma cascata de reagoes
bioquimicas, a qual culmina na modificagao da fungao ou da atividade da(s) célula(s) alvo.

De forma a manter a homeostase do organismo, e para que a resposta desencadeada
pelo sistema enddcrino seja apropriada, € essencial que a produgao e secre¢ao hormonal
seja altamente regulada. Para tal, operam no organismo eficientes mecanismos de
retrocontrolo positivo e negativo, os quais podem conduzir a diversas patologias em caso de

desregulagio %),

Mestrado em Andlises Clinicas

41



42 | Relatoério de Estagio Curricular

Seguidamente s3ao apresentadas as principais glandulas endécrinas do organismo

humano, bem como alguns dos analitos associados e que mais frequentemente sao alvo de

estudo no setor de Imunologia e Hormonologia (cujos valores de referéncia se encontram

listados no anexo IV). A figura 28 ilustra a localizagao anatomica das glandulas abordadas.

HIPOFISE ANTERIOR

e TSH

o ACTH

e FSHe LH
e PRL
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eT3eT4
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Figura 28: Representagao da localizagdo anatomica das principais glandulas endécrinas do organismo

humano e hormonas associadas. (Adaptado de Elsevier, Inc. — Netterimages.com).

10. Testes Laboratoriais

10.1.

A hipofise encontra-se localizada na base do cranio numa cavidade 6ssea denominada

de sela turca. E uma glandula pequena e anatomicamente dividida numa porg¢ao anterior

(adenohipdfise) e posterior (neurohipdfise). Entre outras hormonas a adenohipdfise secreta a

hormona estimuladora da tirdide (TSH), a hormona adrenocorticotréfica (ACTH), a

prolactina (PRL) e as gonadotropinas (hormona foliculo-estimulante - FSH e hormona

luteinizante - LH), enquanto a hormona antidiurética (ADH) é produzida no hipotalamo e
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transportada através de fibras nervosas a neurohipéfise . Assim, a neurohipéfise nio
funciona como um orgao endocrino distinto mas antes como um reservatorio para as
hormonas produzidas ao nivel do hipotalamo. Ja a adenohipofise é controlada pelo
hipotalamo que é responsavel pela produgao de pequenas hormonas peptidicas, cuja agao

pode ser estimulatoria ou inibitoria sobre a adenohipofise.

10.1.1. Hormona estimuladora da tirdide

A hormona estimuladora da tirdide é uma glicoproteina sintetizada pelas células
tireotrdficas da adenohipofise, que promove o crescimento e a captagao de iodo pela
tiroide, estimulando assim a sintese e secre¢ao das hormonas tiroideias triiodotironina (T3)
e tiroxina (T4). Os niveis séricos de TSH sao regulados pela hormona libertadora da
tirotrofina (TRH) e pelas concentragoes circulantes das hormonas da tiroide.

A TSH é essencial na avaliagao da fungao tiroideia, sendo a sua quantificagao util no
diagnodstico diferencial do hipotiroidismo primario, secundario ou terciario, bem como na

monitorizagio das terapéuticas de substituigio hormonal ®*.

10.1.2. Hormona adrenocorticotrofica

A corticotrofina ou hormona adrenocorticotréfica € uma hormona peptidica
secretada como um dos derivados do precursor pré-opiomelanocortina (POMC). A sua
acao verifica-se principalmente ao nivel do cértex adrenal onde estimula a sintese e a
secrecao de corticosteroides. Os niveis de ACTH no sangue sao regulados pela hormona
libertadora da corticotrofina (CRH) e pelo cortisol secretado pelas supra-renais ©?.

Juntamente com a avaliagao do cortisol, esta hormona possui interesse clinico no
diagnostico e na monitorizagao de condi¢oes associadas ao excesso ou ao défice de cortisol
no sangue. Na Doenca de Addison os niveis de ACTH encontram-se tipicamente elevados
ao contrario do que se verifica nos casos de insuficiéncia adrenal secundaria. Ja na Sindrome
de Cushing as determinagdées da ACTH podem ser Uteis na avaliagio da causa da

hipersecrecao do cortisol ©*.
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10.1.3. Hormona foliculo-estimulante e Hormona luteinizante

A hormona foliculo-estimulante é responsavel por estimular o crescimento e a
maturagao dos foliculos no ovario, a secrecao de estrogénios, por promover mudangas a
nivel do endométrio carateristicas da fase proliferativa do ciclo menstrual e por estimular a
espermatogénese pelas células de Sertoli nos testiculos. Ja a hormona luteinizante, em
conjunto com a hormona foliculo-estimulante, promove a ovulagio e a secregao de
androgénios e progesterona. E ainda responsavel pela iniciagio e manutencio da fase
secretora do ciclo menstrual e pela formagao do corpo luteo. No sexo masculino, estimula o
desenvolvimento e a atividade funcional das células de Leydig, responsaveis pela producao de
testosterona. Ambas as hormonas sao controladas pelos niveis circulantes da hormona
libertadora das gonadotrofinas (GnRH) e das hormonas sexuais ”.

Em conjunto, a FSH e a LH possuem interesse clinico na avaliagio dos casos de
infertilidade. No sexo feminino, a LH é utilizada para a detegao da ovulagao e para o estudo
de irregularidades menstruais. Uma vez que, juntamente com a hormona do crescimento, é
das primeiras hormonas da hipdfise a surgir alterada em caso de alteragao desta glandula, é
também um parametro Util na avaliagido da disfuncao hipofisaria. Tal como a LH, a
quantificacao da FSH é também importante no diagndstico de disturbios envolvendo as

gbnadas e de alteragdes da hipofise @

10.1.4. Prolactina

A prolactina € uma hormona polipeptidica, cujo principal papel corresponde ao
desenvolvimento da glandula mamaria durante a gravidez e a estimulagao e sustentagiao da
lactagao no pos-parto. Tal como para outras hormonas da adenohipdfise, a sua secregao
encontra-se sob controlo hipotalamico. Contudo é a uUnica hormona, entre as demais da
adenohipdfise, cuja regulagao ocorre por um mecanismo inibitério e nao estimulatorio.

A hiperprolactinémia corresponde a disfungao hipotalamica-hipofisaria mais comum
da Endocrinologia Clinica, estando a hipersecre¢ao associada a estados de hipogonadismo
em ambos os sexos. Como consequéncia da sua agao sobre o sistema reprodutor, elevados
niveis de PRL podem traduzir-se em amenorreia e infertilidade nas mulheres e em

oligospermia e impoténcia nos homens ®°.
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10.2. Tiroide

A tirdide corresponde a uma glandula situada na face anterior do pescogo, acima da
traqueia, apresentando dois I6bulos unidos por uma estreita por¢ao de tecido designado de
istmo. Apesar de pequena, trata-se de uma glandula de extrema importancia no organismo
humano devido as fungoes que desempenha. O foliculo tiroidiano corresponde a sua unidade
secretora, sendo responsavel pela produgcao das hormonas T3 e T4. Possui também um
outro tipo de células — as células parafoliculares ou células C, as quais sao responsaveis pela

producio do peptideo calcitonina .

10.2.1. Tiroglobulina

A tiroglobulina (TG) corresponde a uma glicoproteina especifica da tirdide. As
hormonas tiroideias T3 e T4 sao sintetizadas a partir da TG por iodagao dos residuos
tirosina desta proteina.

Por ser produzida unicamente pelas células foliculares da tirdide, a TG é um
parametro util na avaliagio poés-cirirgica da tiroidectomia total, podendo também ser
utilizada como marcador tumoral nos carcinomas diferenciados da tiréide ®*. A presenca de
auto-anticorpos dirigidos a esta proteina pode interferir com a sua determinagao pelo que a
avaliagao dos niveis de TG deve ser sempre acompanhada pela quantificagao de anticorpos

anti-tiroglobulina.

10.2.2. Triiodotironina

A quantificacao da T3 engloba a fragao ligada e a nao ligada da hormona as proteinas
transportadoras (T3 total). Por esta razio, qualquer condicao que altere os niveis destas
proteinas, é também responsavel por alterar os valores de triiodotironina ®.

Maioritariamente a T3 tem origem na desiodacao periférica da T4 e como tal nao se
revela um parimetro Gtil no estudo de casos de hipotiroidismo. No entanto, existem
determinadas situagoes em que se verifica a necessidade de quantificar a T3 como no caso

de suspeita de hipertiroidismo ou da toma de terapéuticas que possam interferir com a

desiodagio periférica de T4 em T3 9,
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10.2.3. Tiroxina

A tiroxina ou tetraiodotironina corresponde a principal hormona sintetizada pela
tirdide. A semelhanca da T3, os ensaios de tiroxina quantificam tanto a fracao livre como a
ligada as proteinas transportadoras .

Valores elevados de T4 sao encontrados no hipertiroidismo, na gravidez e em caso
de toma de contracetivos. No hipotiroidismo, nas neoplasias hepaticas e na deficiéncia
genética da globulina ligadora de tiroxina (TBG), os niveis de T4 apresentam-se

frequentemente diminuidos ©°.

10.2.4. T3 e T4 livres

As fragoes livres da triiodotironina e da tiroxina correspondem as formas
biologicamente ativas das hormonas da tirdide, apesar da maioria da T3 e T4 se encontrar
em circulagao ligada a proteinas transportadoras como a TBG, a pré-albumina ligadora de
tiroxina (TBPA) ou a albumina.

A quantificagao destas fragoes € Uutil nos casos em que os niveis das proteinas

transportadoras se encontram alterados.

10.2.5. Anticorpos anti-tiroideus

A determinacao de anticorpos anti-tiroideus na avaliagio da funcao tiroideia tem
como principal objetivo o diagnostico de uma doenga auto-imune associada a glandula. Esta
avaliagcao laboratorial é baseada na detecao e quantificagio de anticorpos contra antigénios
da tiréide do proéprio individuo, sendo mais frequentemente avaliados os anticorpos anti-
tiroglobulina (anti-TG), anti-tiroperoxidase (anti-TPO) e anti-recetor de TSH (TRAB).

Os anticorpos anti-TPO sao produzidos contra a enzima peroxidase da tirdide, a qual
€ responsavel por catalisar a iodagao da tiroglobulina. Ja o anticorpo anti-TG ¢é direcionado a
tiroglobulina, proteina fundamental na biossintese das hormonas tiroideias. A utilidade destes
auto-anticorpos assenta no diagnostico das tiroidites auto-imunes, das quais a Tiroidite de
Hashimoto e a Doenca de Graves sio exemplo. O anti-TG é ainda atil na detecao de
interferéncias nas medicoes de TG. O TRAB corresponde a um anticorpo dirigido aos
recetores celulares da TSH, sendo a sua determinagao importante no diagnéstico da Doenca

de Graves #*,
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10.2.6. Calcitonina

E uma hormona hipocalcémica produzida nas células parafoliculares da tiréide, sendo
regulada pelos niveis séricos de cdlcio no organismo. Exibe influéncia sobre as concentragoes
séricas de calcio, sendo o osso o principal 6rgio onde exerce a sua agao. A calcitonina
interage com os recetores na membrana do osteoclasto, diminuindo a atividade destas
células e aumentando o tempo de vida dos osteoblastos ***9).

Assume uma maior importancia clinica em casos de carcinoma medular da tiréide,

mas surge também aumentada em numerosas doengas nao malignas como o

hiperparatiroidismo ou a insuficiéncia renal ®,

10.3. Paratiroide

As glandulas paratiréides correspondem a quatro pequenas formagoes arredondadas
ou ovais, anatomicamente muito proximas da tirdide. A sua principal fungao é a regulagao
dos niveis de cdlcio no organismo, mantendo a concentragao sanguinea desse catiao dentro
de valores que permitam o bom funcionamento dos sistemas nervoso e muscular, através da

sintese e secregio da paratormona ®°.

10.3.1. Hormona paratiréideia

A paratormona ou hormona paratiréideia (PTH) é responsavel por regular a
concentragao de calcio e fosforo na corrente sanguinea. Ao nivel do osso, a PTH promove a
destruicao do tecido ao estimular a atividade dos osteoclastos e inibir a atividade dos
osteoblastos. No rim, ativa a eliminacao de fosfatos e a reabsorcao de calcio ao nivel dos
tubulos renais. Além destas agoes € ainda responsavel por estimular a produgao de vitamina
D, a qual por sua vez aumenta a absorg¢io de calcio, mas a nivel intestinal ®**°),

Clinicamente podem ser encontrados niveis elevados de PTH em casos de
hiperparatiroidismo associados a adenoma, a hiperplasia ou a cancro da paratiroide
(hiperparatiroidismo primario) ou devido, por exemplo, a insuficiéncia renal cronica
(hiperparatiroidismo secundario). Ja o hipoparatiroidismo é comum no contexto da

tiroidectomia ©*.
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10.4. Supra-Renal

As glandulas adrenais ou supra-renais correspondem a estruturas bilaterais situadas
sobre os rins. Apresentam-se revestidas por uma capsula e sao divididas em 2 zonas
distintas: o cortex e a medula. O cortex adrenal é por sua vez subdividido em 3 zonas - a
zona glomerulosa, mais externa e que secreta a aldosterona (hormona mineralocorticoide),
a zona fasciculada que produz o glucocorticoide cortisol e a zona reticular, responsavel pela
producio das hormonas sexuais ®”. J4 a medula adrenal corresponde a regido central da

glandula, e é responsavel pela secre¢ao das catecolaminas.

10.4.1. Acido vanilmandélico

O 4acido vanilmandélico (VMA) é o principal produto final do metabolismo da
epinefrina e norepinefrina, catecolaminas produzidas na medula das glandulas supra-renais %°.
Clinicamente € util no diagndstico e monitorizagao de tumores neuroendocrinos

produtores de catecolaminas, como o feocromocitoma, paraganglioma ou o neuroblastoma

(38)

10.4.2. Metanefrinas e Normetanefrinas

As metanefrinas e normetanefrinas sao fisiologicamente formadas a partir das
catecolaminas epinefrina e norepinefrina, respetivamente ©°.

Niveis aumentados destes produtos do metabolismo das catecolaminas podem ser
encontrados em pacientes diagnosticados com feocromocitoma, paraganglioma ou outros

tumores neurolégicos >,

10.4.3. Cortisol

O cortisol corresponde ao principal glucocorticdide produzido pelo organismo
humano, sendo sintetizado a partir do colesterol. Esta hormona afeta o metabolismo da
glicose, de proteinas e lipidos, possuindo também atividade imunossupressora e anti-
inflamatoria. Apresenta um ritmo circadiano que, em individuos saudaveis, € responsavel
pelos niveis de cortisol ao final da tarde serem cerca de metade dos da manha ©°.

Este analito possui interesse clinico como indicador da fungao adrenocortical,

nomeadamente em quadros patologicos como a Doenga de Addison, a Sindrome de
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Cushing, a hiperplasia e o carcinoma adrenal ®**. E também til na avaliagio de disfungées
da hipdfise e do hipotdlamo, uma vez que se trata de uma hormona cuja regulagao se

encontra sob o dominio do eixo hipotalamo-hipodfise-glandulas adrenais.

10.4.4. Aldosterona

Os mineralocorticéides possuem como principal fungao a manutencio da
homeostasia dos sais no organismo humano, através da conservagao de sédio e excregao de
potassio a nivel renal. Desta forma sao também responsaveis pela regulacao do volume
vascular. A aldosterona é o mineralocorticoide mais potente e produzida exclusivamente na

zona glomerulosa do cértex adrenal ®>*)

. A sua secrecao é regulada pelo sistema renina-
angiotensina-aldosterona, pela concentragao plasmatica de sodio e de potassio e, em menor
escala, pelos niveis de ACTH.

Juntamente com a renina, a aldosterona é um parimetro analitico de extrema
importancia no diagnéstico e na monitorizagao de hipertensiao secunddria a um

hiperaldosteronismo primario, bem como na avaliagio da fungdo das glindulas adrenais .

10.4.5. Renina

A renina é uma enzima proteolitica sintetizada e armazenada nas células epiteliais
justaglomerulares do rim e que faz parte do sistema regulador da sintese de aldosterona
(sistema renina-angiotensina-aldosterona). Ao ser libertada na circulagao, hidrolisa o
angiotensinogénio a angiotensina |, o qual por uma série de reagdes bioquimicas leva, em
dltima instancia, a producao da aldosterona. A sua libertagio é controlada pelas células
justaglomerulares sensiveis aos niveis de s6dio em circulagao e a pressao sanguinea.

A sua determinaciao tem utilidade no estudo de doentes com hipertensao arterial

(HTA) assim como no diagnéstico do hiperaldosteronismo primario #°.

10.4.6. Androstenediona

A androstenediona é uma hormona esterdide secretada tanto pelas glandulas
adrenais como pelas génadas masculinas e femininas. Corresponde ao precursor mais
importante da testosterona e dos estrogénios.

O seu interesse clinico reside na avaliagao de estados de virilizagao, de hirsutismo e

da sindrome do ovario policistico na mulher .
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10.4.7. Dehidroepiandrosterona e Dehidroepiandrosterona sulfato

A quantificagao da dehidroepiandrosterona (DHEA) e do seu conjugado sulfatado
(DHEA:s), é importante na avaliagao da producao adrenal de androgénios.

Tratam-se de hormonas esteroides precursoras da testosterona e do estrogénio,
sendo secretadas pelo cortex adrenal e, em menor quantidade, pelas génadas ®®. O DHEAs
€ um parametro mais vantajoso que o DHEA, em termos de avaliagao da produgao
androgénica adrenal, pois existe na circulagao em concentragoes mais elevadas. Por outro
lado, nao apresenta o ritmo circadiano que a DHEA exibe, nem circula associado a proteinas
transportadoras. Apesar de ser considerado um androgénio fraco, pode ser metabolizado
em androgénios mais potentes e consequentemente, de forma indireta, ser a causa de
hirsutismo ou virilismo nas mulheres. Assim, a determinagao de DHEAs é importante na
avaliacio da funcdo adrenal como causa de hirsutismo, de infertilidade, de amenorreia, da

sindrome do ovirio policistico, entre outros .

10.5. Ovarios e Testiculos

Os testiculos correspondem as goénadas masculinas cuja principal fungao é a
espermatogénese mas que atuam também como glandula endocrina, através da sintese e
secregao da testosterona ao nivel das células de Leydig. Para além da testosterona (principal
hormona sexual masculina), os testiculos sao também responsaveis pela produgao de outros
androgénios como a DHEA e a androstenediona. Pequenas quantidades de estrogénios sao

também produzidas nas génadas masculinas ©*

. Os ovarios correspondem as gonadas
femininas e, tal como os testiculos, a sua fungao nao se limita apenas a produgao das células
germinativas femininas, atuando também como glandula endécrina ao produzir e secretar
estrogénios, essencialmente o estradiol, e a progesterona ®°.

O eixo hipotalamo-hipofise-gonadas € responsavel nao sé pela estimulagao e
maturagao das glandulas reprodutoras mas também pela libertagao das hormonas sexuais.

Todas as hormonas sexuais, femininas e masculinas, tém como precursor o colesterol.

10.5.1. 17 - estradiol

Para além do |7(-estradiol, também o estriol e a estrona pertencem ao grupo dos
estrogénios que, juntamente com a progesterona constituem as hormonas sexuais femininas.

Este é o estrogénio mais potente e o secretado mais significativamente pelo ovario na
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mulher niao gravida e em idade fértil, sendo responsavel pelo desenvolvimento das
carateristicas sexuais secundarias femininas. As glandulas adrenais e os testiculos secretam
também estrogénios, mas em menor quantidade quando comparada com a produgao ovarica
@) A sua sintese é controlada pelas gonadotropinas hipofisirias e os seus niveis variam
durante o ciclo menstrual da mulher.

A determinacao do |7B-estradiol tem interesse clinico no diagnostico e na

monitorizagio da terapéutica de casos de infertilidade. E ainda importante na avaliagio da

amenorreia, da ginecomastia masculina e nos distlrbios do eixo hipotdlamo-hipofise-gonadas

(29.41)

10.5.2. Progesterona

A progesterona € uma hormona sexual especialmente importante na preparagao do
Utero para a implantacao do blastocisto e na manutencao da gravidez. Em mulheres nao-
gestantes, esta hormona é principalmente secretada pelo corpo llteo. Ja o cortex adrenal e
os testiculos surgem como fontes secundarias da progesterona. A sua secrec¢ao pelo corpo
liteo é estimulada e regulada pelas gonadotropinas hipofisarias.

Do ponto de vista clinico, o seu doseamento é util na avaliagio da eficacia da
terapéutica de indugao da ovulagao, bem como na monitorizagao de terapias de reposicao
de progesterona. Nas gravidas, o seu interesse reside na detecio do risco precoce de

aborto e na avaliagio da fungio placentiria ®.

10.5.3. Testosterona

A testosterona &€ uma hormona sexual masculina, correspondendo ao principal
androgénio secretado pelas células de Leydig nos testiculos. No sexo masculino é ainda
secretada pelas glandulas adrenais. Esta hormona é responsavel pelo desenvolvimento das
carateristicas sexuais masculinas secundarias, pela espermatogénese e pela secrecao de
gonadotropinas. Na mulher, os niveis de testosterona sao mais baixos comparativamente ao
homem e provém essencialmente da conversio periférica de androstenediona e
dehidroepiandrosterona, correspondendo os ovarios e o cortex adrenal a outras fontes da
hormona ®. A maioria da testosterona circula ligada a proteinas transportadoras, embora

seja a forma livre (e a fracamente ligada a albumina) a fragao biologicamente ativa.
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Nos homens, a determinagao dos niveis de testosterona tem interesse na avaliagao
de estados de hipogonadismo e no diagnostico e follow-up do carcinoma testicular. Nas
mulheres é um parametro util na avaliacio de hiperplasia das glandulas adrenais, na
virilizagdo e em tumores ovaricos. Juntamente com as gonadotropinas permite o despiste de

patologias associadas ao eixo hipotilamo-hipéfise-génadas @

10.6. Técnicas manuais

Apesar do setor de Imunologia e Hormonologia ser essencialmente automatizado,
varios parametros laboratoriais sio determinados através da execugao de técnicas manuais.
Os ensaios que utilizam isétopos radioativos como marcadores da reagao correspondem a
maioria das técnicas manuais realizadas neste setor, sendo utilizados na quantificagao de
hormonas ou seus metabolitos. Para além destas, também as técnicas cromatograficas (que
visam a quantificagao de metabolitos das catecolaminas e da serotonina) e a determinagao do
cortisol e do iodo urinario requerem o trabalho manual da amostra, com vista a
quantificagao do analito de interesse.

O anexo V resume os parametros analiticos avaliados por técnicas manuais neste
setor, bem como o método utilizado na quantificagao e o equipamento empregue na leitura

do resultado.

10.7. Proteinograma

O proteinograma, ou eletroforese de proteinas séricas, € um teste de rotina utilizado
na investigacio de anomalias proteicas por anilise de um perfil proteico. As alteragoes
verificadas podem ser resultantes de problemas das mais diversas indoles, desde patologias
hepaticas a anomalias renais ou hematologicas. Trata-se de um teste baseado na técnica de
eletroforese, que permite a separagao das proteinas presentes no soro em cinco fragoes
distintas: albumina, a,, a,, B e y — globulinas, em condi¢des normais “?.

A técnica de separagao é baseada no facto de as proteinas possuirem carga elétrica
diferente. Assim, quando aplicado um campo elétrico, as proteinas migram do anodo em
direcao ao catodo (ou vice-versa, consoante a carga das proteinas e o pH do meio), em

funcao da sua carga, permitindo a separagao das proteinas séricas em diferentes fragoes,

com cada fracio a conter uma ou mais proteinas *.
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Na pratica, o proteinograma é executado utilizando o equipamento semi-automatico
Hydrasis® da Sebia e os respetivos kits Hydragel destinados a separagio, em meio alcalino, das
proteinas presentes no soro humano. Depois da separagao eletroforética, o gel é corado
com negro de amido e por fim semi-quantificado no densitometro/scanner. Este Ultimo
equipamento possui um software (software Phoresis da Sebia) que traduz o resultado da

separagao das proteinas séricas num perfil eletroforético, como representado na Figura 29.

|
\ B-globulinas

y-globulinas

as-globulinas

a,-globulinas

Figura 29: Exemplo de um perfil eletroforético normal, no qual podem ser distinguidas cinco

fragoes individualizadas — albumina, a,, a,, B e Y — globulinas. (Imagem cedida pelo setor de Imunologia e
Hormonologia do IPOCFG).

As proteinas mais representativas de cada uma das cinco fragoes obtidas pela técnica

eletroforética sao descritas seguidamente.

Albumina - Corresponde a proteina mais abundante no plasma. E sintetizada
exclusivamente pelo figado e apresenta diversas fungoes importantes no organismo humano
). O aumento desta fragio é comum em estados de desidratacio, enquanto a
hipoalbuminémia pode verificar-se no caso de uma sintese diminuida da proteina pelo figado
(cirrose hepatica ou hepatite grave) ou na sequéncia de uma perda acentuada de proteinas

(sindrome nefrética ou gastroenteropatia) “?.

o,-globulinas - A proteina mais representativa desta fragio corresponde a o,-
antitripsina. Trata-se de uma proteina de fase aguda, sintetizada no figado e que pode ser

encontrada noutros fluidos bioldgicos para além do sangue “?. A sua deficiéncia esta

Mestrado em Andlises Clinicas

53



54

Relatoério de Estagio Curricular

associada ao enfisema pulmonar e a cirrose hepatica, enquanto niveis elevados sao devidos,
na maioria dos casos, a uma reacio de fase aguda por infecio ou inflamacio “?. Esta fracio
engloba ainda outras proteinas séricas de menor proporg¢ao, como a a,- glicoproteina acida e

a a-fetoproteina “¥,

a,-globulinas - Esta fragao inclui proteinas como a haptoglobina, a a,-macroglobulina e
a ceruloplasmina. A haptoglobina é uma proteina de fase aguda responsavel por ligar a
hemoglobina e remove-la da circulagio em situagdes de hemolise “. Os seus niveis
encontram-se portanto diminuidos em situagoes tais como a hepatopatia grave ou a anemia

falciforme *®

. A ceruloplasmina constitui a principal proteina de transporte do cobre,
verificando-se uma diminuicao dos seus niveis em caso de Doenga de Wilson ou na
sindrome nefrotica. Ja a a,-macroglobulina é uma glicoproteina inibidora de proteases. Os
seus valores sao frequentemente baixos em estados hiperfibrinoliticos e na insuficiéncia

hepatica grave .

p-globulinas - Esta fragao engloba a B-lipoproteina, a transferrina, componentes do
complemento e a f,-microglobulina, entre outras. A variagao desta banda é proporcional a

“) Devido ao

concentragao de transferrina, principal proteina transportadora de ferro
aumento de colesterol associado a patologias como o hipotiroidismo, a cirrose biliar e a
alguns casos de diabetes Mellitus, associado a estas situagoes clinicas é frequente verificar-se
o aumento das B-lipoproteinas. A elevacao do nivel das f—globulinas € comum em casos de
cirrose hepatica, verificando-se nestas situagoes uma sobreposi¢cao com a fragao relativa as y

—globulinas .

y-globulinas - A fragao gama é composta por cinco classes de imunoglobulinas — IgG,
IgA, 1gM, IgE e IgD. Tratam-se de anticorpos produzidos pelos plasmocitos, sendo o mais
abundante a IgG. A hipogamaglobulinémia pode ocorrer em consequéncia de
imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas (como em infe¢oes ou tumores malignos). Ja o
aumento pode ocorrer de forma mono ou policlonal. Bandas policlonais sao comuns em
doengas inflamatoérias, patologia imune ou neoplasias disseminadas. O mieloma multiplo

exibe tipicamente um pico monoclonal, tal como a macroglobulinemia de Waldenstrom @2,
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I1.Controlo de Qualidade

A qualidade dos resultados analiticos no setor de Imunologia e Hormonologia é, a
semelhanga dos restantes setores do SPC, assegurada através da implementagao de
controlos de qualidade internos e externos.

Diariamente sao utilizados controlos fornecidos por uma casa comercial
independente do equipamento a controlar. Estes controlos (internos) avaliam multiplos
parametros laboratoriais e abrangem dois niveis distintos. Os resultados sao tratados e
validados de acordo com as Regras de Westgard, existindo ainda a possibilidade de
comparagao dos resultados inter-laboratorialmente através de um software informatico
disponivel no setor. Periodicamente siao também avaliadas amostras de carateristicas
desconhecidas (amostras de controlo externo), enviadas pela entidade organizadora dos

programas de avaliagao externa da qualidade em que o laboratério se encontra inscrito — o

INSA (nacional) e o RIQAS (internacional).
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IV. CONCLUSOES

O Mestrado em Anadlises Clinicas e, sobretudo, o estagio curricular que integra este
curso constituiu uma experiéncia bastante enriquecedora, uma vez que revelou ter sido uma
mais-valia na minha valorizagao a nivel profissional e pessoal.

O estagio no Servico de Patologia Clinica do IPOCFG possibilitou-me o
conhecimento da dinamica tipica de um laboratorio de andlises clinicas, a aplicagao de
conhecimentos adquiridos ao longo de dois anos letivos no presente mestrado bem como a
aquisicao e/ou aprofundamento de tantos outros conceitos, o contacto com diversos tipos
de produtos biolégicos e a manipulagio de varios sistemas automatizados ou semi-
automatizados. De facto, as vantagens associadas a automatizagao de um laboratorio sao
inquestionaveis. Além de uma maior exatidio e precisao nos resultados obtidos
comparativamente aos métodos manuais, o volume e a rapidez de processamento das
amostras devem também ser real¢ados. Tal torna-se essencial nao s6 ao nivel do diagnostico
mas também do tratamento, o qual deve ser iniciado o mais precocemente possivel.

O tipo de instituicio que é o IPOCFG permitiu-me o contacto com varios casos
clinicos que dificilmente seriam observados noutro tipo de laboratoério de anilises clinicas.
Por se tratar de uma unidade hospitalar essencialmente direcionada a doentes cuja suspeita
de uma patologia do foro oncoldgico os encaminha até esta instituicdo para serem
diagnosticados, tratados e monitorizados, a existéncia de resultados analiticos alterados nas
mais diversas areas das analises clinicas nao é surpreendente. Por esta razao, ao longo deste
estagio, tive a oportunidade de contactar com multiplos casos em que a distingao entre o
estado patologico e o fisiologico era notoéria, o que certamente contribuiu de forma
significativa para o meu conhecimento enquanto técnica superior de analises clinicas.

Assim, o SPC revelou ser um o6timo laboratério de formagao, dotado de uma equipa
de profissionais de saude bastante qualificada nao s6 no desempenho das suas fun¢oes diarias
mas também no apoio a integragao e a consolidagao de conhecimentos dos estagiarios, o
que me permitiu uma primeira experiéncia bastante positiva enquanto profissional na area

das analises clinicas.
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ANEXO | - Valores de referéncia em vigéncia no setor de Hematologia

do Servico de Patologia Clinica do IPOCFG

RBC

Hgb
Htc
VCM
HCM
CHCM
RDW
Reticulocitos
WBC
Neutrdfilos
Linfécitos
Mondcitos
Eosindfilos
Basdfilos
Plaquetas
A
PT
aPTT
TT
Fibrinogénio
PDF
AL

Valor de referéncia

Mulher:
Homem:

Mulher:
Homem:

4,0-5,5
4,5-6,5
12-16
13-18

35 - 47
85 -95
27 - 32
32-36
11,5-14,5
0,5 - 2,5
4,0-11,0
45 -70
20 - 40
3-10
-5
0-2
150 - 450
0-20
1,3
28
14
200 - 400

<278

dRWVT: 0,90 - 1,20
SCT: < 1,20
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Unidades

t/l

gldl
%
fl

pg
gldl

%
%
gll
%
%
%
%
%
gll
mm/h
seg.
seg.
seg.
mg/dl
ng/ml
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e ANEXO Il - Férmulas de calculo de parametros relativos a série vermelha

Htc (%) = (RBC X VCM)/10

Hematécrito (Htc)
RBC (105/ul)
VCM (f])

Volume corpuscular médio VEM (7D = Hec + RBC

(VCM) Hee (/D)
RBC (10%2/))

Hemoglobina corpuscular média HCM (pg) = (Hgb + RBC) x 10

(HCM) Heb (g/dl)
RBC (10°/ul)

9, _ -
Concentragdo de hemoglobina corpuscular CHCM (a) = (Hgb + Hee) x 100
média (CHCM) Hgb (g/dl)

Htc (%)
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e ANEXO Ill - Parametros analiticos avaliados no setor de Imunologia e

Hormonologia e relacado com o método de detecdao e equipamento de

leitura
Parametro analitico Método de detecdo Equipamento
ACTH CLIA Immulite 2000® XPI
TSH CLIA Immulite 2000® XPI
FSH CLIA ADVIA Centaur® XP
LH CLIA ADVIA Centaur® XP
PRL CLIA Immulite 2000® XPI
TG CLIA Immulite 2000© XPI
13 ECLIA Cobas €601 Analyser®
T4 ECLIA Cobas €601 Analyser®
T3 livre ECLIA Cobas €601 Analyser®
T4 livre ECLIA Cobas €601 Analyser®
Anti-TPO CLIA Immulite 2000® XPI
Anti-TG CLIA Immulite 2000® XPI
TRABs ECLIA Cobas €601 Analyser®
Calcitonina CLIA Immulite 2000® XPI
PTH CLIA ADVIA Centaur® XP
VAN Espetrofotometria Shimadzu Spectrophotometer
MTP RIA Automatic gamma counter
NMP RIA Automatic gamma counter
Cortisol sérico ECLIA Cobas €601 Analyser®
Cortisol salivar ECLIA Cobas 601 Analyser®
Cortisol urindrio ECLIA Cobas €601 Analyser®
ALD RIA Automatic gamma counter
Renina CLIA Liaison®
AND CLIA Immulite 2000® XPI
DHEA CLIA ADVIA Centaur® XP
DHEAs CLIA ADVIA Centaur® XP
17 /F-estradiol CLIA ADVIA Centaur® XP
PRG CLIA ADVIA Centaur® XP
TEL RIA Automatic gamma counter
TES ECLIA Cobas €601 Analyser®
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e ANEXO IV - Valores de referéncia em vigéncia no setor de Imunologia e

Hormonologia do Servico de Patologia Clinica do IPOCFG

Parametro analitico Valor de referéncia Unidades
ACTH < 46 palml
TSH 0,4-4,0 mUIlIml
Mulher 2,5-10,2
Fase folicular: 3,4-33,4
FSH IF:’lco Ic>’vtula.tor|o: 1,5-9,1 Ul
P 23,0-116,3
y os-- enopausa: 14— 18,1
omem:
Mulher
Fase folicular: 1,9-12,5
Pico ovulatério: 8,7-176,3
Fase latea: 0,5-16,9
LH Contracecao oral: 15,9 - 54,0 un
P&s-menopausa: 0,7-5,6
Homem
19 — 69 anos: 1,5-9,3
> 69 anos: 3’| - 34,6
Mulher nio-gravida: 1,9 -20,0
PRL Homem: 2,5-17,0 ng/ml
TG < 55,0 ng/ml
T3 84,0 - 182,0 ngldl
T4 45-12,5 ugl/dl
T3 livre 2,0-44 pg/ml
T4 livre 0,8-1,8 ng/dl
Anti-TPO <35,0 Uliml
Anti-TG <40,0 Ul/ml
Negativo: <1,0
TRAB Duvidoso: 1,0-1,5 uii
Positivo: > 1,5
. Mulher: <IL5
Calcitonina Homerm: <182 pg/ml

Mestrado em Andlises Clinicas




PTH
VAN
MTP plasmaticas
MTP urinarias

NMP plasmdticas

Cortisol sérico

Cortisol salivar

Cortisol urindrio

ALD

Renina

AND

DHEA

DHEAs

|7 /7-estradiol

PRG

TEL

7 — 10h:
16 — 20h:

8 — |0h:
23 — 24h:

Decubito:
Ortostatismo:

Decubito:
Ortostatismo:

Mulher:
Homem:

Mulher:
Homem:

Mulher:
Homem:

Mulher
Fase folicular:
Pico ovulatério:
Fase lutea:

Contracecgao oral:

Pos-menopausa:
Homem:

Mulher
Fase folicular:
Fase lutea:

Contracecgao oral:

Pos-menopausa:
Homem:

Mulher
Fase folicular:
Fase lutea:

Contracegao oral:

P&s-menopausa:
Homem

20 -39 anos:

40-59 anos:

60-90 anos:

12,0 - 67,0
<13,6

< 90,0
<350

15,0 - 170,0
6,4 -20,0
2,3 -12,0
0,07 - 0,69
< 0,40

20,0 - 124,0
2,94 - 16,2
4,0-31,0
2,80 - 39,90
4,40 - 46,10
0,5-3,7
0,8-3,l
0,8-10,5
1,4-12,5
26,0 - 460,2
34,5 - 569,0
19,5 - 144,2
63,9 - 356,7
55,8 -214,2
< 102,0
<32,2
<39,8

0,33 - 1,20
0,72-17,8
0,34 - 0,92
<1,0

0,27 - 0,90
0,45 - 3,17
0,46 - 2,48
0,55 -2,01
0,29 - 1,73
8,80 - 27,0
7,20 - 23,0
5,60 - 19,0
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pg/ml
mg/24h

pg/ml
ugl/24h

pg/ml

ugldl

ugldl

ugl/24h

ng/dl

muUl/l

ng/ml

ng/ml

pgldl

pg/ml

ng/ml

pg/ml
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Mulher
Fértil: 0,084 - 0,48
TES ’ Pos-menopausa: 0,029 - 0,41 st
omem
20 — 49 anos: 2,49 - 8,35
> 50 anos: 1,93 - 7,40
Albumina 4,40 - 5,50 gldl
a,~globulinas 0,10 - 0,20 gldl
a,-globulinas 0,50 - 0,80 gldl
[-globulinas 0,60 - 0,90 gldl
y-globulinas 0,70 - 1,20 gldl
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e ANEXO V - Parametros analiticos avaliados por técnicas manuais no

setor de Imunologia e Hormonologia

Parametro analitico

Método de determinacio

Equipamento

Testosterona livre (TEL)

Aldosterona (ALD)

Metanefrinas e normetanefrinas

plasmdticas (MTP e NMP)

Cortisol urinario

Metanefrinas urindrias

lodo urindrio (IUR)

Acido vanilmandélico (VAN)

5- hidroxiindolacético (5-HIAA)

I 7-hidroxiprogesterona (OHP)

RIA

RIA

RIA

ECLIA
RIA

Método baseado na reagio
Sandell-Kolthoff
Cromatografia em coluna de

troca idnica com leitura
espetrofotométrica

Cromatografia de
afinidade com leitura
espetrofotométrica

RIA
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Automatic gamma counter

Automatic gamma counter
Automatic gamma counter

Cobas €601 Analyser®

Automatic gamma counter
ABE-2 Plus

Shimadzu Spectrophotometer
UV-120-02

Shimadzu Spectrophotometer

UV-120-02

Automatic gamma counter
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