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RESUMO

O presente relatéorio refere-se ao estagio realizado no Laboratério de Analises
Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (LACFFUC), no ambito do
mestrado em Analises Clinicas, sob a orientagao da Doutora Ana Donato e Doutora Ana
Miguel Matos.

O objetivo deste relatério é descrever de forma sucinta as atividades desenvolvidas
ao longo do estagio, sendo aprofundada a area de Hematologia. E descrita a importincia
clinica das analises efetuadas, as metodologias aplicadas na sua determinagao e fundamentos,
patologias clinicas mais comuns, o seu diagnostico laboratorial e exemplos de casos clinicos.
Nos casos clinicos sao apresentadas as analises efetuadas, interpretagao dos resultados,

diagnodstico e determinagoes futuras.

ABSTRACT

This report show the activities developed in the curricular internship on the purpose
to obtain the Master Degree in Clinical Analysis by the Pharmacy Faculty of University of
Coimbra. The internship was developed in the Clinical Analysis Laboratory of the Pharmacy
Faculty of University of Coimbra, under orientation of Doctor Ana Donato and Doctor Ana
Miguel Matos.

The aim of this report is to describe the activities developed during the internship in
all sectors. A more detailed description of the Hematology sector is realized including the
clinical importance of the analysis performed, the methodologies used in the laboratory, the

more common pathologies, their diagnostic and examples with real clinical cases.
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|. Introducao

A Ultima etapa de formagao do mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra é a realizagagio de um estigio de carater
profissionalizante num laboratdrio de andlises clinicas. O estagio foi realizado no Laboratoério
de Anadlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra. O LACFFUC
esta localizado no edificio da Faculdade de Farmacia no polo das Ciéncias da Saude.

O LACFFUC executa andlises nas valéncias de Bioquimica, Hematologia,
Imunologia/Endocrinologia e Microbiologia. O estagio abrangeu todos os sectores do
laboratorio e a valéncia de Hematologia foi a escolhida para aprofundamento teérico.

Na hematologia sao abordados os fundamentos da hematopoiese e hemostase, as
determinagSes analiticas realizadas nesta valéncia e as patologias mais comuns do eritrocito
e plaquetas. E dado especial enfase as anemias microciticas e macrociticas, sendo ilustradas
com casos clinicos com os quais contatei durante o estagio.

Nos casos clinicos descrevem-se e interpretam-se os resultados analiticos obtidos e
identifica-se o possivel diagnostico e determinagoes futuras de confirmagao e diagnostico.
Ao longo do relatorio sao descritas patologias relacionadas com o consumo cronico de

alcool, sendo ilustradas com casos clinicos de doentes da Unidade de Alcoologia.






2. Caracterizacao do laboratério

O LACFFUC esta sob a Diregao Técnica da Dra Ana Donato. Conta ainda com o
apoio da Dra Ana Miguel Matos, o técnico de laboratério Daniel Gongalves e as
administrativas Dulce Dias e Maria Teresa Santos. Das instalagoes do laboratério fazem
parte a recegao, sala de espera, sala de colheitas, gabinete da diregao, gabinete dos
funcionarios, casas de banho, armazém e as areas de trabalho: zona de processamento das
amostras, area da Hematologia, area da Imunologia/Endocrinologia, area da Bioquimica, area
da Microbiologia e sala de lavagens. O laboratério possui um posto de colheitas na unidade
de Servicos Médicos da Universidade de Coimbra (SMUC). As areas de trabalho do
laboratério € onde se encontram todos os aparelhos e materiais necessarios para a fase

analitica. Os equipamentos presentes no LACFFUC sao os listados na tabela |.

Tabela | - Aparelhos do LACFFUC.

SECTOR APARELHO

AU400 (Beckman Coulter)

SpotLyte Na/K/Cl analyzer (A.MENARINI diagnostics)

Bioquimica SAS-1 plus e SAS-2 (Helena Biosciences Europe)

CombiScan 100 Urine Analyzer (Analitycon
Biotechnologies AG)

COULTER MAX'M (Beckamn Coulter)

Hematologia Option 4 plus (bioMérieux)

Sedy 12 (Normax)

Imunologia/Endocrinologia  VIDAS (bioMérieux)

Camara de fluxo laminar

Microbiologia Pipetador semi-automatico para antibiograma

(bioMérieux)

Centrifuga
Microscopio otico
Outros Banho agua
Frigorificos e arcas
Micropipetas




O fluxo de amostras no LACFFUC é muito variavel. Diariamente cerca de 10
amostras sao recolhidas no LACFFUC e no posto de colheitas dos SMUC. Para além destas,
o LACFFUC recebe cerca de 7 amostras da Unidade de Alcoologia, as tergas e quartas-
feiras.

Algumas determinagoes analiticas, devido a baixa frequéncia com que s3o pedidas e
devido ao reduzido prazo de validade dos reagentes, nao sao realizadas no LACFFUC e sao
enviadas para o laboratério Sao José.

O laboratorio de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia esta a implementar um

sistema de gestao da qualidade com vista a certificagao pela Norma NP EN ISO 9001:2008.



3. Controlo de qualidade

3.1. Controlo Qualidade Interno

O controlo de qualidade interno (CQI) consiste na andlise didaria de amostras
controlo cujos valores analiticos sao conhecidos, avaliando a precisao dos ensaios. O CQI
permite garantir a reprodutibilidade dos resultados e a ocorréncia de nao conformidades
que desencadearao agoes corretivas. Na hematologia, trés niveis de controlo siao realizados
todos os dias antes da analise das amostras e ao longo do dia de trabalho. Na bioquimica,
antes da andlise das amostras € testado um controlo normal para os testes
imunoturbidimétricos e sao testados 2 niveis de controlo para as restantes determinagoes.
Na coagulagao é realizado o CQIl sempre que ha reconstituicio de novo reagente. Na
imunologia/endocrinologia o controlo de qualidade é realizado de acordo com as instrugoes

do fabricante. E também realizado | vez por més um controlo do aparelho VIDAS.

3.2. Avaliacao Externa da Qualidade

A avaliagao externa de qualidade (AEQ) ¢é realizada com vista a avaliar a
reprodutibilidade dos ensaios em relagao a outros laboratérios clinicos e a um laboratorio
de referéncia. O LACFFUC participa no Programa Nacional de Avaliagio Externa de
Qualidade (PNAEQ) na area da hematologia (contagem celular e morfologia do sangue
periférico), coagulagao, endocrinologia, marcadores tumorais e virusais, quimica clinica e

hemoglobina glicada.






4. Atividades desenvolvidas

Apesar de participar em todo o processo (Figura |), as atividades que desenvolvi no
LACFFUC focaram-se na fase analitica. A fase pré-analitica inicia-se com a recegao e analise
da requisicao, preparagao do doente, colheita da amostra primaria, transporte, separagao e
conservagao da amostra. Na fase analitica, as amostras, apés serem distribuidas pelas
diversas areas, sao processadas de forma a obter os resultados. Consoante as determinagoes
requeridas, as amostras podem ser processadas em quatro sectores: sector da bioquimica,
sector da hematologia, sector da imunologia/endocrinologia e sector da microbiologia. A fase

pos-analitica consiste na validagao, interpretagao e emissao dos resultados.

Fase Pré-Analitica Fase Pés-Analitica
*Andlise da requisicdo «Validagio
*Preparagio do doente *Interpretagio

*Colheita das amostras *Emissio do relatorio
*Transporte

*Separagao

*Conservagao

Figura | - Diagrama de processos no LACFFUC.



4.1. Setor Bioquimica

Neste setor as amostras mais analisadas sao o soro, sangue total colhido em EDTA e

urina. Sao muito diversas as determinagoes realizadas neste sector e utilizam varias

metodologias analiticas, que estao resumidas na tabela 2.

Tabela 2 - Método dos aparelhos do sector da bioquimica e exemplos de alguns parametros.

Aparelho Método Parametro
Colorimétrico Ferro

Beckman Espectrofotometria Enzimatico Glicose
Coulter AU400 Cinética enzimatica AST, ALT, ALP

Turbidimetria Imuno-turbidimétrico  HbA., PcR, FR
SpotLyte

Potenciometria (elétrodo seletivo de ides) ~ Na’, K*, CI
Na/K/Cl analyzer
SAS-| plus e

Eletroforese de proteinas Proteinograma

SAS-2

CombiScan 100
Fotometria de refletancia
Urine Analyzer

Sumaria de urina:
bilirrubina,
urobilinogénio,
cetonas, acido
ascorbico, glucose,
proteinas, sangue, pH,
nitritos, leucocitos e

densidade.

4.2. Setor Hematologia

Neste setor as amostras analisadas sao sangue total colhido com EDTA e sangue
total colhido com citrato trissédico em tubo para os ensaios de coagulagao e tubo para a
velocidade de sedimentagao. Os aparelhos utilizados e suas metodologias encontram-se

resumidos na tabela 3. Este sector sera descrito detalhadamente mais a frente.



Tabela 3 - Método dos aparelhos do sector da hematologia.

Aparelho Método Parametro

COULTER Principio Coulter

Hemograma
MAXM Tecnologia VCS

Tempo de protrombina
Option 4 plus -

Densidade otica Tempo de tromboplastina
bioMérieux
parcialmente ativada
Sedy 12 Infravermelhos Velocidade de sedimentagao

4.3. Setor Imunologia/Endocrinologia

Neste setor a amostra mais utilizada é o soro. Sao realizadas as determinagoes

analiticas de marcadores infeciosos, marcadores

tumorais, hormonas, entre outros (Tabela 4) no
aparelho VIDAS da BioMérieux (Figura 2). O

principio de funcionamento deste aparelho é o

método imunoenzimatico com detegao final por

fluorescéncia (ELFA — Enzyme Linked Fluorescent igura 2 - Aparelho VIDAS da BioMérieux.

Assay).
Tabela 4 - Determinagoes analiticas realizadas no aparelho VIDAS.
* AgHBs * CAI25 * LH
* AgHBe * CAI99 * FSH
* Ac. Anti-HBs * Ferritina * Estradiol
* Ac. Anti-HBc * T3 total * Progesterona
* Ac. Anti-HBc IgM * T4 total * Prolactina
* Ac. Anti-HCV e TSH * Testosterona
* Ac. Anti-HIV-I e HIV-2 * T3livre * PSA total
* Ac. Anti-toxoplasma IgG/IgM * T4 livre e PSAlivre
* Ac. Anti-rubéola IgG/IgM * Ac. Anti-Tg * CEA
* Ac. Anti-citomegalovirus IgG/IgM ¢ Ac. Anti-TPO




Para além destas determinagoes sao realizados diversos testes que se baseiam na
reagao antigénio-anticorpo: testes imunocromatograficos, como a pesquisa de sangue oculto
nas fezes e o teste de gravidez na urina; testes de aglutinagao, como o teste da VDRL, o
teste de Coombs indireto, o teste de Paul-Bunnell e tipagem sanguinea ABO/Rh. A tipagem

sanguinea sera descrita mais a frente.

4.4. Sector Microbiologia

No setor da microbiologia sao analisadas diversas amostras: urina, fezes, exsudato vaginal
e exsudatos nasofaringeos. Consoante a amostra e o tipo de pesquisa, a amostra €
processada de diferente forma.

A amostra mais comum ¢é a urina, nomeadamente para pesquisa bacteriologica. A analise
do exsudato vaginal inclui o exame micoldgico, parasitologico e bacterioldgico. Nas amostras

de fezes pode ser realizado o exame bacteriologico ou parasitologico.



5. Hematologia

A Hematologia é o ramo da ciéncia que estuda o sangue. O sangue é um tecido
conjuntivo liquido, constituido por diversas moléculas, solutos e agua, que formam o plasma.
E também constituido por células (elementos figurados do sangue). Estes elementos

celulares, que estao em suspensao no plasma, sao os eritrocitos, leucocitos e plaquetas.

5.1. Hematopoiese

Hematopoiese é o processo de formagao, diferenciagao e desenvolvimento das células
sanguineas e ocorre em diversos locais consoante a idade. Durante a infancia e idade adulta a
medula ossea é a unica fonte de células sanguineas, sendo que no adulto a medula
hematopoiética encontra-se apenas no esqueleto central e extremidades proximais do fémur
e umero (I).

As células sanguineas derivam todas de um unico tipo de células, as células estaminais
pluripotentes. A presenga de fatores de crescimento especificos permite a divisao e
diferenciagao destas células em células progenitoras de linhagens especificas de células
sanguineas (Figura 3).
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5.1.1. Eritrocitos

Os eritrocitos, cuja fungao € transportar oxigénio e dioxido de carbono, sao os
elementos celulares mais abundante do sangue e tém um tempo de semivida
aproximadamente de 120 dias. Diariamente sio produzidos cerca de 10 eritrocitos na
medula 6ssea. A produgao dos eritrocitos € estimulada pela eritropoietina que € produzida
maioritariamente no rim.

O processo de formagao do eritrocito desde a medula ossea até a corrente
sanguinea envolve uma série de proliferacoes e diferenciagoes a partir da célula precursora

da linhagem eritroide, o proeritroblasto (Figura 4) (2).

iy 3

Eritroblasto Eritroblasto Eritroblasto ) )
Proeritroblasto ) ) Reticulécito Eritrocito
basdfilo policromatéfilo acidofilo

Figura 4 - Maturagao do eritrécito. Adaptado de (3).

Ao longo da eritropoiese as células vao-se tornando cada vez mais pequenas e mais
rosadas, devido ao aumento da sintese de hemoglobina, até a extrusao do nucleo e
maturagao final em eritrocito. Na corrente sanguinea encontramos os eritrocitos e os
reticulocitos, estes ultimos sao formados na medula 6ssea e terminam a maturagao na
corrente sanguinea. A presenca dos percursores eritréides na corrente sanguinea € por
norma indicativa de patologia. As substancias necessarias para a formagao dos eritrocitos e
producao de hemoglobina sio aminoacidos, ferro, vitamina B2 e acido félico. Deficiéncia
em qualquer uma destas substancias resulta numa eritropoiese ineficaz (3).

O eritrocito maduro é um disco biconcavo anucleado com cerca de 8 ym de
didmetro. A manutengao da sua forma e capacidade de passar na microcirculagio deve-se a
flexibilidade da membrana. A membrana do eritrocito € constituida pela dupla camada
lipidica, por proteinas intrinsecas (glicoforinas e proteina banda 3) e proteinas do
citoesqueleto (espectrina, anquirina, proteina banda 4.1 e actina). Defeitos nas proteinas

estruturais e/ou intrinsecas leva a alteragao da forma do eritrocito e consequente patologia

(4)-



O eritrécito desempenha a sua fungao através de uma proteina capaz de efetuar as

trocas gasosas: a hemoglobina. Esta proteina é sintetizada nos percursores medulares dos
eritrocitos (Figura 5).
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Figura 5 - Sintese de hemoglobina (4).

A molécula de hemoglobina é composta por quatro cadeias globinicas (a, 8, y e/ou 6)
e quatro grupos heme. O grupo heme é constituido por um atomo de ferro e protoporfirina
IX (4). Ha varios tipos de hemoglobina consoante a conjugagao entre as globinas (Tabela 5).

No adulto a hemoglobina predominante é a Hemoglobina A (Figura 6) (5).

Tabela 5 - Tipos de hemoglobina (5).

Hemoglobina Globinas Adulto (%)

HbA a, B, 96-98
HbAz (12 62 I 15'312
HbF az VZ 015'098




5.1.2. Leucocitos

Os leucocitos sao as células responsaveis pela defesa do nosso organismo contra os
microrganismos invasores ou moléculas estranhas. Ha cinco tipos de leucdcitos, cada um
com fungoes especificas (Tabela 6). Sao formados a partir de duas linhagens distintas: a
linhagem mieldide e a linhagem linféide.

Da linhagem mieloide fazem parte os granuldcitos (neutrofilos, eosindfilos e basofilos)
e os monocitos. Sao formados na medula 6ssea a partir do mieloblasto, onde permanecem
até a formagao da célula madura que é libertada na corrente sanguinea (Figura 7). Por norma

os percursores mieloides nao circulam no sangue periférico.

Neutréfilo em bastao Neutréf”o
Metamlelécnto -

Mielécito t " ‘
Promielécito — \ — —— )
A:’ L

MEDULA OSSEA
\ Mieloblasto
(mielomonoblasto)

SANGUE

TECIDOS

Promondcito Neutroéfilo

Monécito

Macréfago

imaturo
Macréfago
maduro

Figura 7 - Esquema representativo da formagao dos leucécitos da linhagem mieléide (6).

Os granulocitos contém granulagoes especificas no citoplasma e nucleo lobado. O
monocito diferencia-se em macréfago nos tecidos. Os granuldcitos e macrofagos fazem
parte da imunidade inata (6). O aumento de uma destas células na corrente sanguinea €
designado por neutrofilia, eosinofilia, basofilia ou monocitose. Ja a diminuicao é designada
por neutropenia, eosinopenia ou monocitopenia.

A linhagem linféide origina os linfocitos. Os linfocitos sao células imunologicamente
competentes que auxiliam as células fagociticas na defesa do organismo, fazendo parte da

imunidade adaptativa. Ao contrario das células fagociticas, os linfocitos possuem
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especificidade antigénica e memoria imunologica. Existem dois tipos de linfocitos: os
linfocitos B e os linfocitos T que sao formados a partir de um precursor na medula dssea, o
linfoblasto, mas a sua maturagao ocorre em locais distintos. Os linfécitos B maturam na
medula Ossea, sao libertados na corrente sanguinea e quando ativados diferenciam-se nos
orgaos linfoides secundarios em plasmocitos, que sao células produtoras de anticorpos. Ja os
linfocitos T maturam no timo, sao libertados na corrente sanguinea e apds interagao com as
células apresentadoras de antigénios desencadeiam uma resposta celular (7). O aumento dos

linfocitos no sangue é designado por linfocitose e a sua diminuigao por linfopenia.

Tabela 6 - Fungao e caracteristicas dos leucocitos.

Leucécito Funcao Carateristicas
Neutréfilo  Fagocitar Nucleo com dois a cinco
microrganismos e lobos; as granulagoes
outras substancias. especificas

citoplasmaticas coram

rosado ou avermelhado;

10a |2 pym de diametro.

Eosinéfilo  Resposta a infegao por  Ndcleo frequentemente
helmintas e processos bilobado; as granulagoes
alérgicos. especificas

citoplasmaticas coram

de alaranjado ou

vermelho; |11 a 14 ym de

diametro.

Basofilo Reagoes alérgicas e Nucleo com dois lobos
inflamatorias (libertagao indistintos; as
de histamina); granulagoes especificas
Libertagao de heparina.  citoplasmaticas coram

de roxo; 10a |2 ym de

diametro.




Linfocito Producao de anticorpos Nucleo redondo;
e mediadores quimicos  citoplasma forma um
para destruicao de fino anel em redor do
microrganismos, nucleo; 6 a 14 pm de
reagoes alérgicas e diametro.
controlo de tumores.

Monécito Célula fagocitica que se  Nducleo redondo, em

diferencia em forma de rim ou

macroéfago nos tecidos.  ferradura; contem mais
citoplasma que o

linfocito; pode conter

vacUolos; 12 a 20 ym de

diametro.

Adaptado de (2). Fotografias tiradas no LACFFUC.

5.1.3. Plaquetas

As plaquetas (Figura 8) sao fragmentos celulares rodeadas por uma membrana
plasmatica contendo granulos e tém 2 a 4 pm de diametro. Sao formadas na medula 6ssea
por fragmentagao do citoplasma dos megacariocitos, células com cerca de 100 pm de
didmetro.

O megacarioblasto € o precursor do megacariocito, sendo a sua produgao estimulada
pela trombopoietina, hormona produzida maioritariamente no figado. O megacariocito
amadurece por replicagao nuclear sincronizada endomitotica, o que aumenta o volume de
citoplasma porque ocorre replicagio do ADN sem haver divisao nuclear ou do citoplasma.
Numa fase mais avangada de maturagao, o citoplasma torna-se granular. A fragmentagao das
extremidades do citoplasma origina as plaquetas,
cuja principal fungao é a formagao de agregados
plaquetarios que funcionam como tampao
mecanico na resposta a uma lesio vascular.
Libertam ainda substincias quimicas necessarias a

coagulagao do sangue (8).

Figura 8 - Plaquetas. Fotografia tirada no
LACFFUC.



5.2. Determinacdes analiticas da Hematologia

5.2.1. Hemograma

Uma das analises de rotina mais pedidas no laboratério € o hemograma. No LAC, o
hemograma com contagem diferencial de leucécitos € realizado no aparelho Coulter MAX'M
da Beckman Coulter (Figura 9). A contagem de células do sangue (eritrocitos, leucocitos e
plaquetas) é realizada pelo método da impedancia (Principio de Coulter) e a contagem
diferencial dos globulos brancos pela tecnologia VCS. A metodologia utilizada pelo aparelho

Coulter encontra-se descrita em anexo (Anexo ).

Figura 9 - Coulter MAX’M (Beckman Coulter).

Apds a contagem de células sanguineas (eritrocitos, leucocitos e plaquetas) e
determinagao da concentragio de hemoglobina outros parametros sao estimados por
calculo. O aparelho produz um boletim de resultados (Figura 10) onde inclui um histograma
dos eritrocitos e plaquetas, uma ilustragao da distribuicao dos leucocitos e as alteragoes por

ele detetadas. O hemograma inclui os seguintes parametros:

|. Eritrocitos (RBC);
2. Concentragao de hemoglobina (HGB);

3. Hematocrito (HCT): corresponde ao volume de eritrocitos num litro de sangue.
No Coulter MAX'M este parimetro é calculado multiplicando o MCV pelo numero de

eritrocitos (RBC);

4. Volume corpuscular médio (MCV): no Coulter MAX’M este parametro é medido

rigorosamente;



5. Hemoglobina corpuscular média (MCH):

hemoglobina g/L
eritrécitos x 1012 /L.

MCH (pg):

6. Concentragao de hemoglobina corpuscular média (MCHC):

hemoglobina g/L
hematocrito L/L

CHCM (g/L):
7. Amplitude da distribuicao eritrocitaria (RDW);
8. Plaquetas (PLT);
9. Leucocitos (WBC);

10. Contagem diferencial de leucocitos.

Figura 10 - Boletim de resultados Coulter MAX'M.

Os valores de referéncia e as unidades em que se expressam os resultados do

hemograma e outras determinagoes em hematologia encontram-se na tabela 7.



Tabela 7 - Valores de referéncia da hematologia LACFFUC.

Parametro Sexo Valor de referéncia
Hemograma
L Homem 4,5 — 5,9x1012/L
Eritrocitos
Mulher 4,1 —5,1x1012/L
. Homem 140-175 g/L
Hemoglobina
Mulher 120-153 g/L
oo Homem 0,42-0,50 L/L
Hematocrito
Mulher 0,36-0,45 L/L
VCM Adulto 80-96 fl
HCM Adulto 27-33 pg
CHCM Adulto 300-350 g/L
Leucécitos Adulto 4,0-11,0x10° /L
Neutrofilos Adulto 2,0-7,0x10%/L (40-80%)
Linfocitos Adulto 1,0-3,0x10°/L (20-40%)
Monécitos Adulto 0,2-1,0x10°/L (2-10%)
Eosinofilos Adulto 0,02-0,5x10%/L (1-6%)
Basofilos Adulto 0,02-0,1x10%/L (<1%)
Plaquetas Adulto 150-400x 10°/L
Reticuldcitos Adulto 50-100x10°/L (0,5-2,5%)

Eletroforese hemoglobinas

Hemoglobina A Adulto 96,8-97,8 %
Hemoglobina F Adulto <0,5 %
Hemoglobina A2 Adulto 2,2-3,2 %

Outras hemoglobinas Adulto Auséncia
Outras determinacoes
Homem 70-180 pg/dL
Ferro
Mulher 60-180 pg/dL
Homem 70-435 ng/mL
Ferritina Mulher fértil 10-160 ng/mL

Mulher menopausa

25-280 ng/mL




5.2.2. Esfregaco sangue periférico

Quando o hemograma é indicativo de alguma alteragao significativa (qualitativa ou
quantitativa) ou ha necessidade de determinar a féormula leucocitaria de forma manual, é
efetuado um esfregago de sangue periférico (ESP) (Figura |1) para analisar a morfologia das
células sanguineas (Figura 12), o que permite verificar e validar as alteragoes indicadas no
hemograma ou até mesmo observar alteragoes nao detetadas pelo auto-analisador. O ESP é
corado pela coloragao de MayGrinwald- Giemsa. A observagao do ESP ao microscopio
otico deve ser realizada numa zona onde nao ocorra sobreposicao dos eritrocitos de forma

a se poder observar a sua morfologia e dos leucécitos e plaquetas.

Esfregago
espessura ideal

Cabega Cauda

Esfregaco muito Esfregaco muito
espesso fino

Figura || - Diagrama de um ESP. Fotografia tirada no LACFFUC.

Figura 12 - Esfregaco de sangue periférico corado com MayGriinwald- Giemsa. a) Observagao com
objetiva 40x; b) observagao com objetiva de imersao (100x). Fotografias tiradas no LACFFUC.

Na observagao do ESP varias anomalias podem ser detetadas nas células sanguineas.

As anomalias mais comuns observadas no eritrocito encontram-se descritas na tabela 8.
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Tabela 8 - Alteragées morfoldgicas do eritrocito que podem ser observadas no ESP e possiveis
causas da sua formagao (10).

Anomalia Causas

Inclusbes citoplasmaticas

Anemia hemolitica
Anemia megaloblastica
Corpos de Howell-Jolly* B-talassémia

Anemia perniciosa

Intoxicagao com chumbo
Talassémia
Pontuado basdfilo Anemia megaloblastica
Infegoes

Hepatopatia

Anisocitose Variagao do tamanho dos glébulos vermelhos

Anemia megaloblastica
) Alcoolismo

Macrocitos
Anemia aplastica

Mielodisplasia

Deficiéncia de ferro
Microcitos Talassémia

Anemia doenca crénica

Poiquilocitose Variagao na forma dos globulos vermelhos

Deficiéncia de ferro
Células em alvo
Hemoglobinopatia
(codocitos)
Doenca hepatica cronica
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Anemia falciforme

Policromasia

Hipocromia

GV em rouleaux*

Reticulocitose

Deficiéncia de ferro

Talassémia

Mieloma multiplo

* Fotografias adaptadas de (9,10). As restantes fotografias foram tiradas no LACFFUC.

5.2.3. Contagem de reticulocitos

A contagem dos reticuldcitos, ultimo precursor dos eritrocitos, permite perceber a

resposta da medula éssea numa situagao de anemia. Os reticuldcitos sao eritrocitos jovens

que contém RNA ribossomal. Os corantes basicos como o azul-de-metileno novo reagem

com o RNA e formam precipitados azuis dentro do reticulocito (11).
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Figura |13 - Esfregaco de sangue corado com azul de metileno novo. Fotografia tirada no LACFFUC
(obj. 100X).

O sangue total colhido com EDTA é incubado em partes iguais com o corante azul-
de-metileno novo. Apos a incubagao a 37°C durante 20 minutos, € realizado um esfregaco
que é observado no microscépio otico com objetiva de imersao (Figura 13). A razao de
reticulocitos/eritrocitos € determinada em 1000 eritrocitos e corrigida com o valor do

hematocrito. O resultado é dado e percentagem e valor absoluto.

o n? reticuldcitos contados
% reticuldcitos = ————— x 100
n? eritrocitos contados
HCT medido

HCT normal

Reticuldcitos = % reticuldcitos x

5.3. Patologia do eritrocito

A organizagao mundial de saude (OMS) define um estado de anemia quando ha a
redugao da concentragao de hemoglobina no sangue periférico, abaixo dos valores normais
para a idade e sexo (mulher <12 g/dL; homem <13 g/dL) (12).

Em Portugal, a OMS estima que a anemia possa atingir 15% da populagao. O estudo
EMPIRE levado a cabo pelo Anemia Working Group Portugal apontou para uma prevaléncia
de 20,4% de anemia na populagao adulta portuguesa, o que ultrapassa a estimativa da OMS.
A principal causa da anemia ¢é a deficiéncia de ferro (13).

Uma das classificagdes das anemias baseia-se na avaliagio das constantes
eritrocitarias: volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média e concentragao de
hemoglobina corpuscular média (Tabela 9). A anemia pode ser devida a diversos fatores,
onde se destacam alteragoes da produgao e alteragoes estruturais da hemoglobina, hemolise

e hemorragia.
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Tabela 9 - Classificagao das anemias e causas mais comuns (4).

Hipocromica . A
P Anemia por deficiéncia de ferro
microcitica .. . .
Anemia sideroblastica
MCV < 80 fl ..
Talassémias
MCH < 27 pg
Hereditaria
Normocrémica AAnemia
normocitica  hemolitica
MCV 80 — 95 fi .
Adquirida
MCH > 26 pg
Hemorragia aguda
Faléncia medular
Anemia megaloblastica
Macrocitica
MCV > 95 fl

Anemia nao-megaloblastica

5.3.1. Anema microcitica hipocromica

Esferocitose hereditaria
Eliptocitose hereditaria
Défice em G6PD

Anemia falciforme
Anemia hemolitica auto-imune
Doenc¢a hemolitica

Aloimune
do recém-nascido

Défice vitamina B12 e acido folico
Anticorpos anti-fator intrinseco

(Anemia perniciosa)

Alcool

Hepatopatia

Esta anemia é diagnosticada quando o volume corpuscular médio e a concentragao de

hemoglobina estao diminuidas. Os eritrocitos apresentam-se descorados e pequenos

(microcitos).
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5.3.1.1. Anemia por deficiéncia de ferro

A anemia por deficiéncia de ferro é a anemia mais comum. Como a deficiéncia de
ferro é a doenga nutricional mais espalhada pelo mundo, a Organizagao Mundial De Salde
estima que cerca 2 bilides de pessoas (30% populagao mundial) sofram deste tipo de anemia
(14).

A deficiéncia de ferro pode ser devida a uma dieta pobre em ferro, perda de sangue
(periodo menstrual), ma absorgao do ferro (doengas intestinais), aumento das necessidades
de ferro (gravidez ou surtos de crescimento) e inflamagao (15).

O diagnostico laboratorial desta anemia inclui o hemograma e determinagao do ferro

sérico, capacidade total de fixagao do ferro, saturagao da transferrina e ferritina sérica.

5.3.1.2. Talassémia

A talassémia é uma anomalia genética autossomica recessiva onde ha produgao
insuficiente das cadeias globinicas a ou B da hemoglobina. Os genes para as cadeias de
globina a encontram-se no cromossoma 16 (4 genes) e para as cadeias  no cromossoma | |
(2 genes). A o-talassémia ocorre quando ha deficiéncia da sintese de cadeias a, levando a um
excesso de cadeias B. Enquanto que a B-talassémia ocorre quando ha deficiéncia da sintese
de cadeias B, levando a um excesso de cadeias a. As cadeias  sao substituidas por cadeias 6
ou y, aumentando a percentagem de HbA, e/ou HbF. Consoante o nimero de genes

afetados e o tipo de alteragao o fendtipo da doenga ¢ diferente (Tabela 10) (16).

Tabela 10 - Caracteristicas e manifestacoes das variantes de talassémia.

Talassémia Caracteristicas Manifestacdo
. Impercetivel a hipocromia
Minor Auséncia de | ou 2 genes P . . P
L. e microcitose
Talassémia a Arvormia hi .
. nemia hipocromica e
Major Auséncia de 3 genes ) ,P_
microcitica grave
Mi Heterozigotia Anemia ligeira,
inor . . . -
HbA, > 3,5% e HbF > 2% hipocromica e microcitica
Homozigotia ou dupla Anemia moderada,
L. Intermédia heterozigotia hipocrémica e microcitica
Talassémia '
HbA, > 3,5% e HbF 10-60% Esplenomegalia
Homozigotia Anemia severa,
Major Nao ha HbA, e HbF elevada  dependente de transfusGes
Auséncia de sintese cadeias 3 Hepatoesplenomegalia
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5.3.2. Anemia macrocitica

A anemia macrocitica é diagnosticada quando ha uma diminuigao da concentragao de
hemoglobina e ha um aumento do volume corpuscular médio. Quando observados ao
microscopio, os eritrocitos sao anormalmente grandes (macrocitos). Consoante a causa esta

anemia pode ser classificada em megaloblastica ou nao-megaloblastica.

5.3.2.1. Anemia macrocitica megaloblastica

A anemia macrocitica megaloblastica é uma anemia devida a uma deficiéncia
nutricional em vitamina Bl2 (cobalamina) e/ou vitamina B9 (folato) ou a anomalias no
metabolismo destas vitaminas. A vitamina BI2 é uma vitamina sintetizada na natureza por
microrganismos. E obtida pelo Homem através da dieta pela ingestio de alimentos de
origem animal. Esta vitamina funciona como coenzima e participa no metabolismo do folato.
O folato é uma vitamina utilizada na sintese de precursores de purinas do ADN, que esta
presente na maioria dos alimentos e a ingestao é a Unica fonte de folato do Homem.

Na anemia megaloblastica os eritroblastos na medula 6ssea sofrem um atraso de
maturagao do nucleo em relagao ao citoplasma devido a sintese defeituosa de ADN. Como
resultado ha macrocitose e os neutrofilos apresentam-se com o nucleo hipersegmentado e
macrociticos.

O diagndstico laboratorial desta anemia inclui o hemograma e doseamento da

vitamina B12 e folato. E importante fazer o diagnostico diferencial com a anemia perniciosa.

5.3.2.2. Anemia macrocitica nao-megaloblastica

As anemias macrociticas nao-megaloblasticas podem ter varias causas: alcool,
hepatopatia, mixedema, mielodisplasia, hemdlise, entre outras. A principal causa é o
consumo cronico de alcool. Uma vez que o alcool, para além de diminuir a absorgao
nutricional, é toxico para a medula ossea, interfere na produgao das células sanguineas.
Neste caso, € comum ocorrer anemia, leucopenia e/ou trombocitopenia. O consumo de
alcool também origina hepatopatias, o que provoca alteragoes da coagulagao.

A principal caracteristica da anemia macrocitica nao-megaloblastica € a macrocitose
dos eritrocitos e, ao contrario da anemia macrocitica megaloblastica, nao ha neutrofilos

hipersegmentados e macrociticos (17).
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5.4. Patologia das plaquetas

5.4.1. Trombocitose

A trombocitose ¢ definida por um aumento do niumero de plaquetas. A trombocitose
pode ser de origem genética (trombocitose hereditaria ou familiar), associada a doengas
mieloproliferativas ou reativa (trombocitose secundaria). A trombocitose reativa pode ser
observada em conjunto com doengas inflamatorias cronicas, infegoes cronicas, drogas, perda

aguda e cronica de sangue, entre outros (18).
5.4.2. Trombocitopenia

A trombocitopenia, diminuigao do niumero de plaquetas, pode ser patologica ou uma
pseudotrombocitopenia. Quando o hemograma indica trombocitopenia deve ser observado
ao microscopio um esfregago de sangue periférico. Tal como referido anteriormente, uma

situagao onde é comum ocorrer trombocitopenia € no consumo croénico de alcool.
5.4.3. Pseudotrombocitopenia

Uma das causas da pseudotrombocitopenia é a formagao de agregados plaquetares
nas amostras de sangue colhidas com EDTA, podendo também ocorrer o satelitismo
plaquetario a volta dos neutrofilos (19). O EDTA expoe e proporciona a ligagao de
anticorpos anti-criptoantigénios da GP |lIb/llla das plaquetas, levando a aglutinagao
plaquetaria. Esta aglutinagao € mais exacerbada quando a amostra de sangue se encontra
abaixo dos 25°C. Quando a pseudotrombocitopenia é devida ao EDTA, a amostra de sangue
deve ser colhida em citrato e/ou heparina e deve ser realizada uma nova contagem de
plaquetas e observagao do ESP.

A pseudotrombocitopenia também pode ocorrer devido a erros durante a fase pré-
analitica, quando ha uma incorreta mistura do sangue com o anticoagulante ou o tubo de

colheita possui um defeito na quantidade de anticoagulante.
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5.5. Casos clinicos

Caso clinico |
Utente do sexo feminino, 36 anos. Dirigiu-se ao LACFFUC para a realizagao de um

hemograma de rotina (Tabela I 1).

Tabela || - Hemograma utente |.
Hemograma
RBC 4,66 x 1012/L
HGB 99 g/L
HCT 0,322 L/L
VCM 69,1 fl
HCM 21,3 pg
Figura 14 - Histograma de eritrécitos utente |.

CHCM 308 g/L
RDW 17,5 %

PLT 305 X 10%/L

O hemograma indica que a utente esta com anemia pois a concentragao de
hemoglobina encontra-se diminuida. O volume corpuscular médio e a hemoglobina
corpuscular média estao diminuidos e que indica tratar-se de uma anemia hipocromica e
microcitica. O RDW indica a presenga de grande variagao de tamanho dos eritrocitos. Foi

realizado um ESP (Figura 15).

Figura 15 - ESP utente |. Fotografias tiradas no LACFFUC (obj. 100x).
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No ESP, os eritrocitos sao pequenos e descorados, o que confirma o diagndstico de
anemia microcitica e hipocrémica. Observa-se também anisopoiquilocitose com presenga de
células em alvo, estomatocitos e dacriocitos, o que € caracteristico deste tipo de anemia.

A causa mais comum da anemia microcitica e hipocrémica é a deficiéncia de ferro.
De forma a perceber se é esta a causa da anemia devem ser determinados os seguintes
paramétros: ferro sérico, ferritina, capacidade total de fixagio do ferro e saturagao da

transferrina.

Cerca de dois meses e meio apods ter iniciado uma terapéutica oral com um
suplemento de ferro, a utente regressou ao LACFFUC para repetir o hemograma e dosear o

ferro sérico (Tabela 12).

Tabela 12 - Determinagdes analiticas utente |
(2,5 meses depois).

Hemograma

RBC 5,24 x 1012/L

HGB 133 g/L

HCT 0,413 L/L

VCM 78,7 fl RELE :

HCM 25,4 pg LL : — s
CHCM 323 g/L e, 5. :

RDW 28,0 % Figura 16 - Histograma de eritrécitos

utente | (2,5 meses depois).
PLT 186 x 10°/L

Outras determinacoes

Ferro 60 pg/dL

A utente ja nao se encontra anémica pois o valor de hemoglobina encontra-se nos
valores de referéncia. O VCM e HCM, apesar de ainda nao estarem dentro do valor de
referéncia, encontram-se bastante aumentados em relagao as ultimas andlises. Isto indica que
a utente recuperou da anemia apds o tratamento com o suplemento de ferro o que
confirmou que a anemia era devida a um défice em ferro. A determinagao do ferro indica
que este agora ja esta dentro dos valores de referéncia. O histograma dos eritrocitos (Figura
16) indica a existéncia de duas populagoes distintas de eritrécitos, o que nao se verificava
nas primeiras analises (Figura 14). Tal é comprovado pelo elevado RDW (28%) que reflete a

anisocitose observada no ESP (Figura 17).
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Figura 17 - ESP utente | (2,5 meses depois). Fotografias tiradas LACFFUC (obj. 100x).

No ESP é possivel observar uma populagio de eritrocitos hipocromicos e
microciticos e outra populagao de eritrécitos normocromicos e normociticos. Isto significa
que a medula Ossea esta a responder ao tratamento com ferro. Devido ao longo tempo de
semivida, os eritrocitos deficientes em ferro ainda circulam na corrente sanguinea. Ao longo
do tempo esta populacio antiga de eritrocitos é substituida pelos novos eritrocitos. E
comum observar dimorfismo eritrocitario quando ha o tratamento eficaz da anemia ou em

transfusoes sanguineas.
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Caso clinico 2

Utente do sexo feminino, 21 anos. Dirigiu-se o LACFFUC para a realizagao de um

hemograma de rotina (Tabela 13).

Tabela 13 - Hemograma utente II.

Hemograma

RBC 4,64 x 10*?/L
HGB 90 g/L
HCT 0,294 L/L
VCM 63,5 fl
HCM 19,3 pg
CHCM 304 g/L
RDW 16,8 %

PLT 709 x 10%/L
WBC 9,2x 10%/L

Figura 18 - ESP utente |l. Fotografia tirada LACFFUC
(obj. 100x).

A utente encontra-se anémica pois a concentragao hemoglobina esta diminuida. O

hematocrito, VCM e HCM estao bastante diminuidos, o que indica tratar-se de uma anemia

microcitica e hipocrémica. Ha ainda trombocitose pois o valor de plaquetas esta muito

acima da referéncia. No ESP (Figura 18) é possivel observar-se, para além do elevado

numero de plaquetas, elevada anisopoiquilocitose, com presenca de células em alvo,

equindcitos e macrocitos. Ha ainda policromasia, o que indica que os reticulocitos devem

estar aumentados.

A utente regressou ao LACFFUC | més depois. Repetiu o hemograma, fez uma

electroforese de hemoglobinas e doseou a ferritina (Tabela 14).

Tabela 14 - Determinagdes analiticas utente Il (I més depois).

Hemograma Outras determinacoes
RBC 4,7 x 1012/L Ferritina <1,50 ng/mL
HGB 89 g/L
HCT 0,294 L/L Eletroforese hemoglobinas
VCM 62,5 fl Hemoglobina A > 97,9 %
HCM 18,9 pg Hemoglobina F <01 %
CHCM 303 g/L Hemoglobina A2 <21 %
RDW 16,5 % Outras Negativo
PLT 467 x 10°/L hemoglobinas
WBC 8,2x 10°/L
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O hemograma continua de acordo com o diagnodstico inicial de anemia microcitica e
hipocromica pois a hemoglobina, VCM e HCM continuam diminuidos. A eletroforese de
hemoglobinas exclui a possibilidade de [-talassémia pois a percentagem das diferentes
hemoglobinas esta dentro da referéncia para um individuo adulto. A ferritina esta bastante

diminuida, o que indica que a causa da anemia microcitica e hipocromica podera ser uma

deficiéncia de ferro.

Figura 19 - ESP utente Il (I més depois). Fotografias tiradas no LACFFUC (obj. 100x).

No ESP (Figura 19) podemos ver que a utente continua com policromasia,
anisopoiquilocitose com células em alvo, equinocitos e alguns eritrocitos em roleaux.
De forma a confirmar ou excluir a deficiéncia de ferro como causa da anemia deve-se

dosear o ferro sérico, a capacidade total de fixagao do ferro e a saturagao da transferrina.
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Caso clinico 3

Utente sexo feminino, 20 anos. Dirigiu-se ao LAC para a realizagaio de um

hemograma de rotina e doseamento do ferro sérico (Tabela 15).

Tabela |5 - Determinacdes analiticas utente Ill.

Hemograma

RBC 5,05 x 1012/L
HGB 96 g/L
HCT 0,311 L/L
VCM 61,7 1
HCM 19,0 pg
CHCM 307 g/L
RDW 14,6 %
WBC 9,9x10% /L

PLT 299 x 10%/L

Outras determinacoes

Ferro 65 pg/dL

A utente encontra-se com anemia pois o valor de hemoglobina esta diminuido. O
VCM e HCM estao diminuidos o que indica ser uma anemia microcitica e hipocromica. O
ferro esta dentro dos valores de referéncia, o que excluiu a deficiéncia de ferro como a
causa da anemia. O facto de os eritrécitos estarem dentro dos valores de referéncia, apesar

da anemia, indica que podera tratar-se de uma talassémia.

Figura 20 - ESP utente lll. Fotografias tiradas no LACFFUC (obj. 100x).
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No ESP (Figura 20) podemos ver grande anisopoiquilocitose com microcitos,
eritrocitos em alvo, em charuto e equindcitos. Ha policromasia e pontuado basoéfilo. A
hipocromia com a presenga de eritrocitos em alvo e pontuado baséfilo € um forte indicador
de talassémia. De forma confirmar o diagnostico e a classificar a talassémia deve ser efetuado

uma eletroforese de hemoglobinas.

Caso clinico 4
Utente sexo masculino, 47 anos, doente da Unidade de Alcoologia. Uma amostra de

sangue foi enviada para o LACFFUC de forma a realizar o hemograma de rotina (Tabela 16).

Tabela 16 - Hemograma utente IV.

Hemograma
RBC 3,25x 10M%/L
HGB 130 g/L
HCT 0,376 L/L
VCM 1158l
HCM 40,2 pg
CHCM 347 g/L
RDW 13,6 %
WBC 3,6x10%/L
PLT 18 x 109/L Figura 21 - ESP utente IV. Fotografia tirada no LACFFUC

(obi. 100x).

O utente esta com anemia discreta pois a concentracao de hemoglobina esta
ligeiramente diminuida. Apresenta macrocitose e hipercromia pois o VCM e HCM estao
aumentados. Apresenta também uma acentuada trombocitopenia pois o numero de
plaquetas esta muito abaixo do valor de referéncia. No ESP (Figura |4) pode ver a presenga
de macrécitos, células em alvo e a auséncia de plaquetas. Nao foram observados neutrofilos
hipersegmentados e macrociticos. A macrocitose com auséncia de hipersegmentagao indica
estarmos presente a uma anemia macrocitica nao megaloblastica. Tendo em conta o
historico do utente, a causa da anemia macrocitica e trombocitopenia € o consumo croénico

e excessivo de alcool.
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Caso clinico 5

Utente do sexo feminino, 46 anos, doente da Unidade de Alcoologia. Uma amostra

de sangue foi enviada para o LACFFUC para realizar o hemograma de rotina (Tabela 17).

Tabela 17 - Hemograma utente V.

Hemograma
RBC 3x102/L
HGB 9l g/L
HCT 0,279 L/L
VCM 92,8 fl
HCM 30,4 pg
CHCM 328 g/L
RDW 23,5 %
WBC 8,9x10° /L
PLT 546 x 10°/L

Figura 22 - ESP utente V. Fotografias tiradas no LACFFUC (obj. 100x).
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A utente encontra-se com anemia pois a concentracao de hemoglobina esta
diminuida. E uma anemia normocitica normocrémica porque o VCM, HCM e CHCM estio
dentro dos valores de referéncia. As constantes eritrocitarias nao alteradas indicam que nao
se trata de uma deficiéncia nutricional. O RDW esta muito aumentado o que indica grande
anisocitose. As plaquetas estao aumentadas o que indica trombocitose. Foi realizado um ESP
(Figura 22).

No ESP podemos ver um elevado nimero de plaquetas (trombocitose) e algumas
delas macrociticas. Para além disso vemos células em alvo, eritroblastos com pontuado
basdfilo, células em apoptose e neutrofilos com granulagoes toxicas. As granulagoes toxicas
ocorrem quando ha stress quimico, metabdlico ou bacteriano (20). Neste caso a toxicidade
deve-se ao alcool. Para além disso, a agao toxica do alcool sobre a medula esta a causar uma

eritropoiese ineficaz. A trombocitose pode ser devida a um processo inflamatorio.
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Caso clinico 6
Doente sexo masculino, 57 anos, da Unidade de Alcoolismo. Uma amostra de sangue

foi enviada para o LACFFUC para realizar um hemograma de rotina (Tabela 18).

Tabela 18 - Hemograma utente VI.

Hemograma
RBC 3,72 x 10™2/L
HGB 12,9 g/L
HCT 0,386 L/L
VCM 103,7 fl
HCM 34,7 pg
CHCM 335g/L
RDW 13,5 %
WBC 7,7x10° /L
PLT 66 x 10°/L

O hemograma indica que o utente esta com anemia macrocitica pois a concentragao
de hemoglobina esta diminuida e o VCM esta aumentado. As plaquetas estao muito abaixo

do valor de referéncia, o que indica trombocitopenia. Foi realizado um ESP (Figura 23).

Figura 23 - ESP utente VI. Fotografias tiradas no LACFFUC (obj. 100x).

A presenca de macrécitos com auséncia de neutrdfilos macrociticos e
hipersegmentados indica tratar-se de uma anemia macrocitica nao-megaloblastica, cuja causa
€ o alcool. A reduzida quantidade de plaquetas confirma a trombocitopenia indicada no
hemograma. Das poucas plaquetas existentes a maioria sao gigantes, algumas com tamanho
semelhante a um linfocito. A trombocitopenia acompanhada de macrocitose plaquetar é

também bastante comum nos alcodlicos.
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5.6. Hemostase

A hemostase é o conjunto de processos com a finalidade de parar uma hemorragia,
de forma a manter a homeostase. A resposta hemostatica é conseguida devido a interagao
entre trés componentes fundamentais: as células endoteliais, as plaquetas e as proteinas do

plasma (fatores da coagulagao, inibidores da coagulagao e sistema fibrinolitico) (Figura 24).

Dano vascular

Expoﬂ(.bn{dc colageno
[ Adesio de plaquetas l
Fatoe
tecidual
Ativacio plaguetdria
Alteracho da forma, searegio dos
granulos e ativagdo de GPUbANS
v Serctonina Fosfolipidia ¥
| plaguetario ﬁ
Wa ascata da
) e N S
sanguinea
[ Agregacdo plaquetiria
r I
Diminugio > Tampao Trombina
do fluxe sanguineo hemostatico primaria
Farina
Tampao o
hemostatico estavel |

Figura 24 - Visao geral da hemostase (8).

A hemostase primaria consiste na vasoconstricao e formagao do rolhao plaquetario
devido a adesao e agregacao das plaquetas. Em seguida é desencadeada a cascata da
coagulagao que depende de uma série de fatores de coagulagao (Tabela 19) que se
encontram no plasma na forma inativa. Muitos dos fatores da coagulagao sao sintetizados no
figado e a sua formagao depende de vitamina K. Distlirbios hepaticos e alteragoes

nutricionais ou na absor¢ao podem levar a um desequilibrio na coagulagao (2).
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Tabela 19 - Fatores da coagulagao (8) (9).

Fator Nome Forma ativa Local de producao
I Fibrinogénio Subunidade de fibrina Figado
Figado
] Protrombina Serina-protease
Depende de vit. K
11} Fator tecidular Receptor/co-fator Tecidos
v IGes de célcio Cilcio ionizado
v Fator labil (pré-acelerina) Co-fator Figado
Figado
Vil Proconvertina Serina-protease

Dependente de vit. K

Megacariocitos e células

VHI Fator anti-hemolitico Co-fator
endoteliais
Figado
IX Fator Christmas Serina-protease
Dependente de vit. K
Figado
X Fator Stuart Serina-protease
Dependente de vit. K
Antecedente
Xl tromboplastinico do Serina-protease Figado
plasma
X1l Fator Hageman Serina-protease
Fator estabilizante da
X1 Transglutaminase Plasma e plaquetas
fibrina

A cascata da coagulagao pode iniciar-se por duas vias diferentes: a via intrinseca ou
de contato e a via extrinseca ou do fator tecidular. A via intrinseca é desencadeada quando o
fator Xll entra em contato com o colagénio do vaso lesado. A via extrinseca inicia-se quando
o fator tecidular é libertado pelo vaso danificado. Qualquer uma destas vias culmina na via
comum, que resulta na formagao de um coagulo de fibrina. Na figura 25 encontra-se um

diagrama simplificado da cascata da coagulagao.
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VIA INTRINSECA VIA EXTRINSECA

D (| R Xlla Vila + FT
Xl ----- Xla

l . Ca* | PL

X - IXa

Ca*,PL IVIIIa

X Xa
Va Ca*,PL
Xl
Protrombina ----------- Trombina |
Xllla
Fibrinogénio ---------- Fibrina

Figura 25 - Cascata da coagulagao. FT — fator tecidular; PL — fosfolipidos.

Adaptado de (2) (8).

Apos controlada a hemorragia é posto em agao um sistema de dissolugao do coagulo
e inibicao da coagulagao, a fibrindlise, de forma a restabelecer a normal circulagao naquele
vaso. A deficiéncia em algum dos fatores da coagulagio ou do sistema anticoagulante
provoca um desequilibrio na coagulagao que pode levar a hemorragia continua ou formagao

de trombos, respetivamente (8).

5.7. Determinacdes analiticas da Coagulacao

As determinagoes relacionadas com a coagulagao que sao realizadas no LACFFUC
sao o tempo de protrombina (TP) e o tempo de tromboplastina parcial activado (TTPa),
recorrendo ao Option 4 plus da bioMérieux. Este aparelho deteta diferengas de densidade
Otica e contabiliza o tempo entre estas diferengas, ou seja, o tempo que demora a formar o
coagulo de fibrina apds o desencadeamento da cascata da coagulagao. A amostra utilizada
para as determinagoes relacionadas com a coagulagao é o plasma obtido de sangue total
colhido em citrato trissédico, na proporgao de nove partes de sangue para uma parte de

citrato.
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5.7.1. Tempo de protrombina

O tempo de protrombina (TP) é realizado adicionando tromboplastina contendo
facto tecidular e calcio a amostra de plasma. O TP varia entre 10 a 14 segundos. Avalia a via
extrinseca da coagulagdo e encontra-se prolongado na deficiéncia dos fatores V, VI, X,
protrombina e fibrinogénio. E usado para monitorizar a terapéutica com anticoagulante orais
derivados cumarinicos (ex. varfarina) e como prova da fungao hepatica.

O TP varia com a tromboplastina e com o aparelho utilizado na determinagao. De
forma a uniformizar os resultados entre diferentes laboratérios, o TP é convertido no INR
(International Normalized Ratio) através da corregao com o ISI da tromboplastina utilizada na
determinagao. O ISI (International Sensitivity Index) normaliza a tromboplastina utilizada em
relagdo a uma tromboplastina de referéncia estabelecida pela OMS (21), tornando assim
reprodutivel a determinagao do tempo de protrombina em qualquer laboratério, o que

permite ao doente controlar a terapéutica anticoagulante oral em qualquer parte do mundo.

TP utente

INR = (757ab 100%

)ISI

Num individuo saudavel, o INR situa-se entre 0,9 e I,2. Num individuo doente que

faz terapéutica anticoagulante o INR devera situar-se entre 2 e 3.

5.7.2. Tempo de tromboplastina parcial ativada

O tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) é realizado apods a incubagao da
amostra de plasma com a tromboplastina parcial (ativador de superficie e fosfolipidos),
seguido da adicao de calcio que vai desencadear a cascata da coagulagao. Num individuo
normal, o TTPa encontra-se entre os 27 e 40 segundos. O TTPa avalia a via intrinseca da
cascata da coagulagao e é utilizado para detetar a deficiéncia dos fatores da via de contacto

(fator IX, VIII, X, V, protrombina e fibrinogénio) e monitorizar a terapéutica com heparina.

42



5.8. Outras determinacoes analiticas

5.8.1. Tipagem sanguinea ABO/Rh

Os eritrécitos possuem muitos antigénios diferentes na sua superficie, sendo os mais
importantes os do sistema ABO e sistema Rh (antigénio D). A determinagao do grupo
sanguineo com base nestes sistemas é de extrema importancia nas transfusdes sanguineas,
de forma a evitar uma reagao transfusional. No banco de sangue é determinado o sistema
ABO e o sistema CDE, entre outros.

Consoante o grupo sanguineo de um individuo, este produz diferentes anticorpos

(Figura 26).

Figura 26 - Sistema ABO (2).

Os antigénios A e B consistem em cadeias de agucares ligadas a lipidos ou proteinas
que fazem parte integral da membrana celular do GV (22). No organismo existem anticorpos
naturais anti-A e anti-B do tipo IgM que sao produzidos através do contacto com antigénios
dos alimentos que sao semelhantes aos antigénios dos eritrocitos.

O sistema Rh refere-se a outro grupo de antigénios de superficie em que o mais
importante é o antigénio D. Os anticorpos anti-D sao tipo IgG e sé sio produzidos pelo
contacto real com o antigénio. A incompatibilidade Rh é de extrema importincia na
gravidez, quando a mae é Rh- e o feto é Rh+, podendo provocar a doenga hemolitica do

recém-nascido (2).
43



A determinagao do grupo sanguineo é baseada na reagao antigénio-anticorpo, através
de testes de hemaglutinagao. Nos testes de aglutinagao o antigénio encontra-se a superficie
de uma particula. O grupo ABO é definido pela presenca dos antigénios A e/ou B a
superficie dos eritrécitos e presenga ou auséncia de anticorpos anti-A e/ou anti-B no soro.
O grupo Rh é definido pela presenga do antigénio D a superficie dos eritrocitos.

Os grupos sanguineos sao determinados pela prova globular e posterior confirmagao
por prova sérica. Na prova globular os antigénios A, B e D sao identificados apos reagao
com reagente anti-A, anti-B, anti-AB e anti-D. Na prova sérica é pesquisada a presenga de
anti-A, anti-B no soro através da mistura do soro do individuo com eritrécitos do grupo A e
do grupo B.

No LACFFUC, a tipagem sanguinea ABO/Rh é feita através da prova globular em
placa. Numa placa, é adicionada uma gota da amostra de sangue total colhido em EDTA a

cada um dos anti-soros (anti-A, anti-B, anti-AB e anti-D).

5.8.2. Velocidade de Sedimentacao Globular

A velocidade de sedimentagao globular (VSG) consiste na determinagao da
velocidade de sedimentagao dos eritrocitos quando a amostra de sangue € colocada em
repouso durante um periodo de tempo determinado num tubo de vidro vertical com
didmetro e comprimento definido (método de Westergren) (23).

A VSG depende principalmente da formagao de eritrocitos em rouleaux,
concentragao plasmatica de moléculas proteicas grandes, viscosidade do plasma e
hematocrito. Encontra-se aumentada em processos inflamatorios onde ha um aumento da
concentragao de proteinas de fase aguda (fibrinogénio), como nas doengas inflamatorias
sistémicas, neoplasias e gravidez. E um pardmetro importante nos processos inflamatorios
cronicos (artrite reumatodide). Devido a inespecificidade da determinagao, esta nao deve ser
interpretada isoladamente. Alteragcoes da VSG podem ser utilizadas para monitorizar a
resposta ao tratamento (24).

No LACFFUC a VSG é realizada, apds homogeneizagao de uma amostra de sangue
total colhida com citrato trissodico na proporg¢ao de uma parte de citrato para quatro partes
de sangue, no aparelho Sedy 12 que faz a leitura por infravermelhos ao fim de 20 minutos. O
valor de referéncia para a VSG é < |0 mm/hora para os homens e < 20 mm/hora para as

mulheres.
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6. Conclusao

A realizagao deste estagio proporcionou-me a visao geral de um laboratorio de
analises clinicas e da sua aplicabilidade na clinica, o que confirmou para mim a importancia
das analises clinicas como ferramenta de diagndstico mas também como controlo e
monitorizagao da terapéutica.

Além da aplicagao util e integrada dos conhecimentos adquiridos ao longo do
mestrado, o contato com a realidade do laboratério permitiu-me aprimorar habilidades
praticas na execugao das técnicas laboratoriais. Assim, interligagio entre conhecimento
tedrico e os resultados praticos tornou-se uma parte fundamental do estagio uma vez que
permitiu analisar e interpretar resultados clinicos, obtendo respostas para os casos que
surgiam no dia-a-dia.

O facto de o estagio ter sido realizado num ambiente de ensino e com uma equipa
experiente, com grande formagao e sempre pronta a ajudar transformou este estagio numa
etapa enriquecedora tanto a nivel académico e profissional como pessoal.

Apesar de estar ainda a iniciar o meu caminho, sei que é pelas analises clinicas que

quero continuar.

45






1. Referéncias Bibliograficas

Hoffbrand A V., Moss PAH. Hematopoese. Fundamentos em Hematologia. 62 Edicao. Artmed;
2013. p. 1-14.

Seeley R, Stephens T, Tate P. Aparellho Circulatério: Sangue. Anatomia e Fisiologia. 8 Edigao.
Lusociéncia; 2008. p. 667-95.

Turgeon ML. Erythrocyte Maturation, Physiology and Lifecycle. Clinical Hematology: Theory
and Procedures. 5thEdition ed. Lippincott Williams & Wilkins; 2012. p. 89—125.

Hoffbrand A V., Moss PAH. Eritropoese e aspectos gerais da anemia. Fundamentos em
Hematologia. 62 Edigao. Artmed; 2013. p. 15-32.

Higgins T, Beutler E, Doumas BT. Hemoglobin, Iron and Bilirubin. Tietz Fundamentals of
Clinical Chemistry. 6th Editio. Saunders Elsevier; 2008. p. 509-26.

Hoffbrand A V., Moss PAH. Leucocitos |: granuldcitos, monédcitos e seus disturbios benignos.
Fundamentos em Hematologia. 62 Edigao. Artmed; 2013. p. 108-25.

Hoffbrand A V., Moss PAH. Leucécitos 2: Linfocitos e seus distUrbios benignos. Fundamentos
em Hematologia. 62 Edicao. Artmed; 2013. p. 126—41.

Hoffbrand A V., Moss PAH. Plaquetas, coagulagio do sangue e hemostasia. Fundamentos em
Hematologia. 62 Edicao. Artmed; 201 3.

Turgeon ML. Erythrocyte Morphology and Inclusions. Clinical Hematology: Theory and
Procedures. 5thEdition ed. Lippincott Williams & Wilkins; 2012. p. 126—44.

Bain BJ, Bates |, Laffan MA, Lewis SM. Blood cell morphology in health and disease. Dacie and
Lewis: Practical Haematology. | Ith Ed. Elsevier Ltd; 201 1. p. 69—100.

Theml H, Diem H, Haferlach T. i Theml, Color Atlas of Hematology. 2nd Editio. 2004. 208 p.

Who, Chan M. Haemoglobin concentrations for the diagnosis of anaemia and assessment of
severity. Geneva, Switz World Heal Organ [Internet]. 2011;1-6. Available from:
http://scholar.google.com/scholar?hl=en&btnG=Search&q=intitle:Haemoglobin+concentrations
+for+the+diagnosis+of+anaemia+and+assessment+of+severity# |

Fonseca C, Nunes AR, Marques F, Cortez ], Brilhante D. Estudo epidemioldgico para
determinagao da prevaléncia da anemia e do défice de ferro na populagao portuguesa - Estudo
EMPIRE. 20° Congresso Nacional de Medicina Interna [Internet]. 2014. Available from:
http://www.spmi.pt/20congresso/resumos_aceites_consulta.php?id=CO-13-05

WHO WHO. Micronutrient deficiencies [Internet]. 2015 [cited 2015 Jul 23]. Available from:
http://www.who.int/nutrition/topics/ida/en/

Hoffbrand A V., Moss PAH. Anemias hipocromicas. Fundamentos em Hematologia. 62 Edigao.
Artmed; 2013. p. 33—49.



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Hoffbrand A V., Moss PAH. Distirbios genéticos da hemoglobina. Fundamentos em
Hematologia. 62 Edigao. Artmed; 2013. p. 89—-107.

Hoffbrand A V. Moss PAH. Anemias megaloblasticas e outras anemias macrociticas.
Fundamentos em Hematologia. 62 Edicao. Artmed; 2013. p. 58-72.

Turgeon ML. Disorders of Hemostasis and Thrombosis. Clinical Hematology: Theory and
Procedures. 5thEdition ed. Lippincott Williams & Wilkins; 2012. p. 431-64.

Dusse LMS, Vieira LM, Carvalho MDG. Pseudotrombocitopenia. J Bras Patol Med Lab.
2004;40(5):321-4.

Theml H, Diem H, Haferlach T. Normal cells of the Blood and Hematopoietic organs. Color
Atlas of Hematology. 2ndEdition ed. Thieme; 2004. p. 29-60.

Bates SM, Weitz JI. Coagulation assays. Circulation. 2005;112(4):e53-60.

Hoffbrand A V., Moss PAH. Transfusao de sangue. Fundamentos em Hematologia. 62 Edigao.
Artmed; 2013. p. 397-412.

Bain BJ, Bates |, Laffan MA, Lewis SM. Supplementary techniques including blood parasite
diagnosis. Dacie and Lewis: Practical Haematology. | Ith Ed. Elsevier Ltd; 2011. p. 101-21.

Hoffbrand A V., Moss PAH. Alteragées hematolégicas em doengas sistémicas. Fundamentos
em Hematologia. 62Ed. ed. Artmed; 2013. p. 381-96.

Stanley DE. Tietz Textbook of Clinical Chemistry. JAMA: The Journal of the American Medical
Association. 1999. 283-283 p.

Oliveira RAG. Hemograma - como fazer e interpretar. LMP Editora;

Bain BJ, Bates I, Laffan MA, Lewis SM. Basic haematological techniques. Dacie and Lewis:
Practical Haematology. | Ith Ed. Elsevier Ltd; 201 1. p. 23-56.



Anexo

ANEXO | - Principio de funcionamento do auto-analisador Coulter MAX’X

O auto-analisador Coulter MAX'X possui dois compartimentos distintos: num
compartimento faz a contagem dos eritrocitos e plaquetas e no outro a contagem de
leucocitos e concentragao de hemoglobina. Os reagentes necessarios para o funcionamento

do aparelho sao os listados na tabela 20.

Tabela 20 - Reagentes do Coulter MAX'X.

Reagente Funcdo

Dilui a amostra de sangue total para analise e limpa o sistema
Diluente
entre amostras

Lisa os globulos vermelhos para a contagem dos globulos
Reagente litico CBC
brancos e converte a hemoglobina a cianometahemoglobina

Erithrolyse Il Lisa os globulos vermelhos enquanto preserva os globulos

(Diff lytic reagente)  brancos no seu estado nativo para a anadlise das subpopulagoes

StabiLyse (Diff
Preserva os globulos brancos no seu estado nativo para a
leukocyte
anadlise das subpopulagoes
preservative)

Agente de limpeza Limpa e lava todo o sistema

A contagem de células do sangue é realizada através do Principio de Coulter e a

contagem diferencial dos leucdcitos através da tecnologia VCS.

I. Contagem células do sangue (CBC)

A contagem de células do sangue (eritrocitos, leucocitos e plaquetas) € realizada
através do Principio de Coulter. Este principio baseia-se na impedancia elétrica devido a
incapacidade das células conduzirem a corrente elétrica. Quando uma célula, em suspensao
numa solugao de eletrdlito (diluente), passa numa abertura entre 2 elétrodos ha um
aumento da resisténcia, o que produz um pico na diferencial de potencial entre os 2

elétrodos (Figura 27). Quanto maior o tamanho da célula, maior vai ser o pulso elétrico (25).
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Figura 27 - Principio de Coulter. Adaptado de (26).
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2. Concentracdao de hemoglobina

A concentragao da hemoglobina é determinada na camara de contagem dos leucocitos
pelo método da cianometahemoglobina. Os eritrécitos sao lisados e a hemoglobina é
libertada. O atomo de ferro é oxidado pelo ferricianeto de potassio e a hemoglobina liga-se
ao cianeto de potassio formando a cianometahemoglobina, um pigmento estavel que é

medido por espectroscopia a 540 nm (27).

3. Contagem diferencial de leucocitos (WBC differential)

A contagem diferencial dos leucocitos € feita pela tecnologia VCS (Volume, Conductivity,
Scatter), que permite fazer a contagem diferencial dos leucocitos nas diferentes populagoes:
neutrdfilos, linfocitos, monocitos, eosindfilos e basofilos. A amostra de sangue é tratada com
o reagente Erithrolyse Il e Stabilyse, o que provoca a lise dos eritrocitos, remogao parcial do
citoplasma dos leucécitos e manutengao do seu nucleo no estado nativo. Uma diluicao da
amostra de sangue apos tratamento € transportada numa corrente de fluido (sheath fluid

stream) até a zona do sensor (Figura 28).
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Figura 28 - Fluxo hidrodinamico de células. Adaptado de: Coulter MAX’M Hematology Analyzer
service manual.

Quando a célula passa no sensor trés parametros sio medidos: o volume, a
condutividade e a luz dispersa (scatter). O volume celular é medido pela impedancia
(principio de Coulter) (Figura 29a). A condutividade, que depende do conteudo celular, é
medida através da aplicagao de uma corrente de alta frequéncia entre os elétrodos (Figura
29b). A luz scatter (scatter light) € medida quando a célula passa por um laser e reflete a luz
incidente. Esta luz scatter é detetada por um sensor colocado entre 10° a 70°graus do laser
(Figura 29c). Varia com a granularidade celular, nimero de I6bulos no nucleo e estrutura da

superficie celular (27).

Figura 29 - Tecnologia VCS: a) Volume; b) Condutividade; c) Scatter e d) Tecnologia VCS associando
os trés parametros. Adaptado de (26).

O sistema integra e corrige os trés parametros, dividindo os leucécitos em cinco
populagoes diferentes.

Apos a contagem de células sanguineas e determinagao da concentragao de
hemoglobina outros parametros sao estimados por calculo. O aparelho produz um boletim
de resultados onde inclui também um histograma dos eritrocitos e plaquetas e as alteragoes

por ele detetadas.
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