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2. Abreviaturas

ACTH - Hormona adrenocorticotrofina

ADH- Hormona Anti-Diurética

ADP - Adenosina difosfato

ALT - Adenosina trifosfato

aPTT - Tempo de tromboplastina parcial ativada
ARN - Acido Ribonucleico

AST - Aspartato aminotransferase

ATP - Adenosina Trifosfato

CK = Creatina Cinase
Ct = Colesterol
CE - Células Estaminais

DNA - Acido Desoxiribonucleico
DGS - Direcao Geral de Salude

ECG - Eletrocardiograma
FA - Fosfatase Alcalina

GFR - Taxa de Filtracao Glomerular
GGT - Gama-glutamil transpeptidase

HCT - Hematocrito

HDL - Lipoproteinas de Alta Densidade
Hb - Hemoglobina

HbA I c - Hemoglobina Alc

INR - International Normalised Ratio
ITU = Infecao Trato Urinario

LDH - Lactato Desidrogenase
LDL - Lipoproteina de Baixa Densidade
LCAT - Lecitina — colesterol Aciltransferase

MCH - Hemoglobina Corpuscular Média
MCHC - Concentragao média de Hb corpuscular média

OMS - Organizagao Mundial de Saude

PCR - Proteina c reativa
PTGO - Prova de Tolerancia a Glicose Oral

RDW - Distribuicao do Diametro dos Eritrocitos
Rh - Rhesus

SO4” - ij0 Sulfato

TSAC - Técnico Superior de Analises Clinicas
TSA - Teste Sensibilidade a Antibiéticos
TP - Tempo de Protrombina

UFC - Unidades Formadoras de Colonia
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3. Resumo

Este relatério de estagio tem como finalidade descrever a minha experiencia no
Laboratério Arunce, na Lousa, desenvolvendo, de um modo geral, todas as valéncias de um
laboratério de anilises clinicas, nomeadamente Microbiologia/Parasitologia, Endocrinologia,
Imunologia mas destacando e aprofundando as areas de Hematologia e Bioquimica.

Apesar dos inumeros parametros determinados neste laboratério, nao sao
abordados todos, sendo referidos apenas os que sao determinados com mais frequéncia na
rotina. Em particular, sao discutidos os mais relacionados com as areas aprofundadas.

A componente analitica subjacente aos estudos quantitativos realizados é
devidamente descrita em termos das metodologias e fundamentos das técnicas utilizadas na
determinagao de parametros, bem como fundamentagio tedrica fundamental para a

interpretagao de resultados.

3.1. Abstract

This internship report aims to describe my experience at Laboratory Arunce,
developing, in general, all areas such as Microbiology/Parasitology, Endocrinology, Imunology
but highlighting and focusing on Haematology and Biochemistry.

Despite the numerous analytical parameters determined in this laboratory, not all of
them are referred, addressing those that are more frequently determined in routine and
that are related with the areas most focused in this report.

Methodologies and the fundamentals of the techniques used were described as well

as the theoretical basis that is essential for the interpretation of results.
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4. Introducdo

As andlises clinicas sao um componente essencial do sistema e cuidados de saude
modernos. De facto, a adequada selegao de exames complementares de diagnostico que
cada vez se apresentam com maior especificidade e sensibilidade em relagao ao proprio
exame fisico, sao fundamentais para a realizagao de uma boa histéria clinica. Estes estao cada
vez mais presentes nas relagoes médico-paciente e contribuem significativamente para a
selecao de procedimentos diagnosticos adicionais bem como para diagnostico e tratamento.

Este relatorio tem como objetivo descrever o meu percurso de aprendizagem
durante o estagio que realizei no Laboratorio de Analises Clinicas Arunce. Descreve nao so
a consolidagao de conhecimentos tedricos apreendidos durante o curso e sua aplicagao na
vertente pratica e caracter profissional, mas sobretudo o desenvolvimento de competéncias
analiticas e interpretativas de modo a contribuir para a prevengao, o diagndstico e o
tratamento da doenga; tem, ainda, como finalidade enquadrar os conhecimentos adquiridos
na vida real de um profissional, com os condicionantes e dificuldades que desta advém.

O meu plano de estiagio no laboratério permitiu-me adquirir e aplicar
conhecimentos nas diversas valéncias no ambito das Analises Clinicas, tendo participado em
todo o processo, desde a recegao do utente e colheita de amostra (fase Pré-analitica) e a
fase Analitica em si, nomeadamente nos sectores existentes neste laboratério que sao:

Hematologia

Estudos da coagulagao e hemostase

Bioquimica

Microbiologia/Parasitologia

Endocrinologia

Imunologia.

Em suma, tive a oportunidade de assistir, participar e de colocar em pratica
conhecimentos teorico-praticos que me foram ministrados durante o Mestrado em Analises
Clinicas, sempre acompanhada por Especialistas e Técnicos de Analises Clinicas. Este apoio
permitiu-me evoluir em todas as valéncias praticadas no laboratorio Arunce, conforme
abordo na Parte Ill deste Relatério, tendo aprofundado duas dreas especificas — a

Hematologia e a Bioquimica.

10
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5. Caracterizacdo do Laboratério Arunce

O Laboratério Arunce, cujo nome esta relacionado com a lenda do Rei Arunce e
Princesa Peralta é um laboratério privado e de proximidade, de Analises Clinicas localizado
na Lousa e que iniciou fungdes em 1973. A sua principal missao foi prestar um servigco de
qualidade a Lousa e populagao vigente, que , atualmente, comporta cerca de 17000 pessoas.
Neste momento, para além do laboratério principal, o Arunce conta com quatro unidades
de colheita, em locais onde nao existem laboratérios, com o proposito de estar mais perto
das pessoas que confiam nos seus servigos.

O laboratoério é constituido por sala de espera, recegao e casa de banho de utentes,
dois gabinetes de colheita de amostras biologicas, duas salas de trabalho maiores onde se
desenrolam as atividades das diversas areas que abrange, uma sala mais pequena adaptada ao
diagnostico microbiologico, na qual se levam a efeito também testes imunologicos de
gravidez, pesquisa de sangue oculto em fezes, bem como uma sala contigua onde se processa
o tratamento de urinas bem como procedimentos de lavagem e descontaminagao dos mais
diversos materiais e um escritorio/sala de reunices.

As salas de trabalho estao organizadas de forma a realizar em tempo util e com
qualidade as andlises solicitadas, facilitando o funcionamento das atividades desenvolvidas.
Para que tal acontega o laboratério esta munido de alguns equipamentos e tecnologia que
passo a enumerar:

Bioquimica de Urinas — ARKRAY AuctionMax (Urina tipoll);

Hematologia — SYSMEX XT-1800i (hemogramas), DIESSE VesMatic20 (velocidade
de sedimentagao), STAGO STArt (estudo da coagulagao);

Bioquimica, Endocrinologia, Imunologia — Sistema ROCHE Cobas 6000 (parametros
bioquimicos, endodcrinos e imunoldgicos), BIO MERIEUX Vidas (Imunologia e
Endocrinologia), INTERLAB Genio Electrophoresis (proteinogramas).

O bom funcionamento destes equipamentos é garantido pelas manutengoes
programadas dos mesmos, nomeadamente as realizadas pelos técnicos das marcas e

semanalmente/diariamente pelos Técnicos Superiores de Analises Clinicas (TSAC) bem
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como pelas calibragoes frequentes dos mesmos e controlos de qualidade internos e
externos, assegurando assim a qualidade e fiabilidade dos resultados

As amostras colhidas sao etiquetadas com o respetivo nome e nimero de utente e
um codigo de barras de forma que possam ser lidas pelos equipamentos e associadas aquele
utente, a nivel informatico. Praticamente todos os equipamentos tém um leitor de cédigo de
barras incorporado, o que facilita a transmissao da informagao, e no final do processamento
de cada amostra os resultados ficam disponiveis nos computadores do laboratério (software
Syslab), de modo a serem validados, tendo sempre em consideragao o historico e
informagao clinica do utente.

Quando existem alteragoes dos resultados significativas para o estado de saude do
utente, este € contatado para voltar ao laboratério no sentido de repetir a analise ou de ser
encaminhado para o médico.

Relativamente ao Controlo de Qualidade, o laboratorio realiza controlo de
qualidade interno regido pelos critérios estabelecidos pela Dire¢ao Técnica, sendo as
amostras de controlo analisadas por rotina pelos técnicos, usando os mesmos métodos que
os usados nas amostras dos utentes. O Laboratério Arunce participa ainda de ensaios inter-
laboratoriais, para Avaliagaio Externa de Qualidade, organizados por organismos
independentes como a AEFA (Associagio Espanhola de Farmacéuticos Analistas) ou por
fabricantes de equipamentos, como a Sysmex. Estes ensaios permitem comparar resultados
destes laboratorios com os de outros laboratérios nacionais e estrangeiros. Os resultados
destes ensaios externos sao enviados a entidade organizadora, recebendo posteriormente
um relatério com a analise dos resultados.

No Laboratério Arunce, sendo um laboratério de proximidade, processam-se
maioritariamente analises de rotina ou preventivas, numa perspetiva de Cuidados de Saude
Primarios em sintonia com o Centro de Saude da Lousa, apesar de aparecerem todo o tipo

de situagoes, porém, com menor frequéncia.
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PARTE Il

I. Fase Pré-Anadlitica

A fase pré-analitica consiste em todas as etapas que decorrem até que se inicia o
processamento da amostra pelo TSAC ou especialista. As fases extra analiticas — Pré-
analitica e Pos analitica — foram um pouco negligenciadas ao longo dos anos, do ponto de
vista do controlo da qualidade, sabendo-se que esta primeira etapa € decisiva, no sentido de
que pode afetar ou destruir os componentes ou propriedades a analisar, invalidando uma
correta interpretagao de resultados. "

E fundamental o respeito e cuidados para com as atividades relativas a fase Pré-
Analitica no sentido de que para obter resultados 6timos é necessario partirmos de uma
amostra de boa qualidade. Sendo as Andlises Clinicas um dos mais importantes meios
complementares de diagnostico clinico, é fundamental que se determinem resultados fiaveis
e precisos dai a necessidade de existir uma amostra colhida, preservada e transportada de
acordo com requisitos adequados.

No atual paradigma financeiro, onde impera a reducio de custos e corte de
despesas ja implementadas ha tanto tempo, decorre simultaneamente um aumento de
exigéncias ao nivel da qualidade, um aumento da pressio no sentido das instituicoes
adotarem cada vez mais medidas de seguranca e certificagio. No entanto, segundo Piqueras
(1998), se houver uma melhoria da qualidade, todos os erros, defeitos e repeticio de
trabalho, ou seja, tudo o que é considerado “desperdicio” também diminui, levado assim a
um incremento na produtividade. @

O processo que corresponde a fase pré analitica decorre desde que o clinico faz
uma requisicio de exame laboratorial, a informagao que é transmitida ao laboratorio, a
preparacao do utente, a identificacao, colheita, manipulagao, transporte e conservagao de
amostras, a rejeicao de amostras que nao se encontram de acordo com os requisitos, o

envio de amostras para laboratorios subcontratados, entre outros.

13
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* Requisicdes de analises

Como ja referimos anteriormente, a Fase Pré Analitica comega com a
prescricao do exame laboratorial em questao que deve ser clara e mostrar que o médico
tem a nogao dos servicos realizados num laboratério, dai a vantagem de haver uma estreita

colaboragao entre os laboratérios e o prescritor, o que nem sempre, infelizmente, acontece.
* Preparacao do utente

Esta etapa tem como objetivo principal evitar fatores externos que influenciem
os parametros a realizar, pelo que o utente deve estar bem informado do exame que vai
fazer e instruido no sentido de cumprir os requisitos necessarios ao mesmo. Se necessario o
laboratério deve ter e fornecer impressos ou folhetos com instru¢oes variadas para o
utente, de acordo com a situagao. Deve também haver no laboratorio literatura que compile
todos estes fatores passiveis de alterarem as amostras e que possam ser consultadas por

todos os trabalhadores.

FATORES DO UTENTE

INERENTES E NAO MODIFICAVEIS PASSIVEIS DE MODIFICACAO

- Idade - Stresse

- Sexo - Exercicio fisico
- Faixa etaria - Dieta

- Ciclo menstrual - Postura

- Gravidez - Medicagao

- Tabaco/alcool

TABELA |. Fatores que podem afetar exames laboratoriais.

O stresse estimula o aumento da concentragao plasmatica de hormonas como o
cortisol e aldosterona, pelo que o utente deve estar num ambiente relaxante e agradavel

durante a colheita. O exercicio fisico intenso nos dias prévios altera pardmetros como a

14
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creatinacinase (CK), desidrogenase lactica (LDH), potassio (K'), bem como o garrote
demasiado apertado e por demasiado tempo também alteram estes metabolitos.

A dieta é preponderante em inimeros exames. Por exemplo, uma ingestao
importante de determinados alimentos tais como gorduras e hidratos de carbono nos dias
anteriores, determina uma turbidez acentuada do soro que invalida determinadas técnicas. A
ingestao de alcool acentuada indubitavelmente altera parametros como as enzimas hepaticas,
glicose, acido Urico e o consumo de tabaco pode alterar lipase, amilase, colesterol e glicose.

E igualmente importante ter em conta o ritmo circadiano do individuo, aplicando-o
na interpretagao de alguns resultados, nomeadamente em parametros como a hormona
adrenocorticotrofina (ACTH) e corticosteroides no geral que alteram consoante o
momento do dia. O sexo da pessoa € também um fator bem conhecido de alteragao nos
parametros, sendo alguns mais elevados no sexo feminino (transferrina e amilase) e outros
mais elevados no sexo masculino, como o acido urico, CK ou transaminases. O ciclo
menstrual e a gravidez sao também dois fatores que predispoem alteragao de valores em
alguns parametros, bem como a ingestio de medicagao e as alteragdes posturais aquando da
colheita. "

Em suma, de modo a minimizar o mais possivel a alteracio dos parametros por
estes fatores deve garantir-se que a colheita seja feita tendo em conta alguns requisitos,
nomeadamente um jejum de 14 horas (incluindo tabaco e alcool), evitar o exercicio fisico

intenso pelo menos até 48horas antes e dormir uma boa noite de sono.
* Colheita de amostras

Conforme ja referido anteriormente, deve-se confirmar o nome do utente e se
este se encontra nas condigoes adequadas para a colheita. Este deve aguardar na sala de
espera pelo menos durante |5 minutos para que repouse um pouco antes de entrar no
gabinete de colheita.

No Laboratério Arunce tive a oportunidade de assistir e participar em colheitas
de exsudados vaginais, zaragatoas vaginais e perineais (streptococcus agalactiae), exsudados
nasofaringeos, fragmentos de unhas, urina em bebés e tive a oportunidade de assistir e
participar, inicialmente sob orientagao e mais tarde autonomamente, na colheita de sangue

venoso, a amostra bioldgica mais comum neste laboratorio.
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A colheita de exsudados no laboratorio central é feita com zaragatoas, sem
meios de transporte, uma vez que as colheitas sao realizadas no local onde serao analisadas.
Caso contrario haveria possibilidade de necessitarem de meios de transporte ou de
conservagao. O intervalo entre a colheita da amostra e o seu processamento deve ser o
mais curto possivel’, o que acontece no laboratério Arunce pois as amostras sio colhidas
no laboratério principal. As realizadas nas unidades de colheita sao levadas ao laboratério
central a meio da manha, devidamente acondicionadas e centrifugadas se necessario, de
forma que nao se coloque em risco as amostras.

A colheita de sangue deve ser feita de acordo com uma técnica de flebotomia
especifica, tendo em conta alguns cuidados e requisitos importantes, correndo o risco de

invalidar a interpretacao de resultados se esta nao for feita adequadamente.

O local mais comum para a pungao € a fossa ante cubital do brago, sendo
puncionadas mais frequentemente as veias cefalica ou basilica. (Figura 1) A garrotagem deve
ser feita com firmeza sem, no entanto, causar desconforto no utente e nao se deve

= prolongar mais de um minuto, sob o risco de hemolisar a

.:'.A » med J " -
o amostra ou fazer hemoconcentragao.

7~

.("" 4

S— Yoa iiza

Figura |. Veias do antebrago mais usadas para colheita de sangue

Fonte: Sitio da Internet

Deve aspirar-se suavemente para que o bisel da agulha nao cole na parede da veia, e
apos a pungao deve pedir-se ao utente que auxilie no sentido de pressionar o local com um
algodao por tempo suficiente até estancar, normalmente | ou 2 minutos. Deve haver um
especial cuidado relativamente aos doentes que fazem terapéutica anticoagulante, no sentido
em que demoram mais tempo até que se ative a cascata de coagulagao.

Apos descartar a agulha da seringa para um contentor adequado, deve
distribuir-se o sangue pelos tubos de acordo com a ordem recomendada pelo CLSI — Clinical

and Laboratory Standarts Institute (enumero apenas os tubos usados no laboratoério Arunce):

16
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|° Tubos sem preparagao;

2° Tubos com citrato de sodio;

3° Tubos para soro — ativador de coagulos;

4° Tubos com heparina;

5° Tubos com EDTA.

Esta ordem especifica minimiza o risco de contaminagao da seringa e por
conseguinte dos outros tubos, uma vez que o ativador de coagulos altera os resultados da
coagulagao e o EDTA altera parametros como o calcio e o potassio. A homogeneizagao dos
tubos no final da distribuicao deve ser imediata e feita de forma suave.

Nos casos em que é o proprio doente a colher a amostra, como urina ou fezes, é
validado com o utente o modo como a efetuou e se nao tiver sido nas condi¢oes ideais esta
deve ser rejeitada e feito novo ensino para uma nova colheita. Contudo, este tipo de
colheitas, sempre que possivel, deve ser realizado no proéprio laboratério com a ajuda de

pessoal técnico.

17
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PARTE llI

I. Fase Anadlitica

A fase analitica contempla os diversos passos do tratamento da amostra em si, desde
simples observagoes macroscopicas e microscopicas até determinagoes quantitativas e
qualitativas. Esta etapa é a que pode acarretar menor numero de erros em todo o processo
laboratorial desde que se respeitem determinadas regras de atuagdo. Segundo a literatura, os
procedimentos analiticos devem seguir determinados parametros e especificagoes de modo
a garantir um bom nivel de qualidade. Verificou-se que nos ultimos anos os erros inerentes a
esta fase tém diminuido bastante devido aos avan¢os da tecnologia mas fundamentalmente
devido a implementagao de sistemas de gestao da qualidade. Entre outros fatores, enumero
alguns dos que podem afetar a fase analitica, que podem variar de uns laboratérios para
outros:

* Calibragao do material e dispositivos de medi¢ao, como pipetas;
» Estabilidade da corrente;

* Temperaturas de frigorificos, congeladores e estufas;

* Velocidade das centrifugas;

Manutencio e controlos dos equipamentos analiticos. ©

I.1. Setor de Estudo Laboratorial de urinas

A formagao de urina depende dos complexos processos de filtragao do sangue,
reabsorcao de moléculas essenciais, tais como dagua, e secregcao tubular de algumas
substancias. Apds a sua formagao no rim, passa pelo ureter até atingir a bexiga onde fica

reservada temporariamente até ser excretada através da uretra e meato urinario. ©
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Figura 2. Percurso da urina, desde a sua formagao até excregao.

Fonte: sitio de Internet

A expressao urianalise de rotina inclui uma serie de exames seletivos e de detecao
que permitem despistar ou diagnosticar uma panoplia de alteragoes do trato génito urinario
e mesmo sistémicas, uma vez que o estudo das propriedades fisicas e quimicas da urina
constituem importantes indicadores do estado de saude de um individuo.

Neste setor do Laboratorio Arunce as amostras sao analisadas relativamente as suas
caracteristicas fisicas e quimicas, nomeadamente, cor, densidade, pH, turbidez, bem como é
realizado o exame microscopico do sedimento urinario, correspondendo ambos ao que
chamamos de Sumaria de Urina ou Urina tipoll. Se for pedida a pesquisa e identificagao de
bactérias na urina e respetivos testes de sensibilidade, ou seja, uma Urocultura a urina é
processada no setor de Microbiologia. Para a quantificagio de alguns metabolitos ou
proteinas, sao usadas aliquotas da Urina de 24horas, sendo esta analise realizada no setor de
Bioquimica.

Neste setor sao processadas as amostras deixadas ou colhidas no laboratério
principal e a meio da manha chegam as urinas provenientes das unidades de colheita que vém
acondicionadas em malas térmicas para nao sofrerem alteragoes de temperatura.

Segundo Graff (1983) o ideal seria analisar a urina o mais rapido possivel ou no caso
de nao ser possivel de todo, refrigera-la. As amostras a temperatura ambiente rapidamente
iniciam um processo de decomposicao devido a bactérias que degradam a ureia em
amoniaco, o que aumenta o pH da urina. Urinas alcalinas tendem a promover a dissolugao de
determinadas estruturas como cilindros. As bactérias usam a glicose como fonte de energia
podendo também gerar falsos negativos para glicosuria.

A enganosa facilidade na colheita de urina pode levar a erros na fase pré analitica do
processamento da uriandlise, desenvolvendo resultados incorretos e levando a que a
amostra seja subestimada pelo analista. "’ Deste modo, é de eximia importincia que o utente

faca uma correta colheita e manuseamento da amostra, sendo que para tal, o laboratorio
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deve ter um papel pro-ativo no sentido de que isso acontega, nomeadamente reforgando
ensinos e até disponibilizando folhetos e figuras de uma correta colheita. A amostra ideal
deve ser logo a primeira da manha, uma vez que esta mais concentrada e deve ser feita num
frasco estéril e descartavel, cedido pelo laboratério. A colheita deve ser feita apos a higiene
matinal e deve apenas aproveitar-se o jato médio.

Para ser considerada normal, a urina deve ser amarela (devido ao urocromo) e pode
variar desde mais clara a mais escura consoante a concentragao da urina, deve ser sempre
limpida, podendo apresentar, no entanto, uma ligeira turvagao devido a precipitagao de
uratos amorfos ou a presenga de muco e células epiteliais. A alteragao nestes parametros
pode remeter para diversificadas alteragdes patoldgicas no utente. ©

No Laboratério Arunce, para o estudo de Sumaria de Urina é utilizado um
equipamento denominado de Aution Max da ARKRAY que testa parametros como glicose,
proteinas, sangue, bilirrubina, pH, cetonas, nitritos, coloragao, turbidez, densidade, entre
outros. O equipamento dispensa e mergulha as tiras UriFlet, tiras de reagentes para a
determinagao de parametros, fazendo depois a leitura colorimétrica das mesmas e compara
essa leitura com a tabela de valores predefinida pelo fabricante, traduzindo os resultados em
valores quantitativos. Existem alguns parametros que ao serem detetados pelas tiras sao
entao quantificados com mais precisaio no setor de bioquimica, mais propriamente no
Cobas6000, nomeadamente a glicose. Quando as amostras de urina saem do Aution Max,
sao colocadas a centrifugar durante 7 minutos, decantadas, é colocada uma gota de urina
entre lamina e lamela. O sedimento é entao visualizado a fresco, microscopicamente, pelo
Especialista ou TSAC.

Num sedimento de urina normal aparecem diversos elementos, tais como células
epiteliais, cristais e cilindros variados, fibras, entre outros, podendo mesmo aparecer um
pequeno numero de componentes como hemacias ou leucocitos, ou até mesmo
interferéncias, como bolhas de ar. Estes ultimos aspetos referidos podem confundir um
técnico inexperiente, devendo este aprender a confiar nas suas observagoes, apos observar
e fazer contagens nos campos recomendados. ©

Durante o estagio, o setor de Estudo Laboratorial de urinas foi o setor onde pude
desenvolver maior autonomia em primeiro lugar, e para além do exame fisico e quimico da
urina, houve durante todo o estiagio a oportunidade de observar laminas de sedimento

urinario, sempre com a ajuda de um especialista ou TSAC, de modo a validar as minhas
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observagoes. Neste contexto nao posso deixar de manifestar alguns aspetos que tive a
oportunidade de observar como eritrocitos crenados relacionados com urina hipertonica;;
pH elevado e densidade baixa implicou a lise de eritrocitos; nas urinas hipotonicas

destacaram-se leucécitos com granulos designados por “glitter cells”.

1.2.  Setor de Microbiologia/Parasitologia

Na falta de cdmara de fluxo laminar, este setor processa-se numa sala pequena mas
arejada, e com um ambiente limpo e ordenado, conforme deve ser um laboratério de
Microbiologia. Conta com a presenga de autoclave, estufa, bico de Bunsen, ansas calibradas,
meios de cultura, reagentes e corantes.

Para trabalhar com seguranga num laboratério de Microbiologia, o TSAC ou TAC
deve estar calmo e concentrado, usar sempre bata, manter o seu espaco limpo e ordenado e
nao manusear objetos pessoais. Deve sempre trabalhar-se em redor da chama do bico de
Bunsen, mantendo um ambiente assético, e ter as precaugoes necessdrias e proprias da
utilizagio deste tipo de molécula, o gis. © Todas as amostras devem ser tratadas como
sendo potencialmente patogénicas, nunca se deve subestimar a amostra e o laboratério deve
estar preparado para qualquer acidente que acontega, como € o caso do Arunce, que possui
um manual de atuacao em caso de acidentes, extintores, chuveiros de descontaminacao e
material de primeiros socorros.

Recebemos uma grande variedade de amostras tais como urina, fezes, exsudados
vaginais, exsudados nasofaringeos, sangue, esperma, unhas, entre outros. As amostras mais
frequentes sao urina, para exame cultural, identificacao e teste de sensibilidade, bem como
as fezes para exame bacteriologico e parasitologico, sendo este ultimo, no entanto, cada vez
menos frequente, uma vez que os padroes sanitarios e higiénicos das sociedades estio a
aumentar. Relativamente a amostra de urina, é sempre analisado o sedimento,
microscopicamente, para que se comparem, apos 24 horas, os resultados da cultura efetuada
em CPS3, meio cromogéneo usado para contagem de microorganismos e identificagao direta

de Escherichia Coli, Enterococcus e Proteus. Inocula-se o meio pela técnica de esgotamento do
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produto a superficie do meio solido, com ansa calibrada, incuba a 37° e no dia seguinte o
TSAC procede a interpretagao da cultura:

Se <10*Unidades formadoras de Coldnias (UFC), considera-se negativo;

Se entre 10%e 10* UFC, comparar com os valores do exame microscépico do sedimento e
se houver um numero elevado de leucocitos ou/e eritrocitos deve verificar-se as
informagoes clinicas do utente, nomeadamente se existe sintomatologia ou se iniciou toma
de antibioticos, e se for justificado convém proceder-se a identificagao e Teste de
Susceptibilidade a Antibioticos (TSA);

Se >10° UFC, com coldnias puras, entdo considerar sempre positivo, identificar e fazer TSA.
Quando se verifica a presenca de 3 tipos de colonias considera-se que houve contaminagao,
pedindo a realizagao de uma nova colheita.

A identificagao €é realizada com a ajuda de testes comerciais da BioMerieux,
nomeadamente os API?, que consistem numa galeria de microtubos com substratos
desidratados que quando inoculados com a suspensao bacteriana, reconstituem e produzem
reagoes durante a incubagao que provocam alteragdes de cor espontianeas, ou nao,
consoante o resultado dos testes quimicos. Apés o tempo adequado de incubagao existem
grelhas e tabelas de leitura para se proceder a identificagio precisa do microorganismo.
Estes API? podem ser especificos para a identificagio de microorganismos Gram negativos,
Gram positivos, Anaerébios, entre outros.

Os TSA, testes de susceptibilidade dos microorganismos aos principios ativos que
constituem os antibioticos, sao também processados em galerias comerciais da BioMerieux
denominadas ATB", contendo clpulas com antibidticos — uma ou duas concentragdes da
mesma substancia — nas quais € inoculada a suspensao bacteriana, verificando-se apos
incubagao se se efetivou algum crescimento bacteriano — Resistente — ou nao — Sensivel. A
sensibilidade do microorganismo pode ainda ser considerada Intermédia se este apenas for
sensivel a maiores concentragoes de um antibiotico. A técnica de referéncia de antibiograma
€ denominada de Bauer-Kirby e consiste num método de difusio em disco (discos
impregnados com o principio ativo) que provocam halos de inibicdo no crescimento
bacteriano, na gelose de Mueller Hinton. Esta técnica nao é realizada por rotina devido ao
grande nimero de amostras mas é usada em caso de duvidas. Quando se realiza a leitura
dos resultados é importante referir apenas os antibioticos que o TSAC considere relevantes,

nomeadamente aqueles que se adequam a patologia em si, ao local onde se encontra o
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individuo - ambulatério ou nao, menores espectros de agao de modo a minimizar
resisténcias bacterianas e tendo em conta a epidemiologia da zona onde se encontra.

As amostras com grande flora bacteriana, como as fezes, implicam uma anilise
orientada pelo que quando tém indicagao para exame cultural sio normalmente semeadas
em meios seletivos, favorecendo o crescimento de alguns microorganismos em detrimento
de outros, como por exemplo o Hektoen (seletivo para Shigella e Salmonella) e caldos de
enriquecimento, tais como o Selenito para repicagens posteriores com o intuito de obter
cultura pura. Apos isolamento deve igualmente proceder-se a identificagio e TSA. As
amostras de fezes com indicagao de exame parasitologico, sao observadas
macroscopicamente e microscopicamente, observagao a fresco com uma gota de soluto de
Lugol, sendo normalmente observado apds métodos de concentragao de fezes, permitindo
uma maior concentragao de elementos parasitarios hum menor volume de amostra,
facilitando assim a pesquisa. Quando a requisicdo pede uma Pesquisa de Sangue Oculto nas
fezes é utilizado um kit comercial, ACON Fob® que se baseia num teste imunocromatografico
para detecao de hemoglobina nas fezes, mesmo em quantidades minimas.

As amostras susceptiveis de presenca de fungos ou leveduras devem ser cultivadas
em meios proprios como a Gelose de Sabouraux, Cloranfenicol, Actidiona e respeitar as
suas condigoes de incubagao. Os fungos podem ter um crescimento bastante mais lento que
as bactérias pelo que existem amostras que podem demorar semanas e até meses a
desenvolver colonias nos respetivos meios de cultura. O exame micologico direto implica a
fixacao da preparagao (raspado de pele ou unhas) com acido acético e, apos secagem, corar
com azul de metileno.

Neste setor tive a oportunidade de desenvolver atividades como a cultura das
amostras em meios adequados que selecionei previamente, e incubei nas condigoes
adequadas, bem como preparar esfregagos e proceder a sua coloragao de acordo com o
microorganismo e de modo a ser observado microscopicamente. Tive, também, a
oportunidade de observar esfregagos a fresco de exsudados vaginais e de fezes. Foi-me
permitida a identificacao de microorganismos com os sistemas comerciais ja referidos

anteriormente, bem como proceder aos TSA.

[.3. Setor de Hematologia
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Podemos dizer, de uma forma muito generalista, que a Hematologia é o estudo do
sangue, seja em condigoes saudaveis ou patologicas.

Ao longo dos tempos o sangue tem sido deificado. Considerado como tendo
poderes misticos, sangravam-se os homens para que se curassem dos males. A Hematologia
surgiu e desenvolveu-se a partir desse fascinio pelo sangue; atualmente engloba ciéncia,
conhecimento, competéncias, alguma arte e instinto e acima de tudo, estuda relagoes,
nomeadamente a relagao entre a hemoglobina e os eritrocitos, a relagao entre o ambiente
plasmatico e a vida dos eritrocitos, a relagao entre a medula éssea e a circulagdo sistémica.

Segundo Turgeon (2005), a hematopoiese consiste na produgao, diferenciagao e
desenvolvimento de células que constituem o sangue. Para que este processo seja possivel,
tém na base os o6rgiaos hematopoiéticos, nomeadamente o figado, bago, nédulos linfaticos,
timo e principalmente a medula dssea. A autora refere ainda que as células estaminais (CE)
sao a base de todo o sistema hematopoietico, sendo as primeiras produzidas logo na
gestagao. As CE totipotentes sao as mais versateis, indiferenciadas, e a partir delas formam-
se todas as células que constituem um ser humano adulto; as CE pluripotentes tém a
capacidade para se diferenciar em células que derivam das diferentes camadas embrionarias,
originando diferentes tipos de tecidos especializados; as CE multipotentes, ja limitadas na sua
capacidade de diferenciagao, apenas originam células da sua linhagem.

Sao estas CE hematopoiéticas multipotentes, que se encontram ‘“comprometidas”
com esta linhagem celular que permitem a produgao de células sanguineas, conforme é

percetivel na imagem seguinte:
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Figura 3. Modelo de sistema hematopoiético.

Fonte: Referéncia Bibliografica n® 8

Em suma, todas as células tém um percursor comum, uma célula pluripotente que
origina células iguais a si e origina outras células que se vao diferenciar em duas linhagens; a
CE de origem linféide que origina Linfocitos T e B e a CE mieloide que origina cinco linhas
evolutivas:

Granulocitica (monocitos e neutrofilos);

Basofilica (basofilos);

Eosinofilica (eosinofilos);

Eritroide (eritrocitos);

Megacariocitica (plaquetas).

Este desenvolvimento processa-se nos 6rgao hematopoiéticos ja referidos e sé quando as
células estao maduras € que passam para o sangue periférico. A Hematologia dedica-se,
entao, ao estudo destas células sanguineas, bem como ao estudo aprofundado das suas
alteragoes patologicas, como anemias, talassémias, leucemias, hemoglobinopatias, entre

outras, no entanto, estas patologias ocorrem com mais frequéncia em ambiente hospitalar.

.3.1. Hemograma e esfregacos sanguineo

Podemos afirmar, de acordo com Renato Failace (2009) que o hemograma avalia
quantitativa e qualitativamente os componentes celulares do sangue. Este é o exame de
rotina e diagnostico mais requerido nas consultas médicas, fazendo parte de qualquer “check-
up” ou revisao de saude.

O autor defende ainda que para além de fundamental na triagem de salde, é
indispensavel no diagndstico e controlo evolutivo de doengas, emergéncias médicas e
cirdrgicas e na monitorizagao de tratamentos.

Os hemogramas no Laboratério Arunce processam-se num auto-analisador Sysmex®
XT1800i com o qual tive a oportunidade de aprender a trabalhar e assim sendo, quando falar

em auto analisador, estarei a falar sobre este equipamento.
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O equipamento combina técnicas de citometria de fluxo — leucogramas, métodos de detegao
DC ou de impedancia — eritrogramas e métodos colorimétricos — hemoglobina, oferecendo
a sensibilidade necessaria para a contagem e diferenciacao de tipos celulares. Permite
também alertar para a presenca de populagoes anormais de células, facilitando a observagao
microscopica de esfregagos sanguineos.

Apesar de ser bastante sensivel e exato, o autonalisador nao substitui de todo o
“olho humano” de um profissional experiente, pelo que no Laboratério Arunce, sao
selecionadas e observadas todas as laminas que suscitam qualquer tipo de alerta no auto-
analisador. Existem aspetos que o auto-analisador nao observa conforme podemos ver na

tabela seguinte:

ERITROGRAMA
Pontuado Basdfilo
Policromatocitose
Pecilocitose

Inclusées  (Jolly ou  pontilhados

basofilos)
Eritroblastos < 5%

Efeito de “Rouleaux”

LEUCOGRAMA

Desvio a esquerda
Anomalia de Pelger Huet
Plasmacitos

Linfécitos atipicos

Hairy cells

PLAQUETOGRAMA
Agregacao (se discreta)

Satelitismo plaquetario
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Tabela 2. O que os autoanalisadores nao veem.

Os esfregagos sanguineos sao executados no momento da colheita, com sangue
direto da seringa pelo que nao sofrem alteragoes provocadas pela presenca de EDTA. Apos
estarem secos, sao sujeitos a coloragao pela técnica de May- Grunwald-Giemsa e posterior
analise microscopica a 40X e 100X (com oleo de imersao). Para além de trabalhar com o
auto-analisador pude observar durante todo o estagio esfregagos sanguineos, sempre com a

orientagao e validagao de um técnico experiente.

Passo entao a descrever os parametros dados pelo hemograma.

1.3.2. Avaliagao da série vermelha do sangue
1.3.2.1.  Eritrdcitos

Os eritrocitos ditos normais devem ser discoides, biconcavos, sem nucleo e o seu
tamanho pode variar entre 6,8 até 7,5um - normociticos. Em estados patologicos os
eritrocitos podem apresentar variagoes na sua forma, tamanho, cor, inclusdoes e na sua
distribuicao no esfregago sanguineo.

Relativamente a alteragdes no tamanho, se os eritrocitos forem maiores que o
normal consideram-se macrociticos, ou microciticos se forem menores. Se num esfregaco
aparecerem variado tamanhos de eritrocitos podemos considerar que existe anisocitose, o
que é frequente em anemias severas ®. Pode também acontecer, apés transfusdes dois
tamanhos de eritrocitos. Normalmente, macrocitose esta associada a uma eritropoiese
aumentada e deficiéncias de vitamina B12 e folatos e microcitose esta associada, por norma,
a um diminuto contelldo em hemoglobina, por exemplo.

Quando os eritrécitos apresentam uma

Q@u forma diferente da que ¢é suposta, denomina-se de

poiquilocitose, pudendo os mesmos assumir diversas

.@. formas. A poiquilocitose pode ser uma anormalidade
comum, pouco especifica, como o caso da altitude que

@e , : .
.. provoca esta anomalia em pacientes hematologicamente

o0

S
OQ@@
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saudaveis, ou pode ter um significado especial em casos de formas especificas.

Figura 4 . Alteracéo morfolGgica dos eritrdcitos.
A-Morfologia normal, B — Acantocitos; C- Blister cells; D-Equinécitos; E- Poiquilécitos; F-
Equindcitos; G- Eliptocitos; H- Células em capacete; |- Leptécitos; J- Megalécitos; K — Esquizocitos;
L- Células em S ou drepandcitos; M-Esferécitos; N- Estomatécitos; O- Células em alvo; P- Células

em lagrima.

Quando existe variagao na coloragao do eritrocito denomina-se de anisocromia.
Este espectro de coloragao varia desde a hipocromia até monocromia. Estas alteragoes
correspondem a uma variagao em conteudo de hemoglobina do eritrécito e estao
relacionadas com anemias de uma forma geral.

Relativamente a inclusoes eritrocitarias que podem ser visualizadas nos esfregagos
sanguineos, estas podem corresponder desde formas parasitarias, como é o caso do
Plasmodium sp , agente etioldgico da maldria, até fragmentagoes de material nuclear. Os
corpos de Howell-Jolly correspondem a fragmentos de material nuclear que fragmenta ou
devido a mitoses anormais. Estes nao deveriam ser vistos no sangue periférico pois sao
removidos, normalmente, pelo bago, pelo que é frequente em utentes esplenectomizados ou
com insuficiéncias esplénicas. O pontuado basofilo corresponde a inclusdes baséfilas de
ARN, raramente vistas em utentes hematologicamente normais e observadas com frequéncia
em utentes com hemoglobinopatias, talassémias e é caracteristico de deficiéncia hereditaria
em pirimidina 5'nucleotidase, uma enzima necessaria a degradagio de ARN. Os corpos de
Pappenheimer correspondem a inclusdes basofilas que contém ferro e formam
conglomerados na periferia do eritrécito. Os eritrocitos com estas inclusoes passam a ser

considerados siderocitos e sao caracteristicos das anemias sideroblasticas.

' 50\
4

Figura 5. Inclusdes eritrocitarias; A — corpo de Howell-Jollie, B — Pontuado basoéfilo.

’

A e B, respetivamente

Fonte: Sitio da Internet

28




Relatorio de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas

2013

Os eritrocitos podem agrupar-se em aglomerados irregulares devido a formagao
de codgulos durante a colheita, denominando-se de aglutinagio de eritrocitos. Esta
aglutinagao pode estar também relacionada com anemias hemoliticas autoimunes onde ¢
caracteristico os eritrocitos estarem revestidos por anticorpos. Na formagao de
“Rouleaux” existe uma aglutinagao mas de forma ordenada, mais propriamente em forma de
pilha de moedas. Ocorre quando ha elevada concentragao de proteinas de alto peso
molecular ou quando ha aumento de fibrinogénio, como é o caso da gravidez. Este
fenomeno esta também relacionado com o mieloma multiplo ou outras condigoes

inflamatorias.

1.3.2.2.  Hemoglobina ou Hb

A hemoglobina corresponde ao conteldo do eritrécito e € normalmente do tipo
A, podendo também aparecer tipo A2 e F em individuos adultos. Tem como principal fungao
o transporte de oxigénio as células e cada molécula é constituida por quatro cadeias, cada
uma com um grupo Hebe ligado a moléculas de ferro.

E doseada no equipamento Syxmex por espetrofotometria, apds converter a

hemoglobina em laurilsulfato de hemoglobina, de cor estavel e com pico de absorvancia aos

540 nm.

7

E importante a interpretacio dos valores de Hb tendo em conta as

caracteristicas do utente, uma vez que estes estao dependentes do género da pessoa e

idade.

1.3.2.3.  Hemoglobina corpuscular média ou MCH

Este parametro indica a quantidade média de Hb que cada eritrocito contém, sendo

util na avaliagao de anemias.
Valores aumentados podem manifestar esferocitose e estio associados a anemias
macrociticas e valores diminuidos correspondem normalmente a anemias microciticas. E
possivel calcular este parametro com a divisao do valor total de Hb pelo nimero total de

eritrocitos.
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MCH(pg) = — xI0

1.3.2.4.  Concentragdo média de hemoglobina corpuscular ou MCHC

Este parametro indica a concentragao média de hemoglobina em cada eritrocito,
tendo em conta o volume dos mesmos e o seu contelldo. A férmula em que se baseia é a

seguinte.

MCHC( g/dL) = ——— x 100

Quando ha valores de MCHC acima dos valores de referéncia significa hipercromia
e esta relacionado, segundo Failace (2009) com esferocitose, coma hiperesmolar,
desidratacao de eritrécitos e por vezes hemoglobinopatias. Quando ha deficiéncia em ferro
durante a eritropoiese, com um aumento progressivo de anemia, a MCHC diminui
lentamente, de forma proporcional aos valores de Hb (hipocromia). Segundo o mesmo autor
95% dos hemogramas com hipocromia devem-se a anemias ferroprivas, mas apenas 20% dos

casos de anemia apresenta diminuicao de MCHC.

1.3.2.5.  Volume corpuscular médio ou VCM

Em 1930 Maxwell Wintrobe difundiu que o volume médio dos eritrocitos

correspondia a razao entre o hematocrito e a contagem dos eritrocitos. (Failace,2009)

VCM (fl)= Het (%) / RBC

Wintrobe provou assim, na época, que as anemias podiam ser caracterizadas tanto
por eritrécitos maiores como mais pequenos que o normal, conforme observavam ao

microscopio.

1.3.2.6. Hematécrito ou HCT

O hematocrito corresponde a percentagem de eritrocitos no sangue total apos
centrifugacao, representando o volume total ocupado pelos eritrocitos. A determinagao

automatica é feita multiplicando o numero de eritrocitos total pelo seu volume médio.
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Normalmente, valores baixos de hematocrito estio associados a anemias, hemorragias,
insuficiéncias na eritropoiese, entre outros. Valores elevados estio associados a

desidratacao, eritrocitose ou policitémia vera.

1.3.2.7.  Distribuicdo do diGmetro dos eritrcitos ou RDW
Este parametro mede o grau de heterogeneidade dos eritrécitos medindo a
variagao do tamanho celular calculado em percentagem, quanto maior o valor maior a

anisocitose.

[.3.2.8. Anemias

O laboratorio tem um papel fundamental no sentido de determinar parametros
importantes que em conjunto com outros fatores permitem ao clinico diagnosticar anemias,
bem como definir causas e tratamentos. Segundo Ciesla (2007) um individuo desenvolve
anemia quando, de alguma forma, os eritrdcitos ja nao conseguem suprir os tecidos com
oxigénio. Podem ser classificadas de acordo com a morfologia dos eritrocitos, baseada em
parametros eritrocitarios.

As anemias de uma forma geral podem ser consideradas microciticas, macrociticas ou
normociticas, hipocromicas ou normocrémicas e na sua base podem estar defeitos
nutricionais (deficiéncias em ferro, deficiéncias em vitamina Bl2 e folatos), defeitos na
membrana do eritrocito (esferocitose), defeitos na hemoglobina (anemia falciforme e
talassémias) e hemorragias.

As anemias microciticas, tais como anemia ferropénica, anemia sideroblastica e
talassémia tém como caracteristica eritrocitos pequenos e hipocromicos devido a deficiéncia
em hemoglobina.

A anemia ferropénica &, segundo a literatura, uma das mais frequentes desordens
nutricionais a nivel mundial e sido varios os fatores que contribuem para alteragées no
balango do ferro, nomeadamente a ingestio, a absorc¢ao, transporte, armazenamento e
hemorragias.'" Uma vez ingerido, o ferro é absorvido a nivel gastro intestinal e
transportado pela transferrina, uma proteina do plasma sintetizada pelo figado, para os
eritroblastos na medula ossea. A ferritina, proteina localizada no figado, € uma proteina de

armazenamento do ferro e que se encontra principalmente nas células envolvidas no
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metabolismo e reserva do mesmo. A ferritina na circulagio reflete o nivel de ferro

armazenado no organismo, sendo um parametro essencial no diagnostico da doenca.
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Figura 6. Metabolismo do ferro

Fonte: Sitio da Internet

As anemias relacionadas com o excesso de ferro podem ser adquiridas como a
talassémia e anemia falciforme ou hereditarias. O excesso desta molécula nas mitocondrias
leva a presenca de depdsitos nas células percursoras na medula, em forma de anel,
denominados sideroblastos. Um esfregaco sanguineo relativo a esta patologia demonstra
uma anemia microcitica, podendo haver dimorfismo (células microciticas e normais;
hipocromia e normocromia), presenca de corpos de Pappennheimer e sideroblastos. A
ferritina e ferro séricos estao aumentados.""

As anemias macrociticas correspondem a anemias em que os parametros VCM e
HCM estao aumentados e sao normalmente normocromicas. Se na sua etiologia estiver um
défice de vitamina Bl2 ou acido folico trata-se de uma anemia megaloblastica, pois a

diminuicao destes dois parametros resulta na inibicio da sintese do DNA durante a
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produgdo de eritrocitos pela medula éssea. Existem algumas causas potenciais para o défice
de vitamina B12 que n3ao sao normalmente relacionadas com défices nutricionais como os
sindromes de ma-absorgao ou diminuicao de fator intrinseco secundario a gastrectomias, ao
contrario dos défices de acido folico que estao associados a dieta e ocorrem com frequéncia
em gravidas devido ao aumento das necessidades nutricionais a que estao sujeitas.

As anemias normociticas e normocromicas estao normalmente associadas a
anomalias na membrana do eritréocito ou bioquimicas, sendo de referir a esferocitose que é,
por norma, uma condi¢ao hereditaria devido a mutagdes, e anemias hemoliticas provocadas
por deficiéncia em glicose-6-fosfato desidrogenase, uma enzima importante na protegao do

eritrocito face ao stresse oxidativo.

[.3.3. Avaliagao da série branca do sangue

Os leucocitos que circulam no sangue periférico podem ser polimorfonucleares ou
granulocitos — neutrofilos, basofilos, eosinofilos - ou mononucleares ou agranulécitos —
mondcitos e linfocitos.

Os granulocitos possuem nucleos lobulados polimorficos e granulos citoplasmaticos
proeminentes, cujas caracteristicas tintoriais diferenciam o tipo de granulécito.

Os mononucleares ou agranulocitos podem também apresentar alguns granulos

sendo, no entanto, quase impercetiveis ou escassos.

1.3.3.1. Neutrdfilos

Mede cerca de 12 a |5 pm de diametro sendo o maior polimorfonuclear. O seu
citoplasma é acidofilo, apresentando muitos granulos finos. O seu nucleo divide-se em 2 a 5
|6bulos distintos que tendem a dispor-se em circulo ao redor do centrossoma. Os granulos
espalham-se uniformemente no citoplasma podendo apresentar, no entanto, porcoes de
citoplasma agranular. ©

Podem ser vistos no sangue neutréfilos maduros desprovidos de I6bulos nucleares,
denominados bastonetes, que se diferenciam dos metamielocitos por apresentarem uma
porcao apreciavel de nucleo e com margens paralelas. Quando ocorre o aumento de

neutrofilos bastonetes em relagao aos segmentados designa-se por “desvio a esquerda”.
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Este, considerado fisioldgico na gravidez, normalmente esta associado a respostas a infegoes,

inflamagoes e administragao de alguns farmacos.

(SR . ~ . ~
v _ & Yo A segmentacao nuclear reduzida, quando nao decorre de
WELRP {

ve =200 '\ estimulos & medula 6ssea com a produgao de bastonetes, surge
como uma anomalia hereditaria — Anomalia de Pelger-Huett - ou
adquirida — Pseudo anomalia de Pelger — Huett. Descrito por Pelger
em 1928 e reconhecida a sua natureza hereditaria por Huett em
1931, a anomalia de Pelger-Huett é herdada como uma
caracteristica autossomica dominante e a sua prevaléncia difere
bastante entre comunidades. A anomalia é bastante visivel e variada
podendo apresentar neutrofilos com nucleo bastonete; outros
nucleos podem ter forma de haltere ou amendoim e uma pequena
percentagem pode apresentar nucleos nao lobulados de todo
distinguindo-se dos mielécitos por demonstrarem uma menor
relacao nucleo/citoplasma, cromatina nuclear mais condensada e

citoplasma mais maduro. @

Figura 7. Células caracteristicas da Anomalia de Pelger-Hiiett

Fonte: Sitio da Internet

As células caracteristicas desta anomalia sao funcionalmente normais, mantendo as
fungoes enzimaticas e fagociticas dos neutréfilos, possuindo igualmente sobrevidas de um
leucocito normal.

E fundamental pesquisar a presenca de células Pelger-Hiiett em esfregacos sanguineos
de outros membros da familia para estabelecer qual a sua origem hereditaria. Para um
correto diagnéstico de Pelger-Huett é importante pesquisar a anomalia no hemograma de
familiares, bem como excluir a possibilidade de um processo infecioso ou inflamatério no
momento da colheita.

Pode ainda existir a anomalia Pseudo Pelger-Hiett, no qual a anomalia pode ser
adquirida, normalmente causada por reagao a drogas ou sindromes mielodisplasicos ou
leucemias mieloide agudas. A grande diferenca entre Anomalia Pelger-Huett, Pseudo Pelger-

Huett ou o Desvio a Esquerda é que o primeiro é desprovido de significado clinico.
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A pertinéncia em aprofundar um pouco este sindrome prende-se com o razoavel
nimero de familias do concelho da Lousa que apresentam esta anomalia, tornando-se
interessante a nivel epidemiologico.

A neutrofilia € uma constante nas doencas inflamatorias agudas e € usual nas croénicas,
como febre reumatica, doenca de Crohn ou tromboflebites extensas. Pode existir também
neutrofilia nos individuos em pos-operatorios ou com traumas severos. A neutropenia

severa € associada a leucemia de células “cabeludas”, Lupus e artrite reumatoide.

|.3.3.2. Eosindfilos

Os eosindfilos sao um pouco maiores que os neutroéfilos, com didmetro entre 12 a
|7um. Com nucleo frequentemente bilobulado e citoplasma abundante, levemente basofilo
mas coberto de granulos eosindfilos que coram de laranja-avermelhado.

A sua fungao é fundamentalmente tecidular, atacando parasitas com enzimas e
proteinas citotoxicas contidas nos seus granulos, aparecendo em pequena quantidade no
sangue periférico. Tem uma agao anti-inflamatdria, influenciando a agao de basdfilos e

mastocitos. A eosinofilia esta normalmente associada a parasitoses e reagoes alérgicas.

1.3.3.3. Baséfilos

Tem um tamanho semelhante ao neutrdfilo, cerca de 10 a 14 ym em didmetro. O
nicleo é geralmente obscurecido por granulos preto-purpura. E o leucécito que aparece em
menor quantidade. Tal como acontece com outras células os baséfilos podem ser
“recrutados” para os tecidos, onde se diferenciam em mastécitos e se ligam as
imunoglobulinas E. Quando ha a presenca de alergénios os monocitos desgranulam e
provocam reagoes de hipersensibilidade, como tal o basodfilo estd associado a reagoes de

hipersensibilidade ou doengas mieloproliferativas.

1.3.3.4. Linfdcitos

Os linfocitos variam entre 10 a 16 pm de diametro, no entanto predominam
linfocitos pequenos (10 a 12 uym) com citoplasma escasso e nucleo redondo e cromatina
condensada. Os linfocitos grandes (10%) tem citoplasma mais abundante e cromatina menos

condensada. ® Circulam no sangue periférico linfécitos B cuja principal fungdo é a produgio
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de imunoglobulinas e os T que eliminam células tumorais e agressores diversos, sendo
microscopicamente impossivel de os distinguir, tendo que se recorrer a técnicas especificas.

Conforme supracitado é possivel visualizar nos esfregagos sanguineos linfocitos
maiores e mais pequenos, sendo bem visiveis as suas diferencas morfoldgicas.

A linfocitose pode estar relacionada com infe¢oes virais agudas — mononucleose ou
hepatites — ou bacterianas e em leucemias linfoides.

A linfopenia, um decréscimo do nimero de linfécitos, deve-se a uma diminuigao de

producao ao nivel dos 6rgaos hematopoiéticos ou uso de drogas.

[.3.3.5. Mondcitos

Os mondcitos sao as maiores células circulantes no sangue periférico, com diametro
compreendido entre 12 a 20 pm. De nucleo irregular e frequentemente bilobulado. O
contorno celular € irregular e o citoplasma pode ter vactolos. Os mondcitos sao produzidos
mais rapidamente e tém uma sobrevida maior que os neutrofilos.

Os monocitos geralmente evoluem para macrofagos nos tecidos e nao existem na
circulagao sanguinea, podendo ser visualizados pontualmente células circulantes com as
caracteristicas dos macrofagos e que estao associados a varios processos infeciosos ou
inflamatorios — endocardites, tuberculose ou parasitoses. Sao células maiores que os
mondcitos e multinucleados

Uma diminui¢ao do niumero de monocitos pode dever-se a corticoterapia, stresse e

leucemias agudas.

[.3.4. Avaliagao das plaquetas

As plaquetas nao sendo células propriamente ditas, mas sim fragmentos de
citoplasma de megacariocitos medem cerca de | a 3ym de diametro. Contém finos granulos
azurdfilos.

No sangue anticoagulado com EDTA normalmente as plaquetas permanecem
separadas, no entanto, no sangue nativo tendem a agregar-se.

Segundo Bain (2004) os megacariocitos raramente sao vistos no sangue periférico de

adultos saudaveis. Sao libertados pela medula 6ssea e retidos nos capilares pulmonares. No

36




Relatorio de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas

2013

entanto uma pequena parte vence a barreira pulmonar podendo ser visualizado
microscopicamente no sangue.

Segundo a mesma autora o aumento do numero de megacariocitos € maior no
sangue de recém-nascidos e lactentes, pos- operatérios, pos parto e individuos com
infecoes, inflamagoes e sindromes mieloproliferativos.

A principal fungao das plaquetas é a hemostase e coagulagao pois os granulos que as
compoe contem fatores de coagulagao que protegem a integridade do endotélio vascular e
reparam este Ultimo em caso de lesoes.

A trombocitose ou aumento de plaquetas deve-se a inflamagoes cronicas, neoplasias,
hemorragias e trombocitémia essencial; ja a trombocitopenia deve-se a alcoolismo croénico
ou infe¢oes virais.

E muito importante despistar a presenca de agregados plaquetarios pois conduzem a
erros significativos nas contagens. Esta aglutinagao pode ser devido a pungao efetuada ou ser
mediada por uma imunoglobulina.

O satelitismo plaquetario é um fenomeno em que as plaquetas aderem aos
neutrofilos, rodeando-os e podem mesmo ser fagocitadas. Nao tem, normalmente,
significado clinico, no entanto pode provocar falsos positivos para alteragoes plaquetarias

diminuindo o numero contabilizado.

[.3.5. Reticulocitos

Correspondem a células na ultima fase de maturagao para eritrécitos, contendo ARN
no citoplasma. Estes granulos de ARN coram com o Azul Brilhante de Cresil . Exposto ao
corante, o ARN cora de azul, permitindo distinguir os reticulocitos dos eritrécitos maduros
num esfregaco sanguineo.

Um aumento do seu nimero em circulagio normalmente traduz uma maior atividade
da medula no sentido de repor a perda de eritrocitos, ou seja, esta normalmente associado a
situagoes de hemorragias ou anemias hemoliticas. Sao contabilizados no Sysmex por técnicas
de fluorescéncia.

O auto-analisador contabiliza e avalia a morfologia celular de todos os leucécitos,
alertando os profissionais para valores fora dos valores de referéncia e possiveis alteragoes
morfoldgicas. Cabe ao TSAC experiente interpretar os histogramas e valores e valida-los

através de um exame microscopico cuidado do esfregago sanguineo referente a amostra.

37




Relatorio de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas

2013

[.3.6. Velocidade de Sedimentacao

A velocidade de sedimentagao constitui um método Uutil, porém, nao especifico, que
funciona como um marcador de resposta inflamatoria, bem como para determinar um
prognostico ou monitorizar um tratamento a uma doenca.

Desde ha alguns anos que os sistemas automaticos tém substituido o tradicional
método de Westergreen, diminuindo o tempo necessiario para que se processe a
sedimentagao total dos eritrocitos. Neste método tradicional designamos por velocidade de
sedimentagao a altura da coluna de plasma, até ao limite de separagao com os eritrocitos
que estao sedimentados. O resultado é entao expresso em mm/h.

Este fendmeno de sedimentagao depende de uma serie de variaveis, tais como a
composi¢ao do plasma, concentragao de eritrocitos, bem como o seu tamanho e forma,
sendo de dificil interpretagao. ® Conforme referi acima, o método de Westergreen tem sido
substituido por sistemas automaticos que determinam o parametro em 30 minutos, ao
contrario dos 60 minutos requeridos pelo método tradicional, devido a um tipo de agitagao
que o aparelho faz ao tubo com a amostra e que potencia a sedimentagao.

No laboratério Arunce tive a oportunidade de executar a determinagao deste
parametro quer com o sistema automatico ou VesMatic, quer com o método tradicional, de
forma a poder comparar ambos os resultados. Assim, nao verifiquei alteragoes significativas
no estudo comparativo dos métodos. Durante o dia a dia o sistema automatico é aquele que
é escolhido para determinar as amostras, por ser menos demorado e nao tao trabalhoso,

adquirindo autonomia para o fazer sozinha ao longo do tempo.

[.3.7. Grupos sanguineos

Os eritrocitos possuem antigénios nas suas membranas, definindo os grupos
sanguineos eritrocitarios. Sao conhecidos cerca de quinze sistemas antigénicos que
caracterizam outros grupos eritrocitarios e estao presentes simultaneamente no mesmo
individuo, no entanto os mais importantes na nossa realidade e mais frequentemente pedidos
sio os sistemas A,B,O e sistema Rhesus (Rh). (¥ Conforme o nome do sistema indica, este

caracteriza-se pela presenca dos antigénios a superficie, antigénio A (Grupo A), antigénio B

38




Relatorio de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas

2013

(Grupo B), antigénios A e B (Grupo AB), ou pela auséncia de antigénios (Grupo O),
permitindo classificar assim todo o sangue humano.

Conforme os antigénios que as hemacias possuem, o soro contem o anticorpo
natural, correspondente ao antigénio ausente das suas células, quando os eritrocitos
possuem os dois antigénios, nao possuem entao qualquer anticorpo, sendo positiva para
ambos os anticorpos se for tipo O. No laboratério Arunce determina-se o grupo sanguineo
em sangue colhido em EDTA, recorrendo ao método serologico, com soros anti A e anti B,
verificando aglutinagoes sanguineas.

Normalmente apenas é necessario determinar entre individuos Rh positivos e
negativos, exprimindo antigénios D sobre as suas hemacias ou nao. Apesar do sistema
Rhesus ser um sistema complexo, com varios antigénios é importante sabermos que os
individuos Rh negativos nao tém anticorpos séricos anti-D, mas podem desenvolvé-los apos
contacto com antigénio Rh, seja por uma transfusao ou até gravidez de uma crianga Rh
positiva. Uma segunda transfusao pode resultar em hemolise e uma nova gravidez nestas
condigoes pode provocar doencas hemoliticas do Recém-nascido. Apenas em casos muito
especificos se torna necessario determinar fendtipos exatos de sistema Rhesus de um

doente, como em politransfusionados. (*)

[.3.8. Coagulagao sanguinea e hemostase

A manutengao da homeostasia circulatoria é conseguida através do equilibrio
alcangado entre hemorragia e trombose. A hemostase, ou inibicao de hemorragia através da
formacao de trombo, obstruindo a lesao na parede endotelial, depende de varios
componentes. Segundo Turgeon (2012) os quatro principais componentes sao o sistema
vascular, as plaquetas, os fatores de coagulagio e a fibrindlise. Funcionalmente,
correspondem a quatro processos importantes que ocorrem durante a hemostase: o
espasmo do vaso lesado; a interagao entre o vaso, plaquetas e fatores de coagulagao; a
formacao de um plug hemostatico; remocao do excesso de material hemostatico de modo a
restabelecer a integridade vascular. @

De acordo com Ciesla (2007), a coagulagao divide-se em dois sistemas: primario,
mediado pela agao das plaquetas e pela vasoconstri¢ao; secundario, envolvendo fatores de
coagulagao e reagoes enzimaticas. Assim que os fatores se envolvem neste processo é

produzida fibrina refor¢ando assim a formagao do coagulo plaquetario até a cicatrizagao
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total. Segundo a mesma autora, através da “cascata” da coagulagao é convertido fibrinogénio
solivel em insoluvel, sendo este processo acompanhado pela agao de um poderoso

coagulante, a trombina, cujo percursor é a protrombina.

Hemostase Primdria — As plaquetas

As plaquetas, ja descritas anteriormente, sao pequenos fragmentos discoides,
sintetizados pela medula ossea, estimulados pela trombopoietina e visiveis na circulagao
sanguinea. Os seus percursores sao os megacariocitos, grandes células (80 a 150pym) e que
podem ser encontrados na medula éssea. As plaquetas tém um papel fundamental tanto na
formagao do plug primario bem como na cascata da coagulagao. A formagao desse coagulo
torna-se uma primeira barreira mecanica e existem quatro fases importantes neste processo:

Adesao, onde plaquetas aderem ao colagénio e alteram a sua forma de maneira a
aderirem com mais eficacia. Esta agregagao € reversivel;

Agregacao, mediada por agentes quimicos levando a agregagao de um nimero cada
vez maior de plaquetas;

Libertagao, as plaquetas libertam o contetdo dos seus granulos densos. Esta fase
constitui uma agregagao que € irreversivel;

Estabilizagao do plug, as reagoes desta fase sao responsaveis pela formagao de

trombos. As plaquetas libertam fatores V e Ill de modo a acelerar a cascata de coagulagao.

Hemostase secunddria — Fatores de coagulagdo

Esta fase envolve uma serie de reagoes de proteinas do sangue que funcionam em
modelo de cascata e que terminam com a formagao do coagulo de fibrina. Este sistema
envolve multiplas enzimas, cofatores, bem como inibidores que mantém o sistema em
equilibrio. O modelo convencional para explicagao da fisiologia da coagulagao é conhecido

como “cascata” e esta representado na seguinte imagem.
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Figura 8. Modelo da Cascata da Coagulagao

Fonte: Sitio da Internet

No laboratério Arunce siao colhidas amostras com citrato, permitindo assim manter
a estabilidade de alguns fatores. E muito importante que se mantenha a proporcio adequada
de anticoagulante para sangue total de modo a manter a fiabilidade dos resultados. Apos a
colheita centrifugam-se as amostras a 4000rpm durante |2minutos apds a qual a amostra é
analisada no equipamento Stagus® pelo TSAC. De uma forma geral, no Laboratério Arunce
as andlises mais pedidas saio o Tempo de Protrombina (TP) e Tempo de Tromboplastina
Parcial Ativada (aPTT). Tive a oportunidade de fazer as colheitas mais adequadas e de
acompanhar e participar na determinacao destes parametros, tendo posteriormente
assistido e participado na interpretagio e validagio de resultados. Em determinadas
situagoes de resultados muito divergentes da normalidade existe a preocupagao do TSAC

em contactar o utente em questao para que contacte o seu médico com alguma celeridade.

TP e International Normalised Ratio (INR)

Calcular o TP é muito atil na monitorizagao e controlo de terapéuticas
anticoagulantes orais se este valores forem associados a valores de INR.

E atil, por si s6, no sentido de detetar deficiéncias de um ou mais fatores de

coagulagao, nomeadamente fatores I, Il, VIl e X, caracteristicos da via extrinseca de

41




Relatorio de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas

2013

coagulagao, devido a défices hereditarios ou adquiridos, défices de vitamina K, doengas
hepaticas entre outros.

O TP representa o tempo que passa entre a adicao de tromboplastina tecidular e
calcio ao plasma anticoagulado com citrato até a formagao de trombina e fibrina.

O INR é um meio de estandardizar os valores de TP na monitorizagao da terapéutica
anticoagulante. Trata-se da razao entre os valores de TP de um doente e os valores normais
de referéncia de acordo com a OMS, independentemente do equipamento e reagentes

usados nos laboratorios.

Tempo de tromboplastina parcial ativada — aPTT

Calcular a aPTT é importante para monitorizar terapias com heparina ou despistar
determinadas deficiéncias em fatores de coagulagao caracteristicos desta via intrinseca da
coagulagao. Torna-se importante no sentido de detetar inibidores especificos da coagulagao
tais como o anticoagulante especifico do LUpus. Este parametro visa medir o tempo

necessario a formagio de trombina e fibrina através desta via de coagulagio. ©

1.4 Aspetos bioquimicos da Hematologia

1.4.1. Metabolismo do Ferro e anemias

O ferro, segundo Tietz (2001), é um dos mais importantes elementos vestigiais. O
seu défice ou desordens no seu metabolismo despoletam um apreciavel nimero de doengas,

nomeadamente as anemias.

1.4.1.1. Ferro

O ferro ingerido é normalmente absorvido sob a forma de Fe2+ a nivel do duodeno
e jejuno, ligando-se a substancias de transporte. Antes de passar para o plasma, este deve ser
oxidado pela ceruloplasmina para Fe*", ligando-se assim, quase na totalidade, a transferrina.

Este parimetro é determinado no Cobas 6000% baseando-se num método
colorimétrico em que a intensidade da cor do complexo corado formado corresponde a

concentracgao de ferro sendo determinada fotometricamente.
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A determinagao deste parametro é importante para o diagnostico e monitorizagao
de anemias microciticas, macrociticas e normociticas, anemias hemoliticas,

hemoglobinopatias e alteragoes da medula ossea.

1.4.1.2.  Transferrina

A transferrina é a proteina transportadora do ferro, dai a importancia da sua
determinacao no estudo do metabolismo do mesmo. Quando se verifica deficiéncia em
ferro, o grau de saturagao da transferrina é um indicador bastante sensivel da deplecao
funcional deste elemento.

O aumento da transferrina no soro pode indicar uma deficiéncia em ferro, apontando
para uma anemia ferropénica, enquanto niveis séricos diminuidos podem ser devido a danos
hepaticos ou inflamagoes agudas e croénicas. Neste caso, o transporte de ferro fica
comprometido levando ao desenvolvimento de anemias.

O seu valor é determinado no Cobas por técnicas imunoturbidimétricas, formando
um precipitado/ aglutinagdo com um antissoro especifico que € determinado

turbidimétricamente.

1.4.1.3. Ferritina

A principal proteina de armazenamento de ferro no organismo. Os seus niveis
séricos refletem com exatidio os niveis de ferro armazenado sendo Util no diagndstico
diferencial de anemias, monitorizacao de terapéutica e avaliagio de reservas em grupos de
risco. O teste automatizado realizado no Cobas baseia-se num principio de aglutinagao
imunologica, em que a ferritina humana aglutina com particulas de latex revestidas com

anticorpos anti-ferritina. O precipitado é entao determinado turbidimétricamente a 570nm.

1.4.1.4. Vitamina B 2

A vitamina B12 ou cobalamina esta presente em alguns alimentos de origem animal e
€ uma vitamina essencial a sintese de DNA, maturacao de eritrécitos e manutencao da
bainha de mielina. E armazenada no figado e libertada conforme as necessidades do

organismo, sendo reabsorvida no ileo, apds ter-se conjugado com o fator intrinseco
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secretado pelas células gastricas. Neste processo sio também importantes as
transcobalaminas que transportam a vitamina B2 para o sangue e tecidos. *

A diminuicao nos seus niveis séricos pode ser a causa de anemias megaloblasticas,
onde os percursores das hemacias sao maiores que o normal e a maturagao
nucleo/citoplasma é anormal. Uma vez que a diminui¢ao de acido folico é também causadora
desta patologia é importante a determinacao destes parametros para um diagnostico
diferencial.

A anemia perniciosa esta associada ao défice de vitamina Bl2 mas devido a

inexisténcia de Fator intrinseco, impedindo assim a absor¢ao da mesma.

1.4.1.5.  Acido Félico

Os folatos ou acido folico designam uma familia de compostos que funcionam como
coenzimas na sintese de DNA, RNA e aminoacidos. Aproximadamente 20% dos folatos
absorvidos diariamente derivam de fontes alimentares, sendo o resto sintetizado pela flora
normal do intestino.

Os défices em folato estao caracteristicamente associados a macrocitose e anemias
megaloblasticas, caracterizadas pela maturagao anormal das hemacias na medula dssea, com
presenca de megaloblastos e células com uma menor semivida. Este défice pode estar
associado a auséncia da flora normal intestinal, fraca absorgao pelo intestino, insuficiente

captacio da dieta e alguns formacos."?

|.5. Setores de Bioquimica, Endocrinologia e Imunologia

No laboratério Arunce as areas de Bioquimica e Endocrinologia estao interligadas e
determinam-se par a par, estando este facto relacionado com o uso de um equipamento
comum, o Cobas6000%, bem como a amostra comum, o soro, o que torna desnecessaria a
separagao prévia do soro em aliquotas.

O Cobas6000" funciona como um auto analisador modular, direcionado para as areas
da bioquimica e da endocrinologia.

Apos a realizagao de colheitas tive a oportunidade de encaminhar as amostras,
organiza-las e submete-las a centrifugacao a 4000rpm durante 18 a 20 minutos. Pude,

também, fazer aprendizagens na programacgao do aparelho, apesar da sua complexidade, bem
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como participar na sua manutengao e execucao de controlos. Assisti a validagao analitica de
resultados, tarefa ao cuidado dos TSAC.

Neste setor procedem-se também a algumas determinagoes de Imunologia, reagoes
de aglutinagao que sao efetuadas no sentido de verificar presencga de anticorpo/antigénios no
soro como Reagao de Waller Rose para a artrite reumatoide, apesar de ser determinado o
Fator Reumatoide no Cobas6000%; Reagio de Widal para pesquisa de salmoneloses; Pesquisa
de antigénios tumorais no VIDAS?, entre outros. Procede-se igualmente a
Imunohematologia, nomeadamente determinagdes de grupos sanguineos e testes de
Coombs.

Endocrinologia segundo Tietz (2001) trata-se do estudo da comunicagao intracelular
e extracelular através de mensageiros designados por hormonas. Atualmente sabe-se que as
hormonas sao mais do que uma substancia quimica produzida por uma glandula especifica e
transportada pela corrente sanguinea até um orgao distante onde desencadeia a sua agao.
Sabemos que podem ser secretadas por tecidos nao glandulares, produzidas em varios locais
do organismo e transportadas por outros mecanismos que nao o sistema circulatorio. Tém
fungoes regulatérias ou de homeostasia, de morfogénese (ex. caracteristicas sexuais) e uma
agao integrativa, no sentido em que operam em associagao umas com as outras, bem como
com outras estruturas no sentido do corpo humano poder trabalhar como uma orquestra,
em consonancia.

Bioquimica de acordo com a literatura corresponde a ciéncia que estuda os
processos quimicos que ocorrem nos organismos vivos. Estuda a estrutura e fungao
metabdlica de componentes celulares como proteinas, enzimas, hidratos de carbono, lipidos

entre outros.

[.5.1. Equilibrio Hidroelectrolitico

A manutencao do equilibrio hidroelectrolitico é fundamental para a vida de todos
os organismos. Nos mamiferos esta manutenc¢ao da pressao osmética e distribuicao de agua
nos varios compartimentos corporais € assegurada pelos quatros eletrolitos mais
importantes, sendo eles Sédio (Na*), Cloreto (CI), Potissio (K") e Bicarbonato (HCO3).
Para além do seu fundamental papel na homeostasia do individuo tem um papel igualmente

importante na manutencao de valores de pH, regulagio do coragao e fungao muscular e
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servem de cofatores as enzimas. E fundamental o estudo destes ides no sentido em que
estes tanto podem ser causa ou consequéncia de uma serie de desordens.

Os ionogramas sio determinados por potenciometria no Cobasé000%, em que um
elétrodo seletivo de ides usa as propriedades Unicas de materiais membranosos para
desenvolver um potencial elétrico de modo a medir ides em solugao.

Segundo Tietz (2001) o hiato anionico foi originalmente descrito como uma regra
de controlo de qualidade . Respondendo pela formula (Na* - [CI'+HCO3]), um hiato normal
corresponde a |I2mmol/L em individuos saudaveis. Este hiato corresponde normalmente a
anides que nio sio mensuraveis como proteinas e moléculas de SO4* que estio presentes
no plasma. Quando os valores do hiato anionico estao aumentados, normalmente, trata-se
de acidoses metabdlicas, sendo que este esta diminuido em casos de erros na medi¢ao do

bicarbonato ou natremia, intoxicagoes de litio ou hipoalbuminémias.

1.5.5.1. Sédio (Na*)

A sua pesquisa é importante de modo a verificar o equilibrio acido-base e balango
hidrico de um organismo. O Na* é um catido extracelular e é responsavel por quase metade
da osmolalidade do plasma o que explica o seu papel fundamental na manutengao do
equilibrio hidrico e respetiva pressao osmética nos compartimentos extracelulares.
Podemos associar, sucintamente, que a quantidade deste catiao presente no organismo € o
balango entre o que ingerimos e o que perdemos. Hiponatrémia ou valores de sédio abaixo
dos valores de referéncia pode ser uma consequéncia previsivel para um baixo consumo
deste eletrdlito ou entao consequéncia de uma grande deplegao como acontece em casos de
vomitos ou diarreia. Esta hiponatremia pode também corresponder a deficiéncias em
aldosterona e outros mineralocorticoides e pode mesmo manifestar-se desde fraqueza, até
convulsoes, coma e morte. A hipernatrémia esta associada a hipercalcémia e hipocaliémia e
acontece em doengas hepaticas, faléncia cardiaca, gravidez e diurese osmoética. Outras causas
podem passar por uma diminuicao da produgao de hormona anti-diurética( ADH) ou uma
sensibilidade tubular diminuida. Os sintomas podem incluir sede, confusao, irritabilidade,

convulsées, como e morte. (?
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1.5.1.2. Potéssio (K*)

Trata-se do maior catiao intracelular. Quando sofre alteracdes na sua homeostasia
pode provocar consequéncias nefastas. O seu doseamento é muito importante para avaliar
balango hidrico, arritmias cardiacas, fraquezas musculares, encefalopatias hepaticas e faléncia
renal. Os valores do potassio devem sempre ser monitorizados em determinadas doengas e
durante administragoes de fluidos que influenciem preenchimentos vasculares.

A hipocaliémia é comum nos estados de desidratagao, sejam vomitos e diarreia,
alcoolismo e deficiéncia em dacido folico, manifestando-se normalmente por fraqueza
muscular, irritabilidade e eventuais paralisias. Taquicardias, anomalias elétricas cardiacas
visiveis em eletrocardiograma (ECG) sao também possiveis. A hipercaliémia é comum em
faléncias renais, hemolise, doenga de Addison, acidoses metabodlicas e infusdes rapidas
endovenosas de Cloreto de Potassio. Normalmente provoca sintomas de confusao mental,

fraqueza dos musculos respiratorios, bradicardias e mesmo paragens cardiacas.

1.5.1.3. Cloreto (CI")

Trata-se do maior anidao no espago extracelular. Fisiologicamente, a sua fungao é
manter uma adequada distribuicio de agua no corpo humano, pressio osmoética e um
equilibrio elétrico nos compartimentos extracelulares.

Pode haver hiperclorémia em desidratagoes, acidoses tubulares, faléncia renal aguda,
diabetes insipida ou excesso de ingestao de sal. Este esta diminuido, relativamente aos
valores de referéncia, em casos de acidose respiratéria cronica, alcalose metabdlica,
insuficiéncias cardiacas congestivas, aldosteronismo ou condi¢oes associadas a um aumento
do volume dos fluidos extracelulares. Num individuo normal o CI" tem poucas variagoes,
exceto um ligeiro decréscimo apds as refeicoes devido ao papel que tem na produgao de

sucos gastricos.

.5..1.4. Cdlcio (Ca2")

O calcio total corresponde a 2% do peso corporal de um adulto. Deste, 99% esta
presente nos ossos sob a forma de hidroxiapatite e apenas 1% é extra dsseo.
O calcio afeta a contratilidade do coragao e musculatura no geral sendo essencial

para o funcionamento do sistema nervoso. E também fundamental para os processos de
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hemostase e mineralizagio do osso. A monitorizagao do cilcio total é importante para o
diagnostico de uma série de desordens, bem como desordens proteicas, de vitamina D,
doengas 6sseas, renais, da paratiroide e trato gastro intestinal.

Cerca de 50% do calcio total encontra-se na sua forma fisiologicamente ativa ou

seja, ionizado. '?

[.5.2. Metabolismo dos lipidos

O:s lipidos, de acordo com Tietz (2001), tém um papel fundamental na vida biologica
do individuo, funcionando tanto como hormonas ou seus percursores, colaborando com o
sistema digestivo, providenciando armazenamento energético e reservas metabolicas,
componentes estruturais e funcionais de biomembranas e atuando no sentido de manter a
temperatura corporal.

Foi durante as ultimas décadas que se estabeleceram definitivamente as relagoes
entre lipidos plasmaticos, lipoproteinas e aterosclerose resultando assim no
desenvolvimento de inimeros programas de saude publica que visam detetar, avaliar e tratar
individuos com desordens lipidicas.

Os lipidos de uma forma geral s3o soluveis em solventes organicos e praticamente
insollveis em agua. No entanto, estruturalmente ligam-se a outros componentes conferindo-
Ihes propriedades diferentes como por exemplo a afinidade nao s6 para solventes como para
a agua. Este jogo de afinidades é importante na formagao de membranas biologicas.

De acordo com a sua estrutura quimica os lipidos podem ser divididos em cinco
grupos dos quais destaco apenas dois, sendo os mais relevantes para este trabalho. Os

esterdis — Colesterol total, HDL e LDL — e os ésteres glicerdis — Triglicerideos. (¥

1.5.2.1. Colesterol total (Ct)

Um esteroide sintetizado principalmente no figado e na parede intestinal. Cerca de
75% é sintetizado de novo enquanto 25% ¢ originario da nossa dieta. Cerca de 50 a 75% do
colesterol plasmatico é transportado por Lipoproteinas de Baixa Densidade (LDL) e uma
outra parte é transportado por Lipoproteinas de Alta Densidade (HDL).A determinagao do

colesterol total funciona como um marcador de risco cardiovascular, no entanto é redutor
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avaliar este parametro sem ter em conta o indice entre os valores de colesterol LDL e HDL,
que definem um indice aterogénico.

Este pardmetro é determinado no Cobas6000" através de técnicas colorimétricas,
cujo composto tem um pico de absorvancia aos 540nm e deve ter-se em conta que as
amostras que se apresentam lipémicas a “olho nu”, nomeadamente quando apresentam um
soro leitoso, podem falsear resultados pois interferem com as técnicas utilizadas pelo que

cabe ao TSAC tomar uma decisio face aos resultados obtidos.

1.5.2.2. Colesterol HDL

Secretados pelo figado ou intestino como particulas que se constituem por
fosfolipidos e apoAl. O colesterol é esterificado pela agao da LCAT — enzima lecitina
colesterol aciltransferase — e o tamanho da particula depende dos ésteres acumulados e da
atividade enzimatica. O colesterol HDL é recolhido dos tecidos e volta a ser “entregue” ao
figado e outros locais através de alguns mecanismos especificos. ' Esta “devolugio” de
colesterol aos tecidos apos a qual vai ser reutilizado, convertido em sais biliares ou
metabolizado novamente denomina-se de mecanismo reverso do transporte de colesterol e
permitiu que estas moléculas de colesterol HDL sejam conhecidas, no senso comum, por
colesterol “bom”.

Quando existem valores de colesterol HDL que sao considerados como desejaveis
pode considerar-se que o individuo tem um baixo risco cardiovascular, sendo este
parametro considerado como tendo um efeito protetor do organismo. Quando os valores
obtidos nao correspondem aos valores de referéncia, pode inferir-se um maior risco

cardiovascular.

1.5.1.3. Colesterol LDL

Estas lipoproteinas de baixa densidade sao muito ricas em ésteres de colesterol e
contém apoB 100 como a sua principal apolipoproteina, transportando e depositando assim o
colesterol para os tecidos que tém recetores para esta apolipoproteina. Estes recetores
ajudam e incrementam ainda mais o uptake de colesterol pelos tecidos.

Valores elevados estao associados a um aumento do risco de desenvolver doenca

cardiaca, nomeadamente aterosclerose coronaria. (¥
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1.5.1.4. Triglicéridos

Esteres do glicerol, os triglicerideos podem ter uma origem enddgena, sintetizadas
pelo figado e exdgena, através da ingestao de gorduras alimentares.

O método mais frequentemente usado consiste em hidrolises enzimaticas através de
lipases e esterases, seguida do doseamento do glicerol libertado através de técnicas
colorimétricas. E importante que o utente apresente um jejum de |4 horas.

Importante na determinagao de hipertrigliceridémias primarias, no entanto, no
Arunce o mais frequente é que a determinagao de triglicerideos seja mais util ao nivel da

avaliagao de risco cardiovascular, associada com os valores de colesterol.

1.5.3. Risco cardiovascular

A maior causa de doenca cardiovascular, segundo Tietz (2001) é a aterosclerose.
Trata-se de um processo que forma placa ou ateroma em grandes e médios vasos, nao
comprometendo o limen do vaso numa fase inicial, no entanto, ha medida que o tempo
passa este ateroma acumula estreitando muitas vezes o lumen. Esta placa é composta por
lipidos, fragmentos celulares, células musculares lisas, colagénio e muitas vezes calcio.
Conforme ja referido anteriormente, valores elevados de colesterol e triglicéridos
participam silenciosamente na formagao de ateroma que segundo o autor, pensa tratar-se de
uma determinada resposta inflamatoéria a lesdes do endotélio vascular. Fatores como a idade,
sexo masculino, heranca genética, tabagismo, diabetes e hipertensao, hiperlipidémias e
homocisteina elevada no plasma sao incrementadoras deste risco cardiovascular. Existe
igualmente associagdo com valores elevados de PCR — Proteina C reativa — devido aos
processos inflamatorios que estiao na base da doenga e que alteram os valores deste
parametro.

Durante o estagio e voltando a referir o fato de que o laboratério Arunce processa
acima de tudo analises de rotina, e nao so, requeridas por médicos de Medicina Geral e
Familiar, tendo por isso uma grande vertente profilatica e pedagogica junto do utente, €
importante referir a importancia do nosso papel no sentido de promover alteragao de
habitos na populagao. Tive a oportunidade, durante as colheitas, de ter um papel proé-ativo
no sentido de alertar os utentes para fatores preventivos da aterosclerose, nomeadamente,

a importancia de fazerem andlises com regularidade, controlarem glicémias, parar/diminuir
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tabagismo e bebidas alcodlicas, importancia do exercicio fisico tendo em vista o aumento do

colesterol HDL e a vantagem de perderem algum peso e diminuirem excessos alimentares.

1.5.3.1. Creatina Cinase (CK)

A creatina quinase ou fosfoquinase (CK) segundo René (), catalisa no musculo, a
transferéncia de um grupo fosfato da creatina fosfato para o ADP, permitindo reconstituir
reservas de ATP. E muito abundante a nivel muscular, seja esquelético ou cardiaco, e no
cérebro. A molécula de CK é um dimero cujas subunidades M (muscular), B (cérebro)
originam trés isoenzimas: CK-MM (musculo esquelética), CK-BB (cerebral) e CK-MB
(miocardio).

Sao doseadas através de técnicas colorimétricas de uma forma geral e devem evitar-
se amostras hemolisadas que devido a libertagio de ATP, falseiam o doseamento. E um
parametro nao muito especifico e que pode aparecer alterado até pela simples pratica do
exercicio fisico (desgaste muscular), no entanto, em casos de enfarte agudo do miocardio é
importante no seu diagndstico, aparecendo marcada e precocemente em 95% dos casos.
Nestes casos deve ser pedida preferencialmente a CK-MB, de modo a que esta seja um

pouco mais especifica.!'”

1.5.3.2. Proteina C reativa ou PCR

Esta proteina € uma das moléculas mais reativas em fase aguda, aumentando os seus
niveis no plasma imediatamente a seguir a traumas severos, infe¢oes bacterianas, inflamagoes,
cirurgia ou proliferacoes neoplasicas, sendo importante no sentido de monitorizar alguma
destas situagoes, principalmente no rastreio de eventos cardiovasculares e campanhas
preventivas. ('

Existem alguns marcadores que siao bons indicadores do risco de lesoes
miocardicas, como a homocisteina e troponinas, no entanto nao sao pedidas com muita

frequéncia, pelos clinicos locais.
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.5.4. Metabolismo dos hidratos de carbono

A glicose ¢ a principal fonte de energia do corpo humano. Apos ser absorvida, o seu
metabolismo resulta em produgao de energia , armazenamento como glicogénio a nivel do
figado ou triglicerideos no tecido adiposo e da-se a conversio em acidos cetodnicos,
aminodcidos e proteinas. (¥

Conforme sabemos é impossivel dissociar este metabolismo do metabolismo
lipidico ou proteico, devendo os parametros ser analisados tendo em conta todos os outro
que sao pertinentes. Vou, no entanto, abordar neste capitulo, os dois parametros mais
especificos deste metabolismo e que sao pedidos com grande frequéncia no laboratério

Arunce: a Glicemia, Glicosuria e a Hemoglobina Glicosilada ou HbAIC.

1.5.4.1. Glicemia

A concentragcao de glicemia é regulada por um complexo numero de vias
metabdlicas e mediada por uma série de hormonas Nomeadamente, a glicogénese é o nome
atribuido a conversao de glicose em glicogénio, o polissacarideo mais importante que fica
armazenado no nosso figado e musculos. O processo inverso, ou seja, a transformagao de
glicogénio em glicose, nomeadamente, quando existem situagoes de hipoglicémia ou jejuns
prolongados, é denominada de glicogendlise. Quando os jejuns sao extremamente
prolongados apenas a gluconeogénese consegue produzir a glicose em falta, ou seja produz
glicose a partir de outros compostos como aminoacidos, glicerol e lactatos. A glicose pode
ainda ser convertida em lactatos e piruvatos, agua e dioxido de carbono pelo ciclo de Krebs
e ATP pelas mitocondrias.

Se nao existirem variagoes demasiado grandes na necessidade de glicose pelo
individuo, a sua glicémia consegue ser mantida dentro de um intervalo de valores estreito e
estavel, devido a um leque de hormonas que tém esta fungao, nomeadamente a insulina, que
diminui a glicemia no sangue e as hormonas contraregulatorias, como o glucagon, a
epinefrina, cortisol e hormona do crescimento que aumentam a glicose na corrente
sanguinea. Estas hormonas, com agdes opostas as da insulina, sao catabodlicas e aumentam a
producao hepatica de glicose, inicialmente por promoverem a glicogendlise e mais tarde por
estimularem nova producgao de glicose, através da gluconeogénese. Esta agao, mais imediata

€ promovida pelo glucagon e epinefrina, enquanto o cortisol e hormona do crescimento
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acuam mais tardiamente, permitindo a mobilizagao de mais glicose e reduzindo o uso de
glicose pelo organismo. ('?

Um individuo com valores de glicemia normais, deve-o também a capacidade do
pancreas para secretar insulina, a capacidade desta de promover o uptake de glicose pelos
tecidos e a capacidade da insulina em suprimir a producao de glicose no figado.

A doencga relativa a este metabolismo com maior prevaléncia é a Diabetes Mellitus,
constituindo-se como um grupo de anomalias metabolicas nas quais a glicose nao é utilizada,
conduzindo a situagoes de hiperglicemia. Com o desenvolvimento da doenga, o individuo
tem um risco aumentado de desenvolver complicagoes como retinopatias, faléncias renais,
neuropatias e aterosclerose, entre outras.

Segundo a Diregao Geral de Saide (DGS), em norma emitida em Janeiro 2011,
diagnostica-se a diabetes se o individuo apresentar um de quatro fatores :

i. Glicemia em jejum superior a 126mg/dl;

ii. Sintomatologia e glicemia ocasional superior a 200mg/dl;

iii. Glicemia superior a 200mg/dl as 2horas na Prova de Tolerancia a Glicose

Oral (PTGO) com 75gr glicose;

iv. HbA | ¢ superior a 6,5%.

Considera-se ainda o diagnostico de hiperglicemia intermédia ou risco aumentado
para diabetes se fatores i e iii se verificarem, com valores de, respetivamente, >=| 10mg/dl e
<126mg/dl e >=140mg/dl e <200mg/dI.

Segundo a mesma entidade a diabetes tipo 2 é a forma mais frequente de diabetes
resultando de uma exposicao crénica das células a glicose em excesso, provocando uma
insulinopenia relativa com maior ou menor grau de insulinorresisténcia. Corresponde a 90%
dos casos e esta também associada a dislipidémias, hipertensao e obesidade. A diabetes tipo
| resulta da destruicao de células Beta dos ilhéus de Langerhans do pancreas, com
insulinopenia absoluta, passando a ser necessaria a administragao desta para sobrevivéncia.
Normalmente deve-se a mecanismos autoimunes, ou entao ¢é idiopatica.

A glicemia é determinada no Cobas6000%, baseando-se num método enzimatico que
consiste na medicao a 340nm de formagao de 6-fosfogluconato a partir da glicose e
esperam-se valores entre os 75 e os | |Omg/dI.

A PTGO tem como objetivo a avaliagao da metabolizagao da glicose e neste

laboratério realiza-se com frequéncia no despiste da Diabetes Mellitus gestacional em
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gravidas ou Diabetes Mellitus em utentes com valores de glicemia altos em jejum. A prova
consiste na determinagao da glicémia em jejum, seguida da ingestao de 75gr de glicose oral,
realizando-se novas determinagoes da glicémia lhora e 2 horas apds a ingestao.

Podem verificar-se casos de hipoglicemias acentuadas, sendo considerada situagao
de emergéncia pois valores de glicose abaixo dos 40-50mg/dl podem causar disturbios ao
nivel do sistema nervoso central, uma vez que o nosso cérebro utiliza a glicose como
principal fonte de energia. Os sintomas de hipoglicémia, segundo Tietz (2001) variam de
acordo com o individuo, no entanto, podem incluir tremores, suores, nausea, taquicardia,

fome e desconforto epigastrico.

1.5.4.2. Glicosuria

Quando a glicemia excede a capacidade de reabsorgao de glicose nos tibulos renais,
o excesso ao invés de ser novamente reabsorvido, é excretado pelos rins, aparecendo na
urina.

Quando ha glicosuria o TSAC deve confirmar os valores de glicemia do utente, caso
tenha efetuado esse parametro e se este estiver aumentado, a causa provavel é Diabetes
Mellitus. Se por outro lado a glicémia estiver normal, pode haver alteragoes nos mecanismos

de reabsorgao a nivel tubular, remetendo para uma disfungao renal, que deve ser investigada.

[.5.4.3. Hemoglobina Alc (HbAIc)

Esta determinagao apesar de ser considerado um parametro bioquimico é realizada
em amostras anticoaguladas com EDTA como outras determinagdes hematoldgicas. E
determinada com a ajuda de um equipamento automatico, nomeadamente o Arkray Adams
Alc HA-8160F

A determinagao deste parametro, segundo Tietz (2001), permite a monitorizagao a
longo-termo dos valores da glicemia num individuo com diabetes Mellitus. Providencia um
index retrospetivo dos valores da glicose plasmatica ao longo do tempo e sem a
interferéncia das flutuagdes a que este parametro se encontra sujeito se determinado
pontualmente. Nao invalida uma determinagao frequente dos valores de glicemia, mesmo

realizados pelo utente, mas torna-se um complemento indispensavel para o controlo da
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doenga, sendo também, por si so, ja considerado como requisito para diagndstico da
doenga.!'?

Para Caquet(2004) durante os 120 dias de vida média de um eritrocito, a
hemoglobina fixa a glicose de forma irreversivel. Esta glicagao realiza-se proporcionalmente
aos periodos de hiperglicemia, assim as hemoglobinas glicadas sao tanto maiores quanto mais
frequentes tenham sido os periodos de hiperglicemia durante os ultimos meses. '

O equipamento automatizado utiliza uma técnica de cromatografia, por troca de
ides, no entanto, qualquer que seja a técnica utilizada as hemoglobinas anormais podem
interferir e gerar erros. E de salientar também que quando ha diminuicdo da vida dos
eritrocitos por qualquer razao diminui a taxa de hemoglobina glicada.

Num diabético, conforme ja referido, o doseamento de HbAIc constitui um bom

critério de equilibrio da doenga, sendo o objetivo ficar o mais préximo possivel do valor de

referéncia para um adulto normal, abaixo de 6%.

1.5.5. Funcao renal

Os rins tém um papel crucial nos mecanismos homeostaticos do corpo humano,
sendo que uma fungao renal diminuida esta associada a um aumento da morbilidade e
mortalidade.

As suas fungoes principais sao de excregao (ureia, creatinina, acido Urico), regulagao
e fungao endodcrina. Ao produzir e excretar urina permite ao corpo humano descartar os
produtos do variados metabolismos e o excesso de substancias inorganicas que ingerimos.
Os mecanismos de reabsor¢ao e secregao ao longo dos tubulos sao os eretores da
regulacao. Estes mecanismos operam de acordo com um complexo sistema do qual fazem
parte fatores extra e intra renais. Relativamente a sua fungao endodcrina, os rins sintetizam
hormonas como a eritropoietina, renina, prostaglandinas, tromboxanos e vitamina D e sao
alvo de algumas que sao produzidas noutros locais, sao ainda o local de degradagao de
algumas hormonas como a insulina e a aldosterona. '?

As lesdes renais podem ocorrer ao nivel glomerular ou tubular, deste modo as
alteragoes glomerulares podem ser determinadas avaliando a capacidade de filtragao e
sintese do rim, podendo normalmente avaliar-se parametros como a creatinina e clearance,

ureia, acido Urico, microalbuminiria e proteindria; as alteragoes tubulares podem ser
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detetadas pela sumaria de urina ou urina tipo Il, pela determinagao da sua densidade e
glicosuria.

As determinagoes bioquimicas, tanto de rotina como mais especificas sao
fundamentais como ferramentas de diagndstico. No laboratério Arunce processamos acima

de tudo parametros de rotina, que passo a descrever mais detalhadamente.

1.5.5.1. Creatinina e Clearence

A creatinina é um catabolito da creatina e creatina fosfato, ao nivel do metabolismo
muscular, sendo exclusivamente eliminada pelo rim por filtragao glomerular, nao sendo
reabsorvida pelos tubulos durante o processo. Pode refletir no individuo a sua massa
muscular global, e a sua velocidade de produgao e eliminagao é normalmente constante em
condigoes fisiologicas estaveis devido a correlagio que existe entre a sua concentragao ho
plasma e o débito de filtragao glomerular, logo, a creatinina é considerada uma das melhores
substancias endogenas na avaliagio da clearance do rim ou taxa de filtragio glomerular. ¥

Segundo a literatura, a clearance da creatinina e a GFR (taxa de filtragao glomerular)
nao podem ser interpretadas através de um valor isolado de creatinina plasmatica, uma vez
que a idade, o sexo ou a raga podem provocar flutuagdes na produgio deste catabolito, ('?
sendo para isso importante testar a clearance com outro composto, como por exemplo a
inulina, que apesar de ser exdgeno é totalmente filtrado pelo rim ou com valores de
creatindria, sendo que a clearance da creatinina como marcador de GFR obtém-se pela

seguinte formula:

Clearance(ml/min)= [creatinuria(mg/dl)/creatinémia(mg/dl)]x Volume urina (ml/min),
avaliando-se assim a velocidade a qual uma substancia é excretada pelo rim comparando com
a sua concentragao no plasma.

Este pariametro é essencial para, em conjunto com outras determinagdes, o
tratamento e monitorizagao de faléncias renais agudas ou croénicas, monitorizagao
terapéutica, monitorizacao de transplantes renais e usada para calculo de GFR.('?

E normalmente detetada por cromatografia liquida de alta diferenciacio, apds

colheita em tubo de gel.

56




Relatorio de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas

2013

1.5.5.2. Ureia

Produto final da degradagao de proteinas e aminoacidos. A amonia formada durante
este processo catabolico de desaminagao proteica é transformada em ureia no figado, no
chamado ciclo da ureia. Em pouca quantidade a ureia nao é toxica e é excretada pelo rim,
nao sendo tao importante na determinagdo de GFR pois esta depende da dieta e débito
urinario do individuo. A sua determinagao torna-se importante se avaliada juntamente com
outros parametros, nomeadamente na monitorizagdo de insuficiéncias renais e outras

patologias renais. ('?

1.5.5.3. Acido drico

O 4cido urico é um produto final do metabolismo das purinas, estas, compostos
vitais dos acidos nucleicos e coenzimas, podem ser sintetizadas ou ingeridas na dieta através
de alimentos ricos em material nucleico como figados. Apesar da maior parte ser excretada
pela urina, o remanescente é secretado para o trato gastro intestinal onde acaba por ser
degradado.

As principais causas de hiperuricemia sao um aumento da sintese de purinas,
desordens de ordem metabdlica, excesso de ingestio de alimentos ricos em purinas,
malignidades, farmacos citotdxicos ou entio estar a sua eliminacdo diminuida, devido a
faléncias renais. A hipouricemia é ja uma condi¢ao pouco frequente, sendo secundario a
doencas hepatocelulares severas ou sobredosagem de alopurinol no tratamento da

hiperuricemia.('?

1.5.5.4. Proteindria

A presenca de proteinas do plasma na urina tem um grande valor semiolégico, no
sentido em que é de bastante utilidade no diagnostico de alteragdes renais importantes.

Mesmo quando a proteindria, especificamente, nao € requisitada esta é determinada
no Arkray® Aution Max Ax4280, quando se processa uma Sumaria de Urina, através das suas
tiras reativas impregnadas em azul de bromofenol o aparelho faz uma pesquisa qualitativa de
proteinas. Esta técnica é no entanto susceptivel de emitir falsos positivos e negativos, por
exemplo, respetivamente, quando a urina é muito alcalina e quando a tira nao deteta cadeias

leves de imunoglobulinas (Bence-Jones). Quando ¢é requisitada a determinagao do parametro
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Proteinuria, este é determinado numa amostra de urina de 24horas, sendo realizado o
doseamento da proteinuria no Cobas6000" através de técnicas de nefelometria e expressos
os resultados em mg/24horas de modo a eliminar os erros ligados a concentragao ou
diluicao da urina-(1%

Segundo o mesmo autor, Caquet (2004), existe uma proteinuria dita fisiologica que
nunca excede os 100mg em 24horas e comporta cerca de 30% albumina e 70% de globulinas
séricas e glicoproteinas tubulares como a Tamm-Horfsall. Podem ocorrer proteinurias
intermitentes, nomeadamente relacionadas com estados febris, esforco fisico ou ortostaticas,
sendo importante este despiste. As proteinurias permanentes traduzem lesdes do
parénquima renal, refletindo lesoes glomerulares ou tubulares podendo ajudar no
diagnostico se houver leucocitlrias ou hematdrias.

As proteindrias glomerulares caracterizam-se normalmente por abundancia em
proteinas, proteinUria superior a 3g em 24horas e normalmente acompanhada de
hipoalbuminemia. As tubulares caracterizam-se pela presenca de proteinas de baixo peso

molecular, como a beta-2-microglobulina ou cadeias leves de imunoglobulinas. '

1.5.5.5. Albumina de Baixa Concentragdo

Efetuada a partir das recolhas de urina de 24horas, esta determinagao é realizada no
Cobasé000%, tendo por base uma reagio imunoquimica, em que a albumina reage com
anticorpos especificos formando um complexo que emite um feixe de luz cuja intensidade é
medida. A presenca de pequenas quantidades de albumina na urina, inferiores ao
considerado proteinuria (300mg/min) mas superiores as da proteinuria fisiologica (30gr/min),
torna-se um bom marcador de nefropatia precoce, muito importante nos individuos com
Diabetes Mellitus.'”

Podem ocorrer pequenos aumentos associados a infegdes do trato urinario (ITU),
exercicio fisico, menstruagao e febres, dai que um primeiro resultado positivo deva ser

sempre confirmado.

1.5.5.6. Densidade

A densidade constituiu um indice da concentracio dos componentes da urina,

dependendo do nimero de particulas mas também do peso das mesmas. Este parametro é
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usado para medir o poder de concentragao e diluicao do rim o que valida o seu esforco em
manter a homeostasia do organismo. A capacidade de concentragdio do rim é uma das
primeiras capacidades que se perdem como consequéncia de lesdes tubulares. A densidade
normal situa-se entre os 1,010 e 1,025mOsm/Kg podendo atingir os 1,003 e 1,035
consoante o estado de hidratagao do individuo e tendo em conta que a densidade da agua é
[.000. Como a densidade varia ao longo do dia — se nao houver variacdo da densidade
significa que o rim perdeu a sua capacidade de concentrar/diluir - estd em faléncia — é
importante que se faga a mesma determinagao em mais do que uma amostra.

Como a densidade é afetada pela presenga de moléculas de elevado peso, tais como
proteinas ou glicose, alguns autores defendem que deve fazer- se um ajuste ou corregao de
resultados ou entao nao os validar pois uma densidade aumentada a par com glicosuria e
proteinuiria, nao permitem ter nocao de os mecanismos de concentragao/diluicao

funcionarem corretamente.

[.5.6. Funcgao hepatica

O figado protagoniza uma série de agOes baseadas nas suas fungdes que sao
essenciais a vida humana. Ele recebe, processa e armazena aminoacidos, hidratos de carbono,
lipidos, vitaminas e minerais. Sintetiza albumina, alfa e beta globulinas, fatores de coagulagao
e desintoxica o organismo de compostos toxicos exogenos como drogas ou outros toxicos.

Uma outra fungao vital do organismo é a conjugagao da bilirrubina com o acido
glucordnico, ficando esta apta a ser excretada para a bilis. Sintetiza também acidos biliares a
partir de colesterol, regulando assim o metabolismo do colesterol e facilitando a absorgao
da nossa ingestao lipidica diaria.

Estas fungoes do figado, nomeadamente de excregao, producio de enzimas e
sintese podem ser monitorizadas através de determinagoes laboratoriais, respetivamente,
Bilirrubina, Alanina Aminotransferase (ALT), Aspartato Aminotransferase (AST),

Gamaglutamil Transferase (GGT), Fosfatase alcalina (FA), Proteinas totais e Albumina.

1.5.6.1. Bilirrubina

Pigmento oriundo da destruicao da hemoglobina no citoplasma de macrofagos. Uma

vez que é insoluvel no plasma esta é transportada até ao figado, ligada a albumina onde é
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conjugada e excretada via vias biliares. Faz-se o doseamento da bilirrubina no Cobas6000R,
através de métodos colorimétricos, em que a intensidade da cor do corante vermelho
formado ¢ diretamente proporcional a bilirrubina total, sendo determinada
fotometricamente. Existe alguma bilirrubinemia normal devido a hemdlise fisioldgica, sendo
bilirrubina livre. A bilirrubina que esta na forma conjugada é inteiramente eliminada pela bilis
tendo valores séricos praticamente nulos.'®

Os doseamentos de bilirrubina total sao uteis no sentido de diagnosticar e tratar
nao so patologias hepaticas mas também patologias de ordem hematologica e metabdlica,
incluindo anemias hemoliticas e patologias da vesicula biliar.

A hiperbilirrubinémia confere ao individuo uma cor amarelada denominada de
ictericia, sendo que este parametro permite a monitorizacdo desta condicao de doenga,
sendo importante diferenciar se é bilirrubina livre ou conjugada de modo a definir a causa.
Segundo Caquet (2004) a hiperbilirrubinémia diz-se nao conjugada se for constituida por
cerca de 80% de bilirrubina livre e pode ser devida a uma produgao excessiva de bilirrubina
quer devido a hemolises hereditarias ou adquiridas, talassémias, reabsor¢ao de hematomas
volumosos, entre outros, quer devido a um defeito no processo de conjugagao, denominado
de doenca de Gilbert, cuja caracteristica é o défice de glicuronil-transferase e traduzindo-se
numa ictericia cronica mas benigna. ¥

A hiperbilirrubinémia diz-se conjugada se a maior parte da bilirrubina for conjugada
ou direta e se houver bilirrubinuria, pois apenas esta é filtrada pelo glomérulo renal.
Normalmente esta associada a colestase, que pode ser extra hepatica — neoplasia do
pancreas, vias biliares ou litiase — ou intra hepatica — hepatites virais ou alcodlicas, colestases

medicamentosas ou cirroses biliares primarias. (*

1.5.6.2. Alanina Aminotransferase e Aspartato Aminotransferase (ALT e AST)

Estas aminotransferases catalisam a transferéncia do grupo amina de um aminoacido
para um acido alfa-ceténico dai a sua denominagao. Passam para o soro em casos de
hemolise hepatica ou muscular. A ALT tem as suas atividades principalmente no figado
enquanto a AST, para além do figado, pode também ser encontrada no coragao, musculo
esquelético e rins. Normalmente verifica-se um maior aumento de ALT face aos valores de
AST, exceto em situagdes muito pontuais, como hepatite alcodlica. no entanto existe um

aumento de ambas e este esta intimamente relacionado, sendo usado para monitorizagao e
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diagnéstico de doenga hepatica, nomeadamente ao nivel do parénquima hepatico, como
hepatites (FA e GGT estarao também muito aumentadas), cirroses, hepatocarcinomas. Nos
casos de patologias que provocam maiores alteragoes nas outras duas enzimas, FA e GGT,
as transaminases encontram-se igualmente elevadas mas nao em tao grandes proporgoes

como nestas doencas do parénquima hepitico.'”

1.5.6.3. Gamaglutamil Transferase (GGT)

Esta glicoproteina membranar catalisa a transferéncia de residuos gama-glutamil do
glutatido para recetores peptidicos. Encontra-se nos rins, pancreas, baco, intestino e em
menor quantidade no figado e cérebro. O alcool estimula a sua sintese, dai o seu
doseamento ser tao importante no diagnostico de doengas por ele provocadas, como a
cirrose alcoodlica. Segundo o autor, Caquet (2004), ainda que a presenga da enzima no plasma
seja a partida por causas hepaticas, o seu aumento nao é especifico apenas das doengas
hépato-biliares. A amostra é processada no Cobasé000" a partir de métodos colorimétricos.

O seu aumento esta associado a obstrugoes biliares extra-hepaticas, sendo a enzima
mais sensivel a colestase, estando também elevada em carcinomas hepiticos e metastases. E
um marcador de consumo de dlcool excessivo, permitindo monitorizar regimes sem alcool e
respetivas recaidas. Medicamentos indutores enzimaticos como os antiepiléticos,
antidepressivos, hipnoticos ou rifampicina provocam também um aumento significativo desta
enzima, sendo importante controla-los para que se mantenham estdveis para que nao seja

necessaria a interrupgao da medicagao."”

1.5.6.4. Fosfatase Alcalina (FA)

Esta monosterase hidrolisa os ésteres fosforicos organicos em pH 6timo de 8,5 e
encontra-se em Orgaos como os rins, figado, ossos, pulmoes, placenta e globulos vermelhos.
No entanto, as isoenzimas de origem hepatica e ossea representam cerca de 80% da sua
atividade. E importante referir que a hemolise da amostra pode falsear os resultados devido
as fosfatases alcalinas eritrocitarias que sao libertadas.

Fisiologicamente, as taxas mais elevadas encontram-se nas criangas devido ao
crescimento 6sseo e nas gravidas devido ao aparecimento de AP na placenta. Medicagao

como cefalosporinas e beta-bloqueantes podem induzir um aumento desta enzima.
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A elevagao da AP é um bom marcador de colestase, quer seja intra ou extra
hepatica, apresentando maiores valores para causas extra hepaticas, sendo nestes casos
acompanhada de um aumento da GGT, o que nao acontece se o aumento for devido a uma

doenca 6ssea. Pode também ser acompanhada por um aumento ligeiro de ALT e AST. ('

1.5.6.5. Proteinas totais e Albumina

O figado sintetiza cerca de 90% das proteinas séricas, havendo diminuigao das
mesmas quando ha uma lesao neste orgao.

As proteinas totais s6 alteram em insuficiéncias hepaticas graves e podem ser
determinadas através da metodologia da reagao ao biureto, na qual sao expostas ao iao
cobre que reage com as ligagoes peptidicas da proteina em meio alcalino, formando um
complexo que tem o seu pico de absorvancia aos 540nm."”

A albumina é a proteina que circula em maior quantidade no plasma, sintetizada
exclusivamente pelo figado e a sua fungao é transportar moléculas para outros locais do
organismo como calcio, acidos gordos, hormonas ou farmacos, sendo também importante
na manutengio da homeostasia do organismo."”

No laboratério Arunce realiza-se também a Eletroforese de Proteinas, util na
avaliagao de doenga, uma vez que as alteragoes no perfil de cada proteina orientam para uma
determinada doenga. No perfil de um adulto normal existe um pico que corresponde a
albumina; se esse pico ocorrer nas fragoes gama e beta pode ser sugestivo de cirrose e um

pico que “una” as fragoes gama e beta pode ser sugestivo de infegoes cronicas.

[.5.7. Fungao Pancreitica

O pancreas é um o6rgao essencial a digestao, produzindo diversas enzimas
digestivas que sao conduzidas para o intestino atuando na metabolizagao dos alimentos e sua
absor¢ao — Fungao exdcrina. Produz também nos Ilhéus de Langerhans hormonas como a
insulina, glucagon e somatostatina — Fungao endocrina.

A avaliagao da fungao pancredtica exocrina conta com varios testes, de entre os
quais exame microscopico de fezes, determinagao de produtos de digestao e determinagao
de enzimas e outros parametros analiticos no soro. Neste contexto, a determinagao de

amilase e lipase sao os mais requisitados pelos clinicos.
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1.5.7.1. Amilase

As amilases sao um grupo de hidrolases que degradam hidratos de carbono
complexos. Estas sio produzidas pelo pancreas exocrino e secretadas no intestino. Sao
também produzidas pelas glandulas salivares, figado e ovarios. Um aumento do seu valor esta
essencialmente relacionado com pancreatite aguda mas pode ser originado por outras
doengas, uma vez que é produzida por diversos 6rgaos, pelo que nao € um indicador
especifico da fungao hepatica, devendo sempre ser associada a outros parametros. Através
de técnicas especificas é possivel diferenciar as isoenzimas pancreatica e salivar.

E determinada pelo Cobas através de métodos colorimétricos enzimaticos, sendo a
intensidade da cor do produto final da reagao diretamente proporcional a atividade da

amilase.

1.5.7.2. Lipase

O pancreas é a principal fonte desta enzima pelo que é mais especifica no
diagnostico de doencas deste orgao permitindo, entao, diferenciar se uma hiperamilasémia é
pancredtica ou salivar. Nas pancreatites eleva-se de forma igual a amilase, no entanto,
permanece elevada durante mais tempo. Por esta razao ambas as enzimas se complementam

. ;L. (12)
num correto diagnostico.

Este parametro é determinado no Cobas6000 através de métodos colorimétricos
enzimaticos em que a intensidade da cor do corante formado é diretamente proporcional a

atividade da lipase, podendo ser determinada fotometricamente.
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PARTE IV

I. Fase Pés-Analitica

Consideram-se na fase pos-analitica todos os procedimentos e atividades que se
seguem ao ato analitico. Inclui a revisao sistematica, interpretagao de informagao de acordo
com o utente em questao, transmissao da mesma e comunicagao com o clinico ou utente no
caso de alteragdes importantes nos parametros e armazenamento/eliminagao de amostras
de acordo com a politica do laboratério.

De acordo com a literatura, para que haja um sistema de qualidade num laboratoério,
este deve contar com todos os meios e processos que garantam que cada resultado é
interpretado de acordo com o utente em questao, que haja um documento/relatério de
resultados que seja percetivel, util e verdadeiro, que haja um adequado registo e arquivo de
amostras e de documentos de modo a melhorar a rastreabilidade e que este esteja acessivel
para que se consiga uma consulta facil e eficaz. ¢

No laboratério Arunce todos colaboram para a fase pés-analitica, nomeadamente no
armazenamento e gestao de amostras e documentagao, bem como no empenho nas fases
que |Ihe precedem. No entanto, os especialistas é que sao responsaveis pela interpretagao,
validagao e transmissao de resultados, fungoes que requerem inumeros conhecimentos e
perspicacia. Todos os resultados alterados requerem algum cuidado e confirmagao, nao
implicando a repeticio da analise se se conseguirem esclarecimentos de outra forma,
nomeadamente a consulta de analises anteriores do mesmo utente no arquivo de
documentos, comunicagao com o utente ou médico via telefone, devendo, no entanto, haver
algum cuidado na comunicagao com o doente de forma a nao o alertar e preocupar em vao.

Em casos de valores muito alterados e que constituam perigo para o utente e/ou
outros deve haver notificagao imediata do utente ou médico prescritor da andlise, devendo

estas comunicagoes e notificagoes ficar registadas.
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2. Conclusédo

A realizagao deste estagio constituiu-se como uma mais-valia para a minha formagao
académica e profissional, bem como a nivel de evolugao pessoal, ao integrar-me numa equipa
de trabalho competente que se dedicou a transmitir-me todos os conhecimentos que
possuiam, bem como tive oportunidade de, por um lado, consolidar conhecimentos que
adquiri durante este mestrado, aplicando-os a pratica laboratorial e, por outro, desenvolver
competéncias analiticas e de interpretagao dos respetivos resultados laboratoriais.

Durante a introdugao deste trabalho propus-me a desenvolver sucintamente todas as
areas em que desenvolvi atividades e a aprofundar duas delas, a Hematologia e a Bioquimica,
o que fiz, aliando a teoria, a pratica e ainda a tecnologia usada no laboratério, tendo obtido
grande satisfagao da minha aprendizagem. Tive também a possibilidade de apreender fatores
como a importancia da relagdo com os utentes num contexto de laboratério privado, de
proximidade, em que os utentes optam por este laboratorio, sendo a sua escolha baseada na
interacao que desenvolvem com o TSAC na sala de colheitas, bem como a importancia de
uma relacao de confianca e confidencialidade entre o TSAC e o utente num contexto de
localidade pequena em que ambos podem eventualmente conhecer-se ou conhecer pessoas
comuns, e também pela qualidade do servi¢co que lhes é prestado.

Em suma, o desenvolvimento deste estigio permitiu-me aliar toda a teoria
apreendida durante o mestrado a pratica laboratorial, permitiu-me a integragao numa equipa
de trabalho na sua totalidade, desenvolvendo capacidades de trabalho em equipa, gestao de
conflitos internos e dificuldades relacionadas com a dicotomia qualidade-custos que nos é
imposta devido ao “estado da arte” em que vive o pais. Todo este trabalho foi desenvolvido
com forga de vontade, empenho e muita persisténcia, no entanto com muita compensagao

no sentido em que obtive uma otima preparagao para a vida profissional.
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