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ABREVIATURAS
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phosphatase)

ALT — Alanina aminotransferase
ApoA — Apolipoproteina A
ApoB — Apolipoproteina B
ApoE — Apolipoproteina E

aPTT — Tempo de tromboplastina parcial
activada (activated partial thromboplastin
time)

AST — Aspartato aminotransferase
BH — Caldo de Brain-Heart
CH50 — Complemento total

CHCM - Concentragao de hemoglobina
corpuscular média

CHUC - Centro
Universitario de Coimbra

Hospitalar e

CK — Creatina Cinase

CK-MB — Creatina cinase-MB

CM — Caldo de cooked-meat

ESP — Esfregaco de sangue periférico

FEIA — Ensaio imunofluoro-enzimatico
(fluoro-immuno-enzymatic assay)

FR — Factor Reumatdide

GGT — Gamaglutamil transferase

GS — Gelose de sangue

Hb — Hemoglobina

HbA  c — Hemoglobina glicada Ac

HCM — Hemoglobina corpuscular média
Hct — Hematocrito

HDL — Lipoproteinas de elevada densidade
(High density lipoproteins)

HG — Hospital dos Covoes
HP — Hospital Pediatrico

HPLC — Cromatografia liquida de elevada
eficiéncia  (High  performance  liquid
chromatography)

Ig — Imunogloblina

Igs — Imunoglobulinas

INR — Razao internacional normalizada
(international normalized ratio)

LCR — Liquido cefalorraquideo

LDH — Lactato desidrogenase

LDL — Lipoproteinas de baixa densidade
(Low density lipoproteins)

Lipo (a) — Lipoproteina a
MAC — Complexo de ataque membranar

MALDI-TOF — Matrix Assisted Laser
Desorption lonization Time-of-Flight

NRBC — Eritroblastos (Nucleated Red Blood
Cells)

PCR — Proteina C-reactiva
Pct — Trombocrito

PT — Tempo de protrombina (Protrombin
time)

PVX — PolyVitex
RBC — Eritrocitos (Red Blood Cells)

RBP — Proteina ligadora do retinol (Retinol
binding protein)

SMD - Sindrome Mielodisplasico
SPC — Servico de Patologia Clinica
VCM - Volume corpuscular médio
VPM — Volume plaquetar médio

VSE - Velocidade de sedimentacdao
eritrocitaria

WBC - Leucécitos (White Blood Cells)






RESUMO

Os laboratérios de analises clinicas fornecem um excelente apoio ao diagnodstico clinico
ajudando na caracterizagao de patologias e a acompanhar o estado de saide dos doentes.

Este relatério é fruto do trabalho desenvolvido entre os meses de janeiro e julho de 2016
no Servigo de Patologia Clinica do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra, no ambito
do estagio curricular integrado no plano de estudos do mestrado de Andlises Clinicas da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra. Nele sera apresentado o laboratoério no
seu todo, bem como a sua organizagao por setores de trabalho. O trabalho realizado nos
setores de Imunologia e de Hematologia serd apresentado com mais detalhe, pois estes
correspondem as duas areas de trabalho exigidas, seleccionadas por mim. Relativamente ao
trabalho desenvolvido nos setores de Bioquimica e de Microbiologia sera apresentado
apenas um breve resumo, embora o estagio tenha sido igualmente distribuido pelas

diferentes areas de trabalho.

ABSTRACT

Clinical laboratories provide excellent support for medical diagnosis, in characterization of
pathologies and monitoring the patient. This report is the result of my curricular internship
between January and July of 2016 in the Clinical Pathology Department of the Centro
Hospitalar e Universitario de Coimbra, in the framework of the master degree program in
Clinical Analysis of the Faculty of Pharmacy of the University of Coimbra. It will be described
the laboratory as a whole, as well as it’s organization by sectors and work areas. The work
done in Immunology and Haematology sectors will be reported with more detail, as the two
required work areas, and only a brief summary of the work done in Biochemistry and

Microbiology sectors will be included.
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|. INTRODUCAO

Estima-se que em 2014 foram prestados, nos hospitais do Sistema Nacional de Saude, mais
de 82 milhdes de atos de andlise clinicas (1). Para dar resposta a estas solicitagoes tem de
existir uma boa gestao dos laboratérios, passando nao sé pelas pessoas que nele trabalham,
como pelos recursos existentes (infraestruturas, equipamentos).

O laboratério de andlises clinicas constitui pois um mundo vasto de técnicas, metodologias,
parametros quimicos e celulares, equipamentos diversos, material basico de laboratério e
essencialmente doentes e pessoal técnico especializado, sem o qual esta gigante “fabrica” nao

poderia funcionar.

O estagio no Servico de Patologia Clinica (SPC) do Centro Hospitalar e Universitario de
Coimbra (CHUC) teve a duragao aproximada de sete meses (de janeiro a julho de 2016)
tendo sido o tempo igualmente distribuido pelos diferentes laboratérios, nomeadamente
Bioquimica, Urgéncia e Hormonologia, Imunologia e Autoimunidade, Hematologia e

finalmente Microbiologia e Serologia.

Esta experiéncia em ambiente hospitalar foi fundamental para por a prova todos os
conhecimentos adquiridos ao longo destes dois anos de mestrado, bem como aprender e

executar técnicas e metodologias aprendidas.

O contacto direto com a doenga, com tarefas diarias de um laboratério, a necessidade de
executar e validar as analises em tempo Uutil, para dar resposta a uma determinada suspeita
de diagndstico ou tratamento é um desafio didrio que da ainda mais motivagao para

continuar a trabalhar e a aprender.

Ao longo destes sete meses, as areas de Imunologia e Hematologia foram as que mais

prenderam a minha atengao pelo que serao elas que irei desenvolver neste relatério.



2. CARATERIZACAO DO LABORATORIO

O Servico de Patologia Clinica do CHUC localiza-se no Edificio Sao Jeronimo, nas

proximidades do CHUC e tem como diretor o Dr. Fernando Rodrigues.

Este servico engloba varios laboratérios e estd dividido em varios setores, de modo a
facilitar a organizacao do trabalho e das amostras, mas também a rentabilizar o espago
existente. Esses setores sao: Imunologia, Autoimunidade, Serologia e Tratamento de Urinas,
Bioquimica de Rotina e Bioquimica de Urgéncia, Hematologia, Hormonologia (todos situados
no “Core”), Coagulagio Especial, Microbiologia, Parasitologia e Micologia e, ainda,
Tuberculose. Existe também a darea de rececio de amostras biologicas bem como
infraestruturas de apoio, nomeadamente salas de validagao de resultados (normalmente
junto ao respetivo setor), salas de microscopios (para os setores de hematologia, imunologia
e microbiologia), salas de lavagem e salas de saida de material limpo, salas de stock
(reagentes, calibradores e controlos) e de armazenamento de amostras e, ainda, a biblioteca,

a sala de reunioes e diversas salas de tarefas administrativas e de direcao.

Da equipa presente diariamente a trabalhar no SPC incluem-se médicos, técnicos superiores

de saude, técnicos de analises clinicas, técnicos administrativos e auxiliares.

A sala de colheitas encontra-se aberta diariamente das 8 as |5 horas e 30 minutos,
recebendo cerca de 500 utentes por dia. Existe um sistema de rececao de doentes,
organizado por prioridades de acordo com a seguinte ordem: transplantados e diabéticos,
doentes em macas e em cadeiras de rodas, criangas e gravidas, doentes com consulta de
hematologia e de oncologia, atendimento geral e para entrega de produtos biolégicos de
modo a uma melhor gestao de recursos e tempos de espera. Ha 12 postos de colheitas de
sangue e outos produtos (urina, fezes, expetoragdes). Os tubos de amostras sao
identificados com cddigos de barras. A identificagao inclui o nimero da amostra, antecedido
de uma inicial que identifica o setor a que se destina (UQ — Bioquimica, Z — Urgéncia, G —
Imunologia, N — Autoimunidade, L — Hormonologia, EU — Serologia, H — Hematologia e M, |,

C e O — Microbiologia).

As amostras sao colhidas em diferentes tubos consoante o pedido. Para as analises
hematoldgicas sio usados tubos com EDTA como anticoagulante e para a obtengao de
plasma s3ao usados tubos com citrato de sédio. As amostras de soro sao colhidas para tubos
sem anticoagulante e com particulas ativadoras de coagulagao e gel separador. O soro é
obtido apos centrifugacao a 1800 g durante 10 minutos. As amostras de soro sao usadas nas

andlises efetuadas nos Setores de Imunologia, Autoimunidade, Bioquimica, Serologia e
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Hormonologia. No Setor da Urgéncia sao usadas amostras de plasma, obtidas de sangue

colhido para tubos com heparina de litio como anticoagulante.

Ao balcao da recegao de amostras chegam produtos das salas de colheitas, das enfermarias,
do banco de urgéncia, do Hospital Pediatrico (HP), do Hospital dos Covoes (HG) e
Maternidades Bissaya Barreto e Daniel de Matos. Sao recebidas pelos administrativos e
integradas no sistema informatico, ja que é fundamental saber quando chegaram as amostras,

qual a sua proveniéncia e quais os procedimentos analiticos requeridos.

A partir deste ponto, sao distribuidas pelos setores sendo separadas para as respetivas salas.
Esta separagao é também auxiliada pelos equipamentos AutoMate2500 Sample Processing
Systems e OLA2500, ambos da Beckman Coulter que separam os tubos consoante o setor
de destino, em diferentes racks, cabendo ao utilizador ir recolher os suportes. Estes

equipamentos fazem também aliquotas de acordo com o estipulado em cada setor.

O SPC esta informatizado com o sistema de gestio Cinidata®XXI, MaxData, que permite a
integracao de todos os pedidos de analises bem como alguma informagao clinica (segundo o
critério do médico requisitante), o historial analitico dos doentes, permitindo a interligagao
de todos os setores, a organizagao e producao de listas de trabalho e a validagao de
resultados. Existe ainda o sistema de gestio Hemagest, integrado com a Clinidata®XXI
aplicado ao Setor de Hematologia. Este servico e o servigco de Urgéncia funcionam 24 horas
por dia, e a partir das |6 horas asseguram também o tratamento de produtos bioldgicos

para estudo microbiologico.



3. O SETOR DE IMUNOLOGIA

A imunologia é o estudo da imunidade, isto é dos acontecimentos celulares e moleculares
que ocorrem depois do organismo ser exposto a microrganismos ou a moléculas estranhas,

conferindo protegao ao organismo (2).

O sistema imunolégico humano é composto por multiplos sistemas de defesa, que atuam em
simultdneo para proteger o organismo. Do sistema imunitario fazem parte as barreiras
fisicas, tais como a pele e o pH extremamente acido do estomago, o sistema imune inato
que engloba as células (macrofagos e neutrofilos) e o sistema do complemento e o sistema
imune adquirido que é o mais especifico e eficaz, causando a ativagao dos linfocitos Te B e a

produgao de anticorpos (2).

As defesas especificas do sistema imunitario adquirido sao produzidas apos uma exposicao
prévia a determinados antigénios, moléculas que estimulam a produgao de anticorpos (ou

Igs) especificos pelos linfécitos (3).

O sistema do complemento é uma parte essencial do sistema imune inato e constitui uma
defesa de primeira linha contra organismos invasores e componentes proprios anormais que
podem causar doenca (4). E ativado pela ligacio de anticorpos a antigénios com o fim de
levar a destruicido de microorganismos reconhecidos por anticorpos (3). A ativagao deste
sistema desencadeia, pois, uma resposta inflamatoria potente e tem como efeitos principais a

opsonizagao e a inflamacao (4).

3.1. Equipamentos e principios de metodologia utilizados

Neste setor sio estudados tanto os mecanismos do sistema imunolégico inato como do
adquirido. As amostras aqui processadas podem ser quer de soro ou plasma heparinizado,

quer liquido cefalorraquideo (LCR), urina de 24 horas ou fezes.

No setor de imunologia existe um equipamento BN ProSpect, da Siemens e dois
equipamentos BN I, também da Siemens cujo principio do método é a nefelometria, para as
determinagoes de rotina, baseadas em reacgbes antigénio-anticorpo, descritas na tabela |.
Um dos equipamentos BN Il é destinado a determinagdes realizadas semanalmente, ja que,
pelo reduzido nimero de pedidos nao é eficiente nem rentavel fazer estas determinagoes

diariamente.



A nefelometria € uma metodologia muito utilizada na quantificagdo das reagoes de
precipitacao de antigénio-anticorpo em suspensoes muito diluidas. Baseia-se na medida da

luz dispersa pelos imunocomplexos quando um feixe de luz passa através da amostra (5,6).

Sao usadas particulas de polistireno revestidas com anticorpos especificos para cada analito
a determinar, que quando em contacto com o analito presente na amostra de soro do
doente vao agregar-se. Estes agregados vao depois causar a dispersao do raio de luz
incidente na amostra, sendo a intensidade da luz dispersa, detetada num angulo de 90°, em
relagao a luz incidente (Figura 1), proporcional a concentragao do imunocomplexos formado
e, consequentemente, da proteina em andlise na amostra. O resultado é avaliado em

comparagao a um padrao de concentragoes conhecidas (6).
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Figura | — Representacao esquematica da instrumentagao de nefelometria e de turbidimetria. A nefelometria

mede a luz dispersa pelos imunocomplexos em suspensao na amostra, que causam a dispersiao do raio de luz
incidente, que é detetada num dngulo de 90° relativamente a luz incidente.

(Adaptado de http://|.bp.blogspot.com/-_cSKO4Ryg4w/TZgalgIK4GI/AAAAAAAAAKE/sLrnioEOzp8/s1600/turbidimetria.jpg
05/09/2016).

Para além dos nefelometros, neste setor, existem ainda trés sistemas Hydrasys, da Sebia, para
a realizagao de eletroforese de proteinas e imunofixagao em gel de agarose. A eletroforese é
uma técnica de separagao de proteinas, baseada na sua migragao, de acordo com as suas
caracteristicas (peso molecular, carga elétrica ou ponto isoelétrico) sob agao de um campo
elétrico, do polo negativo para o polo positivo (Figura 2). A eletroforese é realizada em géis
de polimeros, que apresentam ligagcoes cruzadas e que agem como “peneiras” permitindo a

migragao das proteinas de acordo com a razao carga/massa (7).
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Figura 2 — Esquema da execugido do proteinograma e respetivo resultado eletroforético.
(Adaptado de http://images.slideplayer.com.br/1/47293/slides/slide_12.jpg, em27/07/2016).

O ImmunoCap250, Phadia é outro equipamento usado para a determinagao de IgE especifica,
IgE total, IgA especifica e outras determinagoes, sendo principalmente usada, no SPC para a
quantificagao de IgE especifica. Usa metodologia FEIA (ensaio imunofluoro-enzimatico) em
sandwich, que se baseia na ligagao de antigénios a anticorpos especificos (Figura 3). Os
alergénios, disponiveis comercialmente, estao fixados numa fase sélida e irao reagir de forma
especifica com os anticorpos (IgE) presentes na amostra do doente, mesmo que estejam em
baixa concentracao, formando um complexo antigénio-anticorpo. O complexo anterior é
depois detetado usando anticorpos secundarios anti-IgE, marcados com uma enzima,
formando um imunocomplexo. Os anticorpos anti-IgE n3o ligados siao eliminados numa

lavagem. A adicao do substrato desta enzima faz com que seja emitida fluorescéncia, que é

detetada e proporcional a concentragao de IgE ligada ao alergénio (8).

A tabela | resume as metodologias e equipamentos disponiveis neste setor.
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Figura 3 — Imagem ilustrativa da técnica de FEIA usada no equipamento ImmunoCap250, ThermoFisher. Os
alergénios reagem de forma especifica com os anticorpos (IgE) presentes na amostra do doente (1), formando
um complexo antigénio-anticorpo. O complexo formado é detetado usando anticorpos anti-IgE, marcados com
uma enzima (2). A adicdo do substrato desta enzima (3), faz com que seja emitida fluorescéncia (4).
(http://www.phadia.com/en-GB/5/Autoimmunity-Tests/Test-Principle-ImmunoCAP-Specific-IgA/, 23/07/2016).

Tabela | — Tabela resumo dos equipamentos usados no setor de imunologia, bem como a metodologia usada
e as determinagoes que sao realizadas em cada equipamento.

Equipamentos Metodologia Parametros Analiticos (amostras)
C; e C4, FR, ASO, ceruloplasmina, aj-antitripsina,
transferrina (soro/plasma, diariamente), Apo A, Apo B,
haptoglobina, pré-albumina, RBP, a;-glicoproteina acida
BN ProSpect,
Nefelometria (AAG), ax-macroglobulina, receptor sollvel de transferrina,
Siemens
Lipo (a), properdina fator B, Apo E, cadeias leves k e A
livres, CiQ e Cjl, subclasses de IgG e de IgA, cistatina C,
IgD (soro/plasma semanalmente).
IgG, IgM, IgA, IgE (soro/plasma), B2-microglobulina
BN Il, Siemens Nefelometria (soro/plasma e urina), albumina (soro e LCR), IgG (LCR) e
cadeias leves A e K (soro e urina).
Proteinas séricas e urinarias, Ig e cadeias leves (soro e
Hydrasys, Sebia  Eletroforese
urina).

ImmunoCap250, .
FEIA IgE especifica, IgE total, IgA especifica (soro).
Phadia


http://www.phadia.com/en-GB/5/Autoimmunity-Tests/Test-Principle-ImmunoCAP-Specific-IgA/

3.2. Estudo eletroforético das proteinas séricas

3.2.1. As proteinas séricas e a sua analise por eletroforese de zona

A andlise eletroforética das proteinas, o proteinograma, é amplamente usada para o estudo
das proteinas séricas dando importantes informagoes acerca da sua sintese e da sua
eliminagao sendo usada para o diagnéstico e monitorizagao de inflamagoes agudas e croénicas,

sindromes de perda de proteina e de gamapatias monoclonais (9).

O proteinograma da informagoes que correspondem a uma gama de proteinas que migram
numa mesma banda, assim, a informagao relativa a uma proteina especifica pode ser
mascarada por um aumento paralelo de outras proteinas que partilhem a mesma zona de

migragao (10).

O procedimento para a determinagao do proteinograma sérico é semi-automatico, sendo
apenas necessario que se processem passos intermédios, tais como a preparagao prévia das
amostras, a pipetagem das amostras para os aplicadores, a colocagao do gel no suporte e a

sua colocagao, depois da migragao, no compartimento de coloragao.

O kit utilizado é o Hydragel 30 Protein (E) da Sebia. As proteinas sao separadas por
electroforese em gel de agarose por agao de um campo elétrico, de acordo com a sua
densidade de carga a um pH alcalino (aproximadamente 9) e a massa molecular, em cinco

fragoes principais: albumina, a,-globulinas, a,-globulinas, B-globulinas e y-globulinas (Figura 4)
9)-

Os géis do kit estao prontos a usar, sendo apenas necessario absorver o excesso de tampao
a sua superficie com um papel de filtro, tendo cuidado para nao desidratar o gel em demasia.
O gel é depois colocado no suporte, sendo importante adicionar umas gotas de dgua na pista
de migragao para garantir a correta adesiao do gel. Como as proteinas tém carga negativa a
pH 9, a sua migracao é feita do polo negativo para o polo positivo e ocorre a voltagem
constante (10 W) por 10 minutos até se atingirem 60 V, continuando por mais |5 minutos.
No final da migragao sao removidos os aplicadores de amostras e o gel é colocado na cuba
de coloragao com negro de amido. Apos a coloragao das proteinas, € digitalizado e as
concentragoes de cada fracgao sao determinadas, por densitometria, sendo gerado um

grafico que mostra a intensidade relativa das bandas (Figura 2).



Tem de se ter em consideragao que para o proteinograma sérico apenas se podem usar
amostras de soro e nunca de plasma, ja que no plasma estao presentes proteinas de

coagulagao, em particular o fibrinogénio, que pode interferir no perfil do proteinograma (6).

Como atras referido, a electroforese normal das proteinas séricas em gel da agarose mostra
um perfil de cinco bandas principais, que, com excecao da albumina, nao sao homogéneas
(Figura 4). Esta figura evidencia as diversas proteinas maioritarias que migram nas referidas

bandas.

Figura 4 — Esquema de um gel de electroforese e as proteinas que migram nas respectivas fracgoes (10). Pre
A, pré albumina; Alb, albumina; a Ac, alfa,-antiquimiotripsina; a,Ag, alfa,-glicoproteina acida; o, At, alfa -
antitripsina; o,M, alfa,-macroglobulina; alp, alfa-lipoproteina; Pl, plasminogénio; Hpx, hemopexina; Hpt,
haptoglobina; AT;, antitrombina Ill; BLp, beta lipoproteina; C,,, C,,, C,, C;, C,, C;, C;,, complemento; CRP
proteina C reativa; Fibr, Fibrinogénio; IgA, IgD, IgE, I1gG, 1gM, imunoglobulinas; Tf, transferrina; FB, fator B.

Em seguida, descrevem-se sumariamente as cinco bandas eletroforéticas, a sua composicao e

a interpretagao clinica das alteragoes que ocorrem mais frequentemente.



3.2.1.1. Pré-albumina

Esta banda raramente é identificada no proteinograma por ser muito difusa e é constituida
pela proteina ligadora do retinol e pela transterritina que nos da importantes informagoes

acerca do estado nutricional e do estado da tiroide (11).

3.2.1.2. Albumina

A albumina é a proteina mais abundante no soro e tem cerca de 66 kDa. E sintetizada
maioritariamente pelas células hepaticas, sendo a sua principal fungao a manutencao da
pressao osmotica no espago intravasculares, o transporte no plasma de acidos gordos livres,

fosfolipidos, ides, aminoacidos, farmacos, hormonas e bilirrubina (6).

O seu principal interesse clinico esta relacionado com as patologias hepaticas (tal como a
cirrose) e as nefropatias (por exemplo a sindrome nefrética), estando a sua concentragao
diminuida em ambos os casos devido a diminuigao, respetivamente, da sua produgao e do

aumento da excrecao. Podera estar aumentada em situa¢oes de desidratacao (I 1).

3.2.1.3. ol -Globulinas

A banda das a,-globulinas é composta pelas proteinas a,-antitripsina, al-glicoproteina acida e

a,-fetoproteina, sendo que podem existir ainda outras, embora em menor percentagem (6).

O conjunto destas proteinas costuma estar aumentado em processos inflamatorios agudos,
sendo por isso consideradas proteinas de fase aguda positiva. O aumento ou diminuigao
isolada de cada uma destas proteinas é dificil de interpretar devido a presenga conjunta

destas proteinas.

3.2.1.4. a2-Globulinas

Para esta fragao contribuem a a,-macroglobulina (que é um inibidor enzimatico geral), a

haptoglobina (que liga a hemoglobina em processos de anemia hemolitica) e a ceruloplasmina
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(que atua como ligadora dos ides cobre. Sao também proteinas de fase aguda positiva (6,1 1),
ou seja, as suas concentragoes estao aumentadas nos processos inflamatérios agudos, tendo

assim um papel protetor (12).

3.2.1.5.  B-Globulinas

Esta banda é composta maioritariamente pela B,-microglobulina, a transferrina e as proteinas

do complemento C, e C, (11).

A B,-microglobulina é uma proteina encontrada na superficie das células nucleadas e
encontra-se aumentada em situagoes de faléncia renal, inflamagao e neoplasmas associados a

linfocitos B (6).

A transferrina é o principal transportador de ferro no plasma e revela-se muito util na
caracterizagao das anemias, ja que em anemias por deficiéncia de ferro a concentragao desta
proteina se encontra aumentada, enquanto que nos casos de anemia por deficiéncia da
incorporagao de ferro nos globulos vermelhos, a sua concentragao esta normal ou diminuida
(6). A transferrina estd diminuida geralmente em situagoes de sindrome nefrotica ou de

doenga hepatica (1 1).

As proteinas do complemento C; e C, sao proteinas de fase aguda positivas e encontram-se
aumentadas em situagoes de obstrugao biliar (6), sendo que estio diminuidas nas situagoes

de Lupus Eritematoso Sistémico (I 1).

Nesta fragao € muito comum haver a interferéncia da hemoglobina, no caso em que o soro
se encontre hemolizado, ou de fibrinogénio se o plasma for utilizado para realizar o

proteinograma (I 1).

3.2.1.6.  y-Globulinas

A banda das y-globulinas é constituida maioritariamente pelas Igs, ou seja, pelos anticorpos,

que sao capazes de reconhecer antigénios e de iniciar mecanismos para a sua destruigao (6).

Existem cinco classes de Igs circulantes no plasma, que sao a IgG, IgM, IgA, IgE e IgD. A 1gG é

a mais abundante em circulagao, estando a sua produc¢iao aumentada apos a imunizagao pois

11



é secretada durante a resposta secundaria. A IgM funciona principalmente como recetor de
antigénios na superficie dos linfocitos durante a imunizagao sendo portanto secretada
durante a resposta primaria. A IgA é a principal Ig encontrada nas mucosas e secregoes, tais
como a saliva, o leite e fluidos intestinais. A IgE é responsavel pelos sinais e sintomas
alérgicos, ja que estimula a desgranulagao dos basofilos e mastécitos. Finalmente a IgD,

existe apenas na forma membranar, sem outra fungao conhecida (2,3).

3.2.2. Alteracodes tipicas do perfil eletroforético

3.2.2.1.  Perfil de Cirrose Hepatica

A cirrose hepatica é caracterizada por uma fibrose difusa, com regeneragao nodular

representando um estadio de cicatrizagao e regeneracao de um dano hepatico croénico (6).

Nesta situagao, as anomalias geralmente encontradas nos parametros laboratoriais sio a
diminuicao do numero de plaquetas, o aumento do tempo de protrombina, a diminuicao da
razao albumina/globulinas para um valor <I e um aumento do quociente das atividades

aspartato aminotransferase (AST) /alanina aminotransferase (ALT) para um valor >1 (6).

A diminuicao da razao albumina/globulinas deve-se a diminuigao da sintese hepatica das
proteinas plasmaticas, principalmente a albumina, mas também ao aumento das Igs
provocado por uma diminuigao da sua degradagao e um aumento da sua produgao (1) ja
que existe uma hiperatividade do sistema reticuloendotelial, especificamente das células

plasmaticas.

3.2.2.2. Perfil da Sindrome Nefroética

A sindrome nefrética é caracterizada por uma alteragio na permeabilidade glomerular,
sendo o seu diagnostico caracterizado por proteinuria (>1,5 g/dia) bem como

hipoalbuminémia (12).

Assim, a proteinuria é uma consequéncia da alteracio da permeabilidade glomerular e da

consequente perda de proteinas na urina, provocando hipoalbuminémia (6,11). Verifica-se
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ainda uma retengao de proteinas de elevada massa molecular, tais como a a,-macroglobulina,

com aumento da respetiva fragao no soro.

3.22.3.  Perfil de Mieloma Multiplo

O mieloma multiplo é uma doencga caracterizada por uma proliferagio maligna de células
plasmaticas da linhagem B na medula o6ssea (12). E frequentemente associado a
imunoglobulinas monoclonais, que podem ser identificadas no soro ou na urina, sendo as
mais comuns a IgG « ou IgG A (13). Em geral, surgem associados a danos em tecidos e nos
ossos reflectidos em hipercalcémia, insuficiéncia renal, anemia e lesdes osteoliticas (14)

(Figura 6).

A o B3 Y Pico Monoclonal

Figura 5 — Perfil electroforético das proteinas séricas numa situagao normal (A) e no mieloma multiplo (B),
onde é visivel o pico monoclonal caracteristico desta patologia (15).

A eletroforese de proteinas no soro ou na urina e a imunofixagdo sao as técnicas mais

usadas em laboratorio para a detecgao e identificagao das proteinas monoclonais (13,16).
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3.2.3. Imunoglobulinas monoclonais: estudo por imunofixacao

As Igs sdao constituidas por duas cadeias de pequeno tamanho (cadeias leves) e duas cadeias
de maior tamanho (cadeias pesadas), ambas compostas por regides constantes e regioes
variaveis. E nestas Ultimas que se da a ligacio antigénio-anticorpo. Existem cinco tipos de
cadeias pesadas, que definem a classe de Ig formada: as cadeias vy, da IgG, as cadeias p, da
IgM, as cadeias a, da IgA, as cadeias ¢, da IgE e finalmente as cadeias 6 sao da IgD (Figura 5).
Por outro lado, existem apenas dois tipos de cadeias leves, as k e as A, cada uma com cerca

de 220 aminoacidos, sendo que cada anticorpo apenas possui um tipo destas cadeias e nunca

os dois (14).

Figura 6 — As cinco classes das imunoglobulinas presentes no soro humano visualizando esquematicamente as

cadeias pesadas e leves. (http://www.ebah.com.br/content/ABAAABeRoAF/anticorpos-suas-funcoes-efetoras, em
25/07/2016).
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Apesar da banda y-globulinas ser formada por todas as classes de Ig, a maior percentagem
desta representa as classes de IgA, IgM e IgG. O aumento desta banda pode ser policlonal,
isto €, uma mistura de Ig encontra-se elevada, logo a respetiva curva no perfil eletroforético
sera simétrica e pode dever-se a uma resposta humoral a diversos microorganismos ou

agentes estranhos ao organismo (I 1).

No entanto, um aumento monoclonal desta frac¢ao, que se expressa sob a forma de uma
banda estreita e elevada, tem um significado muito diferente, deve-se a uma proliferagao
maligna ou benigna de um clone de células plasmaticas que produz apenas um tipo de Ig em
elevada concentragao (6). Estes picos monoclonais podem dever-se a diferentes patologias,

das quais se falara mais a frente neste relatorio.

A presenca de picos monoclonais ou biclonais na fragao das B-globulinas e y-globulinas é um
indicio da presenga de uma proteina monoclonal e, como tal, de uma gamapatia monoclonal.
Assim, quando tal ocorre, é realizada uma imunofixagao, com o fim de caracterizar o

componente monoclonal, sendo usado neste setor o kit Hydragel 4 IF, da Sebia.

A imunofixagao consiste essencialmente em quatro passos: no primeiro, faz-se uma
eletroforese em gel de agarose para separar as proteinas; no segundo, as proteinas sao
precipitadas com antissoros especificos para cada Ig, que se difundem no gel; segue-se a
lavagem do gel para eliminar todos os anticorpos que poderao nao se ter ligado as proteinas,

evitando assim erros de falsos positivos; finalmente o gel é corado com violeta acido.

A amostra é colocada em seis posi¢oes, sendo que, uma delas serve como referéncia do
perfil eletroforético das proteinas da amostra, sendo as restantes cinco posi¢coes usadas para
identificar o componente monoclonal. Os antissoros usados sao normalmente anti-cadeias
pesadas v (IgG), anti-cadeias pesadas a (IgA), anti-cadeias pesadas p (IgM), anti-cadeias leves
K e anti-cadeias leves A. Se o componente monoclonal nao estiver associado a nenhuma
destas proteinas, é feita uma nova imunofixagao (dita “especial”’) onde se vao usar antissoros
anti-cadeias pesadas 0 (IgD), anti-cadeias pesadas ¢ (IgE), anti-cadeias leves livres k e anti-

cadeias leves livres A, que sao mais raramente associadas a gamapatias monoclonais.
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3.3. Estudo das proteinas urinarias

A urina de 24 horas é frequentemente usada para doseamentos de rotina, nomeadamente,
de B,-microglobulina, de cadeias leves A e k e também para fazer a andlise eletroforética de
proteinas. E colhida rejeitando a primeira urina da manhi e a partir dessa hora colhe-se toda
a urina produzida até a mesma hora do dia seguinte, para um recipiente fornecido pelo
laboratorio, ou na falta deste, para um recipiente limpo, guardando-o no frigorifico. Todos

os doentes tém indicagoes da forma como a colheita deve ser feita.

A proteinuria é definida pela presenca excessiva de proteinas na urina e pode ser encontrada
em certos casos de doenga renal, apds exercicio fisico violento e na desidratagao. A
excregao normal de proteinas na urina é cerca de 150 mg em 24 horas, sendo que a maioria
(50 a 60%) é albumina. Proteinuria acima de 300 mg por dia é considerada patologica (6). No
SPC, a quantificagao da quantidade total de proteina eliminada na urina das 24 horas e a

quantificagao da microalbumindria sao realizadas no Setor da Bioquimica.

Para a eletroforese de proteinas na urina usam-se kits Hydragel 5 Proteinurie, da Sebia, usando
a amostra de urina de 24 horas sem ser centrifugada. A eletroforese é realizada com um
tampao neutro, num gel de SDS-agarose que separa as proteinas urinarias de acordo com a
sua massa molecular, podendo ser claramente distinguidas as proteinas de origem glomerular
e as de origem tubular, sendo que as proteinas tubulares serao de menor massa molecular
(<65-70 kDa) e as glomerulares de maior massa molecular (>65-70 kDa). Assim, o perfil
electroforético das proteinas urinarias pode ajudar a identificar o local da lesao e a origem

da proteindria (17) (Figura 17). Apds a electroforese, o gel é corado com violeta-acido.
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Figura 7 — Exemplo de um padrao de bandas de um proteinograma urinario com a representagao das bandas
das proteinas frequentemente encontradas. (Disponivel em Sebia, Hydragel 5 Proteinurie, ref. 4115).

A lesao glomerular é mais comum em adultos e criangas, sendo a albumina, a principal
proteina excretada (70%). Esta proteinuria pode estar associada a outras alteragoes,
nomeadamente hematuria, hipertensao e sindrome nefrotica, caracterizada por proteindria
>3 g por dia, hipoalbuminémia <3 g/dL e hipoproteinémia <6 g/dL. Sao consideradas como
proteinas marcadoras de disturbio glomerular, a albumina, a transferrina e a IgG e a IgA, ou

seja, proteinas de elevada massa molecular (17).

Por outro lado, a lesao tubular é pouco comum e normalmente moderada e transitoria.
Pode estar associada a outros danos, nomeadamente piuria e acidose metabdlica. A a,-
macroglobulina, a B, — microglobulina, a proteina ligadora de retinol e as cadeias leves livres

Kk e A policlonais sao consideradas marcadoras de lesao tubular (17).

3.4. Determinacao da IgE especifica

As alergias sao reagoes exacerbadas que ocorrem apos a exposicao a um alergénio que é
uma molécula habitualmente indcua, mas que em certos individuos interage com o sistema

imunitario levando a sua ativagao e libertagao de mediadores celulares (12,18).
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Os principais mediadores responsaveis pelas alergias sao a histamina, as prostaglandinas e os
leucotrienos, que tém agoes vasoativas (12) e que sao libertados devido a desgranulagao de

mastocitos e basdfilos (3).

Existem duas formas de alergia, a hipersensibilidade imediata que se desencadeia em
minutos, apos uma resposta anormal mediada por linfocitos B e a hipersensibilidade tardia,
que se desenvolve 24 a 72 horas apds exposicao ao alergénio e é desencadeada por uma
resposta anormal mediada por linfocitos T (3). As reagoes a alergénios desenvolvem

portanto uma resposta de hipersensibilidade ao mesmo, sendo a IgE a principal interveniente
(12).

A doenga originada pela reagao alérgica é sistémica, ja que o contacto do alergénio com a
pele e as mucosas ocorre em simultineo em varios 6rgaos podendo dai resultar eczema,
asma ou rinossinusite. Além disso, a corrente sanguinea transporta os mediadores celulares
e células activadas, permitindo o aparecimento de sintomas devido a re-exposicao ao

alergénio (12).

A maioria dos alergénios ja identificados sao proteinas solliveis em agua, com um peso
molecular entre 5 — 50 kDa e glicadas, embora a glicagao nao afete o seu caracter alergénico
(18). Os principais alergénios sao os acaros (que podem encontar-se no p6é doméstico,
dispensas, armarios ou celeiros), polens (que podem ser de arvores, ervas ou arbustos),
fungos ou ainda epitélio ou secregoes (fezes ou urina) de animais domésticos (cao, gato,
roedores, cavalo, aves ou outros) (12). Existem ainda diversos alergénios alimentares, que
sao responsaveis por um aumento de sensibilizagdo em adultos e criangas (19), que podem
englobar as proteinas de origem animal, tal como ovos, marisco e leite, proteinas de origem

vegetal, como por exemplo de farinhas, frutos secos, frescos e leguminosas (20) (Figura 8).

Tal com ja foi referido, ha uma enorme diversidade de alergénios que podem causar alergia e
por isso torna-se fundamental saber quais os envolvidos nas reagoes alérgicas exacerbadas
de cada individuo. Assim, faz-se a determinagao da concentragao de IgE que se liga a um
determinado alergénio. Para a determinagao desta IgE especifica usam-se proteinas e
glicoproteinas dos diferentes alergénios e que foram obtidas de centenas de fontes, tendo
sido extraidas, purificadas, clonadas, sequenciadas e cristalizadas, estando depois disponiveis
para as reagoes in vitro. Sao conhecidos centenas de alergénios, sendo possivel determinar a

existéncia de anticorpos IgE especificos para estas proteinas (18).
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Figura 8 — Componentes alérgicos de alguns alergénios. (Adaptado de http://www.phadia.com/pt-PT/2/Quem-deve-
fazer-analises/O-que-e-a-Alergologia-Molecular/, em 12/07/2016).

A determinagao da IgE especifica é baseada na detegiao e quantificagio de anticorpos IgE
especificos contra extratos naturais de alergénios, que podem conter componentes
alergénicos genuinos, mas também com reatividade cruzada (19). Geralmente, o pedido
recebido pelo laboratério é de rastreio, usando um kit que contém um conjunto de
alergénios responsaveis pelas reagoes alérgicas mais comuns de determinada populagao, que
é designado por PhadiaTop®, da Phadia. Caso exista reatividade positiva neste conjunto os
seus alergénios sio estudados isoladamente, de modo a saber especificamente qual o
antigénio para o qual existem anticorpos IgE. O teste PhadiaTop® tem uma especificidade de
90% e sensibilidade de 97% (Thermo Scientifics). Assim, fazem-se diferentes tipos de
determinagdes de IgE, o despiste, usando o PhadiaTop® e a quantificagio de IgE total, e a

determinagao de IgE especifica para a fonte alergénica, importante para a sua identificagao.

3.5. Pesquisa e caracterizacdo de crioglobulinas

As crioglobulinas sao Ig circulantes que precipitam de forma reversivel a uma temperatura
inferior a 37°C. As crioglobulinémias podem ser de trés tipos, tipo | com Ig monoclonais,
normalmente de classe M ou G, estando presentes em 90% dos casos de tumores malignos
de células B e que corresponde a 25 a 30% dos casos de crioglobulinémias. O tipo Il também
designado de crioglobulinémia mista engloba um componente monoclonal (normalmente
IgM) e anticorpos relativos ao componente policlonal (IgG), estando associados a 25% das

crioglobulinémias e na sua maioria sao idiopaticas. Finalmente, as crioglobulinémias de tipo
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[ll, também mistas sao formadas por Ig policlonais, fragoes do complemento e fibronectina,

correspondendo a 40% das crioglobulinémias (12).

A pesquisa de crioglobulinas é muito usada para acompanhar e ajudar no diagnostico de
diversas doengas, tais como doengas linfoproliferativas e doengas inflamatoérias cronicas
autoimunes, infeciosas ou virais (21), entre as quais, Sindrome de Raynaud (Figura 9),

Sindrome de Sicca, hepatite C cronica e artrite (9).

Constricdo das artérias
distais, causando o bloqueio
da circulacdo sanguinea nos
dedos e alteracao da cor | 3

)

Figura 9 — Manifestagdo clinica do Sindrome de Raynaud.
(Adaptado de https://questoesdefisiocomentadas.files.wordpress.com/2014/|0/fenomeno-de-raynaud-sindrome-de-raynaud-
e-doenca-de-raynaud.jpg e https://www.huidarts.com/wp-content/uploads/2015/06/Raynaud-animatie.jpg, em 26/07/2016).

A colheita de amostras para a determinagao de crioglobulinas, requer um aquecimento das
seringas e tubos de colheita (sao colhidos trés tubos de soro) e a fase pré-analitica tem de
ser realizada a 37°C, sendo as amostras mantidas num banho-maria e centrifugadas a quente
a 3500 g durante |5 minutos. O soro dos 3 tubos é depois recolhido e misturado, sendo o

seu volume anotado.

Esta fase a quente é muito importante ja que as crioglobulinas precipitam a uma temperatura
inferior a 37°C. Se antes da separagao do soro for atingida uma temperatura inferior as

crioglobulinas precipitam e sao eliminadas juntamente com o coagulo.

Depois desta centrifugacao, as amostras sao colocadas no frigorifico por 7 dias, onde se vai
dar a precipitagao das crioglobulinas se a amostra for positiva. A partir desta altura, todo o
restante procedimento é feito a frio, sendo as amostras centrifugadas a 5°C, a 3500 g por 7

minutos. O sobrenadante vai ser rejeitado e o crioprecipitado lavado 3 vezes com soro
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fisiologico, também ele frio. Apos esta Ultima lavagem, adiciona-se soro fisioldgico na mesma

proporg¢ao do soro do paciente.

A determinagao das crioglobulinas é feita por imunofixagdo apos separagao das Ig presentes
no crioprecipitado por electroforese. A identificagao e caracterizagao das Igs sao feitas por
imunofixagao usando antissoros especificos anti-cadeias pesadas y (IgG), p (IgM), a (IgA) e
anti-cadeias leves K e A, que se ligam as respetivas proteinas, podendo assim identificar uma
potencial I|g monoclonal. Paralelamente, migra também uma aliquota de crioprecipitado sem
antissoros, funcionando assim como um branco, para verificar se as proteinas precipitaram

no ponto de aplicagao das mostras e se a migragao das Ig foi completa (9).

Se existirem bandas monoclonais, biclonais ou oligoclonais no gel de eletroforese, € feito o
doseamento das crioglobulinas no equipamento BN I, através da medida da quantidade de

imunocomplexos antigénio-anticorpo formado, por nefelometria.

3.6. Estudo de proteinas do complemento

O sistema do complemento é constituido por nove proteinas principais que se encontram
no plasma na sua forma inactiva (12). Existem trés vias de ativagao deste sistema, a via

classica, a via alternativa e a via das lectinas, que nao sera discutida neste relatorio.

A via classica é ativada pela ligagao de anticorpos das classes G e M as membranas das células
invasoras, enquanto que a via alternativa é iniciada por polissacaridos ou outras estruturas
tipicas dos microorganismos (3). Depois desta ativagao ha um recrutamento sequencial de
proteinas, produzidas por macrofagos e hepatocitos que se vao associar em complexos

proteicos (2).

A via classica comega com a ligagio de C,, aos anticorpos, ativando o C, e promovendo a
ativagao da pro-enzima C,,. Este ativado vai depois ativar a proteina C, e o componente C,.
O complexo resultante designa-se C, convertase (C,,,,) que vai promover a quebra de C; a
proteina central desta cascata. O C,, vai depois ligar-se ao complexo anterior formando a C,
convertase que cliva o C; A via alternativa é independente de anticorpos e inicia-se com a
quebra de C,, sendo que o C,, vai ligar-se ao fator B, sendo depois quebrado pelo fator D,
originando a C, convertase da via alternativa. A quebra de C,, a ligagao do fragmento C,, ao

complexo anterior da origem a C; convertase.

21



7

E neste ponto que a via classica e a via alternativa convergem ja que em ambas, a clivagem do
C; inicia a fase final da cascata, formando a estrutura macromolecular de ataque membranar
(MAC). Este complexo envolve ainda as proteinas C, e C,, que se ligam a membrana
havendo em seguida a ligagao de C; e C,. O complexo Cq, ;5 forma um poro na membrana

do microorganismo permitindo a entrada de agua e a sua lise (12) (Figura 10).
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Figura 10 — Proteinas do sistema do complemento, bem como algumas das fungdes deste sistema, tais como,
quimiotaxia, fagocitose, resposta inflamatoéria e lise dos microorganismos invasores.
(http://4.bp.blogspot.com/-URJbV| TwjKs/TZoaQeHthOI/AAAAAAAAAEC/MsFC2fjINAg/s | 600/t, 24/07/2016).

A andlise funcional do sistema do complemento baseia-se na sua capacidade de causar a lise
de globulos vermelhos realizando-se o ensaio do complemento total (CH.,) para o seu
estudo. Neste teste, todos os componentes do complemento sao ativadas e devido a sua
labilidade, os ensaios devem ser realizados o mais rapidamente possivel ou entao os soros
devem ser armazenados a -25°C até o ensaio ser realizado. Uma diminui¢do do CH,, pode
resultar de deficiéncias congénitas do sistema do complemento ou de sintese insuficiente de

fatores do complemento, por exemplo, devido a doengas hepaticas (4).

A quantificagao de fatores do complemento individualmente também ¢é realizada, sendo o C,

e C, os mais frequentemente requeridos. A sua determinagao é realizada por nefelometria
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dos imunocomplexos formados apos a adicao de anticorpos especificos. Resultados baixos
de C, sao encontrados em 40 a 70% dos doentes com glomerulonefrite e com doenga de
depdsitos densos e ainda com glomerulonefrite pés-infeciosa atipica. Verifica-se também

uma redugao significativa de C; em doentes com mutag¢oes no gene de C; (4).

As deficiéncias de C, sao menos comuns e estao associadas a alteragoes no gene de C,. Estas
alteragoes estao associadas a um risco elevado de desenvolver lipus eritematoso sistémico,

esclerodermia, nefropatia de IgA pUrpura e nefropatia membranosa (4).

Properdina é o unico regulador positivo da via alternativa do complemento. Niveis
diminuidos de properdina sao encontrados em doente com doenga dos depositos densos ou

glomerulonefrite, sendo a redugao maior nesta ultima (4).
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4. O SETOR DE HEMATOLOGIA

Os componentes do sangue sao os globulos brancos, globulos vermelhos, plaquetas e o
plasma (22). A partir da infancia e na vida adulta, as células sanguineas sao formadas
principalmente na medula 6ssea, sendo que a por¢ao produtora de células sanguineas vai
diminuindo progressivamente até se centrar apenas no esqueleto central e nas extremidades

proximais do fémur e Umero, na vida adulta (23).

As células sanguineas formam-se a partir de uma célula estaminal pluripotente que se vai
diferenciar nas trés linhas celulares principais da série mieloide (granulocitica e monocitica,

eritroide e megacariocitica) e da série linfoide (12).

A diferenciagao nos diferentes tipos de células (eritrocitos, neutrdfilos, basofilos, eosindfilos,
monaocitos, linfécitos e plaquetas) depende dos fatores de crescimento diversos e de acordo

com as necessidades de cada tipo de célula (12,23).

A fungao dos globulos vermelhos é transportar oxigénio e nutrientes aos diferentes 6rgaos,
ao mesmo tempo que recolhe os metabolitos (24). Tém uma vida média de 120 dias em

circulagao (22).

4.1. Equipamentos e técnicas associadas

O laboratério de Hematologia € um dos mais automatizados de todo o SPC, em parte
devido ao enorme fluxo de amostras didrias. As andlises mais frequentemente requisitadas

para este setor sao o hemograma, a velocidade de sedimentagao e as provas de coagulagao.

Para o hemograma o sangue é colhido para um tubo contendo K;EDTA como anticoagulante
(25) sendo muito importante a homogeneizagao da amostra com o anticoagulante. Para o

hemograma e VSE usam-se amostras de sangue total.

Nos testes de coagulagao usam-se amostras de plasma sanguineo obtido por centrifugagao a
3000 r.p.m., a 22°C por |5 minutos do sangue colhido para tubo contendo citrato de sédio
como anticoagulante, numa propor¢ao de | volume de citrato de sédio para 9 volumes de
sangue (26). E muito importante respeitar a proporcio anticoagulante/sangue, ja que
quantidades inferiores de sangue irao alterar os resultados dos tempos de coagulagao. As

amostras devem ser bem homogeneizadas no momento da colheita e amostras com
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quantidade incorreta de sangue devem ser rejeitadas. Antes da centrifugagao das amostras

faz-se sempre uma verificagao da existéncia de possiveis coagulos.

No Setor de Hematologia existem dois autoanalisadores disponiveis para a realizagao de
hemogramas e por usarem tecnologia diferente sao usados também em situagoes distintas.
Em primeira linha usa-se o autoanalisador UniCel DxH800, da Beckman Coulter. O
autoanalisador Pentra DX120 + SPS, da Horiba, apenas é usado quando se pretendem
confirmar os resultados obtidos no UniCel DxH800, ou para a realizagio de esfregagos de

sangue periférico e sua coloragao.

Para a contagem das células sanguineas, ambos os equipamentos usam o principio de Coulter
ou da impedancia eléctrica (Figura |1). O principio de Coulter executa a contagem celular
com base em alteragoes na corrente elétrica produzida pelas células sanguineas (nao

condutoras), numa solugao salina (27).

Neste método, uma amostra de sangue é diluida numa solugao salina e as células sao
obrigadas a passar por um orificio uma a uma, originando um pulso elétrico. E colocado um
elétrodo de cada lado do orificio passando continuamente corrente elétrica entre eles. Ao
passarem no orificio as células criam uma resisténcia no campo elétrico, sendo esta
proporcional ao tamanho da célula, assim quanto maior a resisténcia gerada, maior sera a

célula. O pulso elétrico é depois amplificado e gerado um histograma (Figura 12).
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»
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Figura |l - llustragio do principio de Coulter, mostrando a colocagio dos elétrodos e da suspensio de
células sanguineas. (Adaptado de http:/clinicalgate.com/automated-cell-counting-instrumentation/ 25/07/2016).
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Figura 12 — Exemplo de um histograma obtido pelo principio de Coulter (ou impedancia elétrica) no
autoanalisador Pentra DX120 + SPS. (Adaptado de Horiba Medical).

Os pulsos que representam células de 36 a 360 fL sao caracterizados como RBC e pulsos
que representam células de 2 a 20 fL como plaquetas (Beckman Coulter Inc.). A contagem dos

glébulos brancos é feita numa camara distinta, ap6s a lise dos globulos vermelhos.

A determinagao da concentragao de hemoglobina (Hb) é realizada por espetrofotometria,
em ambos os equipamentos, mas por metodologias diferentes. No UniCel DxH800 a
concentragao de Hb é determinada apods a lise dos globulos vermelhos com um reagente
livre de cianeto. A Hb libertada fica na forma de oxihemoglobina que vai reagir com um
reagente antioxidante e estabilizador convertendo-a num hemocromogéneo estavel, sendo
depois medida a absorvancia a 525 nm. Ao mesmo tempo é medida a absorvancia, no
mesmo comprimento de onda, de um branco de reagente. Os valores de absorvancia sao

convertidos em g de hemoglobina/dL de sangue (Beckman Coulter Inc.).

Por outro lado, no Pentra DX 120 + SPS a Hb é libertada das células por lise, reagindo com
cianeto de potassio e formando cianometahemoglobina. A absorvancia é medida a 550 nm, e

depois convertida em g de hemoglobina/dL de sangue (Horiba Medical).

Para a contagem diferencial de leucocitos, as metodologias também sao distintas. No UniCel
DxH800 esta contagem é feita com base na tecnologia VCS (volume, condutividade e
dispersao de luz laser) sendo realizadas sete medi¢coes para cada célula, sendo determinando
o volume, a condutividade e trés medi¢oes de dispersao de luz (em diferentes angulos) que
dao informagdes acerca das granulagdoes e superficie membranar, transparéncia celular e
indice de complexidade (28). Os leucocitos totais sio pois divididos em neutrdfilos,

linfocitos, mondcitos, eosindfilos e basodfilos. As percentagens sao calculadas a partir do
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grafico de dispersao e os valores absolutos através da contagem total de globulos brancos

(Figura 13) (Beckman Coulter Inc.).

Figura 13 — Exemplo de um grifico da contagem diferencial de leucocitos mostrando as diferentes
populagdes. A azul estido representados os linfécitos, a branco os basdfilos, a verde os mondcitos, a rosa os
neutréfilos e a laranja os eosindfilos. O grafico é obtido a partir das caracteristicas das diferentes células
(volume, granulagoes e complexidade). (http://hemosurf.ehb.be/Data/Lab-Images/leukoplot.jpg 25/07/2016).

Ja no autoanalisador Pentra DX 120 + SPS, a contagem diferencial de leucocitos (Figura 14) é
realizada em camaras separadas. A contagem de baséfilos segue o mesmo principio da
contagem de RBC com um reagente de lise especifico (lisa todas as células, exceto os
baséfilos). E também calculado o niimero de leucécitos totais, que sera o niimero de células
nucleadas as quais se somam os basofilos. As restantes populagoes sao determinadas
combinando a medigdo de volume (por impedancia elétrica), coloragao citoquimica e
medi¢ao de absorvancia. Usa um reagente que causa a lise de todos os globulos vermelhos e
que estabiliza os globulos brancos nas suas formas nativas, sendo depois separados com base

nas suas carateristicas (Horiba Medical).
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Figura 14 — Exemplo de um grifico da contagem diferencial de leucocitos obtido no equipamento Pentra
DX 120 + SPS. Estao representadas as diferentes populagdes: a azul os linfocitos, a verde os neutrofilos, a roxo
os monocitos, a laranja os eosindfilos e a preto os baséfilos (29).

Ambos os equipamentos possuem tecnologia que lhes permite detetar células anormais,
nomeadamente eritroblastos, leucocitos imaturos e agregados plaquetares reportando-os

sob a forma de alertas.

O autoanalisador Pentra DX120 + SPS permite ainda fazer esfregagos de sangue periférico e
coloragao dos mesmos, usando a coloragao de May-Griinwald-Giemsa. Esta coloragao usa um
corante basico (azul de metileno) e um corante acido (eosina). O corante basico, por
transportar cargas positivas, cora os componentes acidicos das células, tais como os nucleos
(devidos as cargas negativas do DNA e RNA dos nucleos) e os granulos dos basofilos,
adquirindo estes uma cor azul. O corante acido vai corar os componentes basicos, tais como

globulos vermelhos e os granulos de neutrdfilos e eosindfilos, de cor rosa ou avermelhada.

Para a determinagao da velocidade de sedimentagao eritrocitaria, o SPC dispoe do
equipamento Test | BCL, da Alifax. Este equipamento usa metodologia de cinética
fotométrica capilar usando 175 pL de sangue total, colhido em tubo de K,EDTA (com um
volume morto de ImL), e colocando-o num capilar e centrifugando-o a 32 r.p.m. Um micro-
fotometro infravermelho capilar faz leituras de absorvancia a 650 nm durante 20 segundos,
enquanto se da a sedimentagao eritrocitaria, a 37°C. A curva de sedimentagao € analisada e

os dados convertidos em valores de Westergren, por regressao linear (30).

Antes da andlise, as amostras sao agitadas para promover a desagregacao de globulos

vermelhos (AliFax, S.P.A.).
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No setor de coagulagao existem dois equipamentos idénticos ACL TOP 700, Instrumentation
Laboratory. Este equipamento é capaz de realizar os testes basicos da coagulagao, tais como o
tempo de protrombina (PT) ou o tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT), bem
como testes mais sofisticados como ensaios cromogénicos ou imunoldgicos. A detegao do
coagulo, nos testes em que ha a formagao do coagulo, é feita por leitura de densidade otica a
405 nm e 671 nm. A drea das amostras esta a temperatura ambiente e tem a vantagem de se

poder colocar continuamente reagentes, sem a necessidade de parar o equipamento (26).

As amostras hemolisadas ou lipémicas devem ser evitadas ja que podem interferir com a
leitura da densidade 6tica, mas na impossibilidade de colheita de nova amostra, é adicionada
informaticamente uma nota informativa para o médico ter em consideragao ao interpretar o

resultado do parametro analitico.

Os testes mais comuns sao o tempo de protrombina, o tempo de tromboplastina parcial
ativado, a quantificagao de fibrinogénio, a quantificacao de fatores de coagulagao (fator V,

VIIl, e fator de von Willebrand (vW)), a atividade anti-Trombina e a atividade de proteina C.

4.2. Hemograma

Diariamente, cerca de 10'> RBC sio produzidos, num processo denominado de eritropoiese,

que é regulado pela eritropoietina (23).

O estimulo para a eritropoietina € a pressao parcial de oxigénio nas células renais, ja que
quando a pressao diminui (como na anemia) a produgao de eritropoietina aumenta,

estimulando assim a eritropoiese (12).

Os globulos vermelhos contém Hb (12) sendo esta a responsavel pelo transporte de
oxigénio dos pulmoes para os tecidos (31). A Hb é sintetizada principalmente nos

eritroblastos (12).

Num adulto a Hb predominante é a HbA (96 a 98%) que é constituida por quatro cadeias de
globina (duas cadeias a e duas cadeias ), cada uma com o seu grupo heme (12). O grupo

heme é formado por uma protoporfirina e um atomo de ferro no estado ferroso (Fe®")

(Figura 15) (23).
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cadeia .

Figura 15 — Representagdo do conteido de RBC, com o destaque das cadeias 0 e 3 da hemoglobina e o
grupo heme de cada uma. (http://www.buzzle.com/images/diagrams/hemoglobin-structure.jpg, adaptado em 26/07/2016).

O hemograma é um dos exames mais pedidos pelo médico uma vez que permite a avaliagao
do estado de saude do doente, da evolugao, a eficacia do tratamento e auxilia o diagnostico.
(32). Consiste na contagem das células sanguineas, bem como de alguns parametros
especificos dos globulos vermelhos e plaquetas. Inclui ainda a contagem diferencial de

leucocitos.

Com a crescente automatizagao foi possivel introduzir novos parametros, tais como o indice
de anisocitose (RDW) volume plaquetar médio e a contagem de reticulocitos e permite
também a detecao de células anormais (blastos, neutrofilos imaturos e linfocitos atipicos)

alertando para a necessidade de se ver o esfregaco de sangue periférico ao microscépio (33).

4.2.1. Parametros eritrocitarios

Os indices eritrocitarios incluem o volume corpuscular médio, que é uma medida do
tamanho dos eritrocitos, a hemoglobina corpuscular média, que reflete a quantidade de
hemoglobina existente em cada glébulo vermelho. Existe ainda a concentragao de
hemoglobina corpuscular média que representa a concentragao de Hb em cada RBC e ainda
o RDW, que tal como referido anteriormente é uma medida de anisocitose ja que reflete a

variagao de tamanho dos globulos vermelhos.

A correta interpretacao dos indices eritrocitarios € util na caracterizagao e classificagao das
anemias, ja que além de sugerir a causa do defeito primario, também pode indicar a

existéncia de uma anomalia subjacente, antes de se instalar o quadro da anemia (23).
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O VCM ¢é uma medida do tamanho de RBC, permitindo identificar macrocitose, microcitose
ou normocitose. A HCM representa a quantidade de Hb presente em cada RBC enquanto a

CHCM representa a concentragao de Hb em cada RBC (32).

4.2.2. Anemias

As alteragoes mais frequentes no hemograma sao as anemias cuja etiologia é definida com

base na combinagao do estudo de alteragoes de CHCM e HCM (32).

As anemias sao distUrbios de globulos vermelhos e sao mais frequentemente causados pela
falta de ferro, essencial para a sintese de Hb. Este disturbio ocorre quando ha quantidade

insuficiente de Hb (22).

As anemias podem classificar-se entao como microciticas e hipocromicas, normociticas e

normocromicas ou macrociticas.

4.2.2.1. Anemias Microciticas, Hipocréomicas

Nestas anemias os RBC apresentam um tamanho inferior ao normal (diminuigao do VCM)

bem como uma diminuicao da CHCM e HCM (hipocromia) (Figura 16) (32).

As causas mais frequentes destas anemias sao a deficiéncia de ferro, doengas cronicas ou
talassémias. Ainda que com menos frequéncia também se podem dever a anemias
sideroblasticas (34). Para a distingdo do tipo de anemia é essencial estudar a cinética do
ferro (ferro sérico, ferritina sérica, capacidade de fixagao do ferro e transporte do ferro)

bem como as reservas de ferro na medula ossea (12).
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Figura 16 — Esfregaco de sangue periférico comparativo. O esfregago A é de um individuo normal enquanto o
esfregaco B pertence a um individuo com anemia microcitica hipocrémica.

(Adaptado de  https://ficherodehematologia.files.wordpress.com/2015/1 | /curso-histologia-07-tejido-hematico-sangre-6-
638.jpg, em 26/07/2016).

42.2.2. Anemias Normociticas, Normocromicas

Quando estamos na presenga destas anemias verifica-se uma diminuicao da Hb e do Hct

(volume de RBC por volume de plasma), mas sem alteragao dos indices eritrocitarios (32).

Devem-se sobretudo a doencas da medula 6ssea (por exemplo aplasia medular) ou
acompanham doengas ja existentes, nomeadamente doengas inflamatorias crénicas ou

doengas hepaticas (12).

4.2.2.3. Anemias Macrociticas

As anemias macrociticas sao caracterizadas por eritrocitos muito grandes (com aumento do

VCM) e podem ser divididas em megaloblasticas ou nao-megaloblasticas (23).

As anemias megaloblasticas sao secundarias ao défice de vitamina B12 e/ou folato que sao
essenciais a sintese de DNA (32). Nestas situagoes existe um defeito na maturagao do

nucleo relativamente ao citoplasma das células (Figura 17) (34).

As causas das anemias macrociticas nao megaloblasticas sao o alcoolismo, doengas hepaticas,

hipotiroidismo e hemdlise (34).
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h
Figura 17 — Esfregaco de sangue periférico de uma anemia megaloblistica. E evidente o aumento do tamanho

dos glébulos vermelhos.  (http://www.farmaciasaude.pt/site/images/stories/artigosimage/anemia_megaloblastica.jpg,
26/07/2016).

4.2.3. Alteracoes na contagem diferencial de leucécitos

As funcoes dos granulocitos e mondcitos sao a fagocitose, quimiotaxia e eliminagao e
digestao de células estranhas ao organismo, como as bactérias e os parasitas. Os linfécitos

estao envolvidos na resposta imunoldgica através da produgao de anticorpos (23).

Varias situagoes podem levar a um aumento ou diminuicao das diferentes populagoes de

leucocitos.

As alteragoes mais comuns sao:

4.2.3.1. Neutrofilia

Consiste num aumento do numero de neutrofilos e que se encontra em processos de
infegoes bacterianas, muitas vezes acompanhada de um aumento do numero de formas

menos maduras de neutrdfilos, fendmeno conhecido como desvio a esquerda (32).

De facto, quando ocorre uma infecao bacteriana é necessario um grande nimero de
neutrofilos para eliminar as bactérias presentes, pelo que os neutrdfilos em circulagao
migram rapidamente para o local da infecao, sendo a medula dssea estimulada a aumentar a
produgao. Consequentemente ha um aumento de neutrofilos em bastao, podendo existir

também mieldcitos e metamielocitos em circulagao (35).

Também se verifica neutrofilia em quadros inflamatérios, hipdéxia ou até mesmo devido a

exercicio fisico intenso (32).
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42.3.2. Neutropenia

A neutropenia € uma diminuigdo do numero de neutrdfilos, sendo as causas mais comuns a
indugdo por farmacos (anti-inflamatorios nao esteroides, citostaticos), infegoes virais ou

sépsis severas (32).

4.2.3.3. Monocitose

A monocitose nao é muito comum e pode ser causada por infe¢oes bacterianas cronicas,
doengas do tecido conjuntivo (por exemplo lupus eritematoso sistémico), linfoma de

Hodgkin, leucemias mieloblasticas agudas ou leucemias mielomonociticas cronicas (23).

42.3.4. Linfocitose

A linfocitose é definida como um aumento do nimero de linfécitos e pode ser classificada
como monoclonal ou policlonal. A primeira é consequéncia de uma doenga linfoproliferativa
em que o numero de linfocitos esta aumentado por defeito de uma dada populagao. A
linfocitose policlonal geralmente esta associada a infegoes ou inflamagoes (36). Outras causas

sao as leucemias linféides croénicas, leucemia linfoblastica aguda e alguns linfomas (23).

42.3.5. Linfopenia

E considerada uma linfopenia quando a contagem de linfocitos esta inferior aos valores de
referéncia. As causas mais comuns sio as infe¢es virais, sendo a mais importante a infegao

pelo virus da imunodeficiéncia humana (VIH) (36).

Também se pode dever a uma insuficiéncia da medula ossea, a tratamentos com

corticosterodides ou imunossupressores, bem como ao linfoma de Hodgkin (23).

4.3. Citologia

A observacao do esfregaco de sangue periférico associada a contagem das células, fornecida
pelos autoanalisadores providencia mais informagao ao médico (37), nomeadamente acerca
da morfologia eritrocitaria e da presenca de células anormais. No laboratério de

hematologia, o ESP é realizado quando é pedido pelo médico, quando existem alteragdes no
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hemograma, ou quando ha informagao clinica que o justifique (presenca de células imaturas,
blastos, dupla populagao eritrocitaria, sindrome mielodisplasico, leucemias e linfomas com

alteragoes na contagem de leucécitos).

O esfregago sanguineo ¢ realizado de forma mecanica pelo equipamento ABX Pentra DX 120
+ SPS, Horiba, sendo depois corado pelo método de May-Griinwald-Giemsa. E depois

observado ao microscopio 6tico com uma ampliagao de 500 ou 1000x (Figura 18).
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Figura 18 — Diagramas exemplificativos de como se podera executar a contagem diferencial de leucécitos
manual (38).

A tabela 3 resume as alteragdes morfolégicas mais frequentemente encontradas nos

esfregagcos sanguineos observados no S.P.C. bem como as respetivas causas.
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Tabela 2 - Alteragdes mais encontradas durante o estagio no setor de citologia do laboratério de
hematologia. As células de interesse estdo assinaladas com a seta.

(http://ayudaonlines.com/wp-content/uploads/2015/02/linfocitos-altos.jpg;
http://1.bp.blogspot.com/_Flyc45YcUYQ/TDfYpQbSAsI/AAAAAAAAAFE/0gUCOdJiD-) (23, 32, 38).

Alteracao Imagem Causas possiveis

s

(<]
>
® Deficiéncia de ferro, hepatopatia,
£ . . -
(7] hemoglobinopatias, talassémias e
(7]
s , | .
E g pos- esplenectomia.
‘0
O
* Hepatopatia, abetalipoproteinémia,
S . I . .
S insuficiéncia renal, anemia hemolitica
b} N
'é microangiopatica e acantocitose
(9] T
g hereditaria.
"
§ Mielofibrose, anemia megaloblastica
‘0 . L
R e eritropoiese ineficaz.
.
9 /
o
(a]
8
.t_; Eliptocitose hereditaria, deficiéncia
O ;.
8 de ferro e talassémias.
w
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Células cabeludas Blastos Linfocitose

Linfocitos atipicos

Infecgoes agudas e cronicas,
leucemias linfoides cronicas,
leucemia linfoblastica aguda e alguns

linfomas.

Leucemias agudas e sindrome

mielodisplasico.

Tricoleucemia (ou leucemia de

células cabeludas).

Leucemia proé-linfocitica.

Eritroblastos

Recém-nascidos, anemias
megaloblasticas, deficiéncia de ferro

e anemias sideroblasticas.
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4.4, Velocidade de sedimentacao

Apesar de ja ter sido considerado um teste auxiliar de diagndstico de doengas inflamatorias
e infeciosas, (39) a velocidade de sedimentagao é um teste pouco especifico (30) mas que
continua a ser usado com muita frequéncia no diagnostico e acompanhamento de doencgas
inflamatorias crénicas (artrite reumatoide e Lupus Eritematoso Sistémico) (39) sendo que,
atualmente ja se encontram disponiveis testes complementares mais especificos destas

patologias.
O processo de sedimentacao eritrocitaria compreende 3 fases:

o Agregacao: formagao do rouleaux e pequena sedimentagao. Os eritrocitos
apresentam cargas negativas a superficie logo as células repelem-se. Altas
concentragoes de proteinas plasmaticas, carregadas positivamente, neutralizam as
cargas e facilitam a formagao de rouleaux.

e Precipitagao: periodo em que a sedimentagao é mais rapida.

e Empacotamento: ¢ a fase final da sedimentagao e é a fase mais lenta (30).

O aumento da velocidade de sedimentagao eritrocitaria pode ser devido a anemias agudas
ou croénicas, ao aumento de proteinas de fase aguda (por exemplo em doengas
reumatoldgicas), a presenga de proteinas plasmaticas anormais (por exemplo no mieloma

multiplo), ao aumento de Ig (em infegoes) ou ainda devido a neoplasias malignas (39).

No entanto, individuos com valores de VSE normais nao estao excluidos de doengas
malignas, ja que existem fatores que podem impedir o seu aumento, nomeadamente
poliglobulia, diminuicao de macroproteinas (fibrinogénio) ou RBC deformadas (anemia

falciforme) (39).

4.5. Hemostase

O sistema hemostatico permite controlar a perda de sangue por interagoes entre os
componentes da parede vascular (colagénio, fator vWV e fibronectina), plaquetas circulantes e

proteinas plasmaticas, em resposta a um dano vascular (12, 40).

A hemostase pode ser dividida em primaria e secundaria. A hemostase primaria consiste na

formacao de um tampao plaquetar no local da lesao, em poucos segundos, pela interagao das
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plaquetas com o endotélio vascular (adesao), estabilizado pelo fator vV, e com outras

plaquetas (agregagao) (12,23).

A hemostase secundaria é também conhecida como cascata da coagulagao onde intervém

proteinas culminando na produgao de fibrina e estabilizando o tampao plaquetar (12).

A cascata de coagulagao inicia-se pela ativacao proteolitica sequencial de fatores plasmaticos
(proteinas), em etapas que ocorrem em diferentes superficies celulares (41). E usual referir-

se a via extrinseca e outra intrinseca, e partilham a via comum (Figura 19) (42).

A via extrinseca € iniciada pelo fator tecidular libertado das células danificadas e inclui os
fatores VIl e X. A via intrinseca ¢ iniciada pela exposi¢ao dos constituintes endoteliais e inclui
os fatores VIII, IX, X, Xl e XIl. Ambas culminam na via comum com a produgao de fibrina

que contribui para a estabilizagao do coagulo (12).

[ wvia nTRiSECA | VIA EXTRINSECA |
e : :
{ XIL| (Fator de Hageman) Lesdo tecidular
R lHMWK, colagénio
K_'A‘!
Pré-calicreina p“_lj}j
fvn]
: |
[‘ (‘ X
l_'z:! / \ {Fator teciduiar]|
a -
vl ——— Viital /£ X ]
T X
Trombina L""aj —

{lia)

Superficie dos|
Fosfolipidos
) Caze
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[ Inativo Fibrinogénio  Fibrina | Redede
() (fa) Fibrina

VIACOMUM |

Figura 19 — Esquema da cascata de coagulagio apresentando todos os intermedidrios desta activagao

proteolitica de proteinas. (http://vet.uga.edu/ivevm/courses/VPAT5200/01_circulation/hemostasis/hemostasis04.html, em
02/09/2016).

39


http://vet.uga.edu/ivcvm/courses/VPAT5200/01_circulation/hemostasis/hemostasis04.html

Alteragoes na hemostasia podem ser devidas a distlrbios vasculares, trombocitopenias ou a
defeitos na coagulagao do sangue (23), sendo portanto fundamental a realizagao de testes de

coagulagao para avaliar estes Ultimos.

Os defeitos da coagulagio podem ser responsaveis tanto por hemorragia como por

fenédmenos tromboticos (23).

4.5.1. Testes de screening de coagulagao

O tempo de protrombina é Gtil na monitorizagao de anticoagulantes orais como a varfarina

(ja que € um inibidor da vitamina K, essencial para a sintese de fatores Il, VII, IX e X) (43).

Mede o tempo de ocorréncia de formagao do coagulo apds a adicao de tromboplastina
tecidular e calcio ao plasma pré aquecido a 37°C (26). Avalia as vias extrinseca e a comum

(Fator V, VI, Il e fibrinogénio), sendo que devera ser expresso em INR (44).

A razao internacional normalizada, mais vulgarmente designado por INR permite a
uniformizagao do resultado do tempo de protrombina, assim, o resultado expresso nesta
razao, sera o mesmo em qualquer laboratério do mundo. Este indice é calculado com base

no indice de sensibilidade internacional (ISI), que é fornecido pelo fabricante dos reagentes.

O INR ¢é assim calculado a partir do PT, sendo a razao entre o PT do paciente e o PT
normal, corrigido para a sensibilidade do reagente usado (23). Encontra-se prolongado
quando existem deficiéncias de um ou mais fatores da via extrinseca e comum bem como na

presenca de inibidores desses fatores (43).

O tempo de tromboplastina parcial ativada mede o tempo de ocorréncia da coagulagao apos
a adicao de fosfolipidos, calcio e caulino (activador) ao plasma, avaliando assim a via
intrinseca e comum (fatores V, VIII, IX; X, XI, XII I e fibrinogénio) da cascata de coagulagao
(44). E usado para a detecio de deficiéncias ou presenca de inibidores dos fatores da via
intrinseca e comum, bem como para a monitorizagao do uso de anticoagulantes como a

heparina e screening do anticoagulante lupico (43).
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4.5.2. Testes de coagulacao especificos

4.5.2.1. Determinagao da resisténcia a proteina C por mutagao do fator V

O fator V é uma proteina plasmatica, precursora do fator V ativado, essencial para a sintese
de trombina (45). O fator V é inibido pela proteina C, resultando desta inibicao uma
diminuicao da sintese de trombina. A resisténcia a proteina C constitui a principal alteragao
genética envolvida nas trombofilias (46), estando associada, na maioria dos casos, a mutagoes

no gene do fator V.

Para a determinagao da resisténcia a proteina C usam-se fosfolipidos, plasma deficiente em
fator V, caulino e calcio. Ao usar o plasma deficiente em fator V, a sensibilidade e
especificidade a mutagao do fator V aumenta. O plasma do doente é diluido com o plasma
deficiente em fator V e depois incubado com os fosfolipidos, caulino e calcio, o qual vai

iniciar a formagao do coagulo.

Com a deficiéncia de fator V a hemostasia nao estd completa, o que causarda um
P q

prolongamento do tempo de sangramento. Esta deficiéncia pode ser hereditaria ou adquirida

(por medicamentos ou doengas autoimunes) (47). A deficiéncia de fator V traduz-se num

prolongamento do PT e aPTT (44).

4.5.2.2. Determinacao da atividade de fator VIII

O gene do fator VIl encontra-se localizado no cromossoma X e a sintese aberrante da

proteina correspondente (fator VIII) resulta em diversos defeitos (48).

A determinagao da atividade do fator VIl baseia-se no teste de aPTT. O plasma do doente é
diluido e adicionado a plasma deficiente em fator VIII. A correcao do tempo de coagulagao
prolongado do plasma deficiente em fator VIlI, é proporcional a atividade do fator VIII no

plasma do doente.

A presencga de niveis elevados de fator VIl tem provavelmente uma causa genética e esta

associada a um risco aumentado para o desenvolvimento de trombose venosa (49).
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Da deficiéncia de fator VIII resulta a Hemofilia A, que é uma doenga hemorragica genética
recessiva, ligada ao cromossoma X. Esta deficiéncia traduz-se num prolongamento do aPTT

(44).

4.5.2.3.Determinacgao da atividade do fator de von Willebrand

O fator de VW ¢é uma glicoproteina existente nas plaquetas e nas células endoteliais e
contém um numero variavel de subunidades. Tem como fun¢oes a adesao das plaquetas, a

formagao do tampao plaquetar e protecgao da degradagao plasmatica do fator VIII (50).

A quantificagao da atividade de fator vW é realizada por imunoturbidimetria amplificada com
particulas de latex. Um anticorpo monoclonal especifico anti-fvW esta imobilizado nas
particulas de latex e reage com o fator de vW do plasma do doente. Os agregados formados
provocam uma diminuicao da luz transmitida e, o grau de aglutinagao é diretamente

proporcional a atividade do fator de vW.

A doenca de vW é uma doenga hemorragica resultante da deficiéncia de fator de vW, mas é
de dificil diagnostico, necessitando de testes adicionais, tais como, a quantificacido do
antigénio de fator vW, a atividade de fator de VW e a quantificagao de fator VIIl. A
deficiéncia de fator de VW tem como evidéncias laboratoriais um prolongamento do aPTT,

sendo que o PT estd normal (44).

4.5.2.4.Quantificagao de fibrinogénio pelo método de Clauss

O fibrinogénio é uma proteina sollvel que circula no sangue e que € um dos maiores alvos
da trombina, sendo depois convertido em mondémeros de fibrina, fundamentais para o

suporte do coagulo (40).

A quantificagao de fibrinogénio pelo método de Clauss utiliza um excesso de trombina para
converter o fibrinogénio em fibrina. Quando a concentragao de trombina é elevada, o tempo

de coagulagao do plasma é inversamente proporcional a concentragao de fibrinogénio.

As alteragoes no fibrinogénio sao devidas a mutagdes no seu gene (46) e que tém como

consequéncias afibrinogenémia, hipofibrinogenémia e disbibrinogenémia (44).
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A hipofibrinogenémia e a afibrinogenémia tém consequéncias hemorragicas, enquanto a
disfibrinogenémia pode ter consequéncias tromboticas ou hemorragicas, uma vez que esta
em causa a estrutura e fungao alterada do fibrinogénio e neste caso o PT e o aPTT

encontram-se prolongados (44).
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5. O SETOR DE BIOQUIMICA CLINICA

A Bioquimica Clinica é uma area multidisciplinar de suporte a avaliagdo, em particular, da
funcao renal, hepatica, pancreatica, balango eletrolitico, glicémia, perfil lipidico, barreira

hematoencefilica, com recurso a amostras de soro, urina ou LCR (51).

Assim, o setor de Bioquimica Clinica do SPC engloba varias fases do processamento de
amostras bioldgicas diversas, com vista a esclarecer os mecanismos biolégicos afetados por
uma determinada patologia. Embora as amostras mais frequentes sejam o soro, o plasma e a
urina, neste setor sao também processadas amostras de liquidos asciticos, pleurais e

cefalorraquidiano.

5.1. Determinacdo automatizada da maioria dos parametros
bioquimicos

A maioria dos parametros quimicos é determinada por reagdes colorimétricas cinéticas,
ensaios espetrofotométricos, ensaios enzimaticos colorimétricos, enzimaticos com detegao

ultravioleta (UV) e ensaios potenciométricos.

O equipamento usado é o Olympus AU5800 que permite a maioria das determinagoes de
rotina no soro, nomeadamente, albumina, bicarbonato, bilirrubina directa e total, calcio,
colesterol, acido urico, creatinina, glicose, HDL, LDL, ferro, lactato, magnésio, proteinas
totais, triglicerideos e ureia, enzimas (ALP, ACP, ALT, a-amilase, AST, colinesterases, CK,
CK-MB, yGT, LDH e lipase) e proteinas especificas (0, anti-tripsina, Apo Al, Apo B, [3,-
microglobulina, C,, C, ceruloplasmina, PCR, ferritina, haptoglobina, mioglobina e
tansferrina). Alguns doseamentos na urina sao realizados também neste equipamento, tal

como as proteinas totais e a microalbuminuria.

Antes de colocar as amostras de soro no autoanalisador, deve verificar-se a existéncia de
fragmentos de fibrina ou glébulos vermelhos e proceder a sua remocio. E também
adicionada uma nota informativa em amostras hemolisadas ou turvas, ja que este aspeto
pode ter influéncia na determinagio de pardmetros quimicos, tais como K*, LDH e

bilirrubinas.
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5.2. Determinacao da hemoglobina glicada

A HbA,. é o resultado de uma reagcao de glicagao irreversivel, nao-enzimatica, da
hemoglobina A. A reagao consiste na interagao do grupo aldeido da glicose com um ou dois

residuos N-terminais de valina na cadeia 3 da hemoglobina A (6,52).

Este parametro é usado para controlo do teor de glicose no sangue ao longo de 120 dias em
doentes com Diabetes Mellitus, ja que a formagao de HbA, é diretamente proporcional a
concentragao de glicose em circulagao e é expresso em percentagem de Hb total (52). A
hiperglicémia em doentes diabéticos causa frequentemente um aumento da HbA, ja que

esta € a fragao de Hb glicada predominante (53).
Os doentes com Diabetes Mellitus controlada apresentam valores de HbA,.<7% (51).

Existem diversos fatores que podem influenciar os resultados da hemoglobina glicada, tais
como amostras hemolisadas, transmissao materno-fetal, hemodidlise, persisténcia hereditaria
de Hb fetal, recém-nascidos e gravidez (podem dar valores falsamente elevados) ou anemias,
perdas cronicas de sangue, faléncia renal crénica e talassémias (que podem dar valores

falsamente diminuidos) (53).

A hemoglobina glicada é determinada pelo sistema Variant™Il Turbo, da Bio-Rad. Esta
determinagao é feita em sangue total (colhido com EDTA) pela técnica de cromatografia
liquida (de troca idnica) de elevada resolugao (HPLC). Esta faz uso de bombas de alta
pressao, que aceleram o movimento das moléculas pela coluna, bem como de materiais
cromatograficos de elevada qualidade que podem suportar a for¢a do fluxo pressurizado,

aumentando assim a resolugao (7).

As amostras devem ser verificadas antes de colocadas no equipamento, para excluir a
presenca de coagulos que podem causar entupimentos na agulha, ou uma quantidade de

sangue insuficiente para o ensaio.

5.3. Analise sumaria de urina

O tratamento das amostras de urina é feito numa sala a parte. As amostras sao entregues
por uma auxiliar, juntamente com as requisi¢oes que sao conferidas e integradas no sistema
informatico. Nesta area processam-se amostras com pedidos de analise sumaria de urina,

analise sumaria de urina e sedimento urinario e analises de urina de 24 horas.
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As amostras de urina devem ser colhidas no maximo | hora antes de serem processadas,
para contentores sem conservantes, detergentes ou desinfetantes. (As urinas de 24 horas
sao colhidas para contentores preferencialmente graduados e fornecidos pelo laboratorio,
para onde é recolhida toda a urina produzida em 24 horas). Nas urinas de 24 horas, o

volume é anotado e uma aliquota é separada para a analise quimica.

Nesta sala existem dois analisadores AutionMax™ AX-4030, da Menarini Diagnostics, que
asseguram a analise sumaria das urinas, um dos quais associado a um equipamento de andlise
do sedimento SediMax, também da Menarini Diagnostics., onde sao colocadas as amostras de

acordo com a requisigao.

O AutionMax necessita de um volume minimo de 2 mL de amostra, dos quais usa apenas 0,9
mL. Usa tiras-reagente para pesquisar (analise semi-quantitativa) diversos parametros na
urina, nomeadamente glicose, proteina, bilirrubina, urobilinogénio, pH, sangue, corpos
cetonicos, nitritos, leucocitos, creatinina usando a técnica de refletincia com comprimento
de onda duplo (numa reagao de 60 segundos). A densidade da urina é também medida com
base na luz refratada pela amostra, assim como o grau de turvagao, através da luz refletida
pela amostra, a cor, medindo a luz transmitida pela amostra quando irradiada com um feixe

de diferentes comprimentos de onda.

No SediMax, um volume de 200 pL de urina é medido e centrifugado a 2000 rpm por 10
segundos, numa centrifuga incorporada. O sedimento é recuperado e colocado numa lamina
para ser observado ao microscépio, também incorporado, numa ampliagao de 400 x, sendo

tiradas |15 fotografias, correspondentes a 10 campos.

O sedimento é muitas vezes analisado semi-automaticamente, ou seja existem parametros
de validagao, previamente estabelecidos que validam os resultados automaticamente. No
entanto, quando sao identificados elementos menos comuns, o utilizador tem de validar

manualmente os resultados, fazendo ajustes, se necessario.

O equipamento SediMax identifica e faz a contagem de diversos elementos, tais como células
(eritrocitos, leucocitos, células epiteliais escamosas, nao-escamosas e dos tubulos renais),
cilindros (hialinos, granulosos, cerosos, de células ou de gordura), cristais (comuns ou
patolégicos), organismos  (bactérias, leveduras ou parasitas) e contaminantes

(espermatozoides, fibras e polen) (54).

Por vezes, o utilizador é alertado para determinadas amostras, marcadas como ‘“crowded”,

que podem nao ter uma contagem precisa devido ao elevado numero de elementos
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identificados pelo equipamento. Estas amostras tém de ser verificadas pelo técnico antes de

serem validadas.

Depois de processadas, as amostras sao armazenadas no frigorifico por 48 horas.
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6. O SETOR DE MICROBIOLOGIA

O laboratério de microbiologia é um importante componente do SPC, participando no

diagndstico e no controlo de doengas infeciosas (55).

Neste setor sao recebidas amostras de varios polos do CHUC, sendo eles identificados com
diferentes letras, correspondentes a cada polo. Esta organizacio tem como objetivo uma
melhor identificagao de cada amostra, evitando niumeros repetidos, bem como a organizagao
e tratamento adequado de cada produto com base no contexto clinico e no tipo de

populagao em questao (gravidas, criangas, doentes transplantados, queimados, entre outros).

Assim sendo, a letra M corresponde ao polo dos HUC, a letra C ao polo HG, a letra ] ao

polo HP e a letra O as maternidades Bissaya Barreto e Daniel de Matos.

E fundamental a correta identificagdo da amostra, do produto biologico e também a
informagao ou contexto clinico, ja que ajuda os técnicos e os médicos patologistas a orientar
o estudo e o seguimento da amostra. As amostras devem ser colhidas para contentores

estéreis e transportadas, cumprindo as condigoes de transporte e seguranga.

6.1. Os diversos produtos biolégicos e o seu processamento

Neste setor sao recebidas amostras de varios produtos tais como urina, sangue, fezes, LCR,
exsudados de feridas, vaginais e vaginais-rectais, biopsias, expetoragoes e outras secregoes
da arvore respiratéria, liquidos pleurais, peritoniais, sinoviais e outros produtos, tais como

pontas de cateter ou proteses.

Depois de receber as amostras, estas tém de ser tratadas de modo a recuperar os micro-
organismos nelas presentes e passiveis de causar infecao, nas melhores condi¢coes de
crescimento (nutrientes, temperatura e atmosfera). Para isso, usam-se meios de cultura
indicados para cada grupo de microorganismos, que podera causar determinada infecao em

determinado produto.

s

E importante manter as condi¢des de assépsia no tratamento dos produtos, de modo a

evitar contaminagoes e comprometer a flora possivelmente presente.

As Tabelas 4 e 5 resumem o tratamento de cada amostra bem como o seguimento de

recuperacao de cada microrganismo até ao diagnostico final.
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Tabela 3 — Produtos normalmente estéreis. Procedimentos de colheita e cultura e microrganismos
patogénicos mais frequentes.

Produto Colheita Meios de cultura Microrganismos
patogénicos
. , Coloracao de Gram, Neisseria meningitidis,
Colheita de 4 tubos apés 5 mening
B Gelose de sangue (GS), Haemophilus influenzae, S.
assépsia da pele. o s ) .
o . meio liquido de brain-heart  pneumoniae, Pseudomonas spp.,
(¥} Centrifugar as amostras a .
' (BH) e Gelose de S. pyogenes, Mycobacterium
2500 r.p.m. durante 10 . .
. chocolate com polyvitex tuberculosis, Cryptococcus
minutos.
(PVX). neoformans.
Colheita para frasco de
hemocultura contendo Incubagao a 37°C até 5
nutrientes. As colheitas dias. Se nao houver
devem ser de 2 ou 3 crescimento, é considerada . .
. . L E.coli, Klebsiella spp.,
amostras, colhidas negativa. Se for positiva,
) . ~ Pseudomonas spp., Proteus spp.,
S aleatoriamente no espago  faz-se uma coloragao de . o
B0 . Serratia spp., Neisseria
b de 24 horas, na auséncia Gram do frasco de N
i . . meningitidis, S. aureus,
P de pico febril. Preservar a  hemocultura e a cultura em i
s . Estafilicocos coagulase
assépsia da pele. Para a GS. Para pesquisa de . ;
] . negativos, S. pneunomiae.
pesquisa de hemoparasitas, faz-se um
hemoparasitas colher esfregago sanguineo e gota
sangue em tubo de espessa.
EDTA.
o] . ~
= Colheita de uma amostra  Coloragao de Gram, CNA,
S representativa para um Caldo de cooked-meat (CM) Listeria monocytogenes.
£ contentor estéril. e GS.
08w .
w © 0 Colheita de uma amostra Streptococcus pyogenes
8 § 2 representativa da lesio Coloragao de Gram, CM e YOSENES,
2¢e9 Staphylococcus aureus,
Q. £ 3  paraum contentor GS. .
20 oo . . Pseudomonas aeruginosa.
o &5 estéril
G
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Tabela 4 -

Produtos com flora normal

microrganismos patogénicos mais frequentes.

Produto

©

£

(S

o

(7]

]

N

)

L

S -
©

S £

2 P

X

X >

onquicos

Expectoracdao Lavados e Aspirados
Br

Exsudato da
Orofaringe
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Colheita

Jacto médio, apos higiene
da zona genital com agua
e sabao. Colocado num
tubo estéril e com acido
bérico como preservante.

Colheita de fezes
diarreicas em contentor
estéril. Para pesquisa de
parasitas ou sangue
oculto devem ser colhidas
trés amostras em dias
nao consecutivos.

Colheita com zaragatoa
em meio de transporte
de Cary-Blair da zona
vaginal.

Colheita para um
contentor estéril. A
expectoragao deve ser
obtida apés tosse
profunda ou induzida com
solugao salina. A boca
deve ser lavada com agua
e deve ser evitada a
contaminac¢ao com flora
da orofaringe. Rejeitar
amostras que sejam de
saliva. Se a amostra tiver
muitas células epiteliais (>
25) sem predominio
bacteriano e poucos
neutrofilos (< 10) deve
ser rejeitada.

Colheita em zaragatoa em
meio de transporte de
Cary-Blair, evitando o
contacto da zaragatoa
com a saliva.

Meios de cultura

GS e Cled.
Atmosfera normal a 37°C,
18/24 horas.

Meio de Hecktoen, meio
XLD, meio de Yersinia,
meio de Campy e Caldo de
bacilos (CB). Nas fezes de
criangas cultiva-se ainda em
meio de SMAC.

Coloracio de Gram, CNA,
GS e meio de Neisseria.

Coloracao de Gram, GS e
meio de Haemophilus (Hae)
Para pesquisa de
microbactérias faz-se
coloracao de Ziehl-Neelsen,
meio Liquido (MGIT) e
Léwenstein-Jensen.

Coloracao de Gram, GS e
PVX.

associada. Procedimentos de colheita e cultura tal

como

Microrganismos
patogénicos

Escherichia coli, Proteus spp.,
Klebsiella spp., Staphylococcus
aureus, Candida albicans,
Pseudomonas aeruginosa.

Salmonella spp., Shigella spp.,
E.coli enterohemorragica Vibrio
cholerae, Campylobacter jejuni,
Clostridium difficile, Yersinia
enterocolitica, S. aureus.

Neisseria gonorrhoeae, Clamydia
trachomatis, Mycoplasma
hominis, Gardnerella vaginalis,
Trichomonas vaginalis.

Mycoplasma pneumoniae,
Bordetella pertussis,
Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae,
Legionella spp. S.aureus,
Klebsiella spp., Pseudomonas
spp., Acinetobacter sp.
Micobacterium spp.

Estreptococos do grupo A,
Corynebacterium dipheterieae,
Neisseria gonorrhoeae,
Bordetella pertussis,
Mycoplasma pneumoniae,
Moraxella catarrhalis, S. aureus.



Colheita do aspirado com
seringa estéril para
contentor estéril ou
portagermen ou colheita
com zaragatoa em meio
de transporte Cary-Blair
de toda a area da ferida,
principalmente zonas
profundas e apds assépsia
da superficie da ferida.

Streptococcus pyogenes,
Coloragao de Gram, GS. Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa.

Aspirados ou Exsudatos
de Feridas

Remocgao do cateter e Rolamento da ponta de
colocar a ponta num cateter em GS e meio
contentor esterilizado. liquido de BH.

S. aureus, S. epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa.

Pontas de
Cateter

A escolha dos meios de cultura é de extrema importincia ja que estes tém de fornecer
energia, carbono, ides, o pH ideal ao crescimento e antibidticos de modo a fomentar o
crescimento dos microrganismos de interesse, em detrimento dos que fazem parte da flora

normal (para os produtos que a possuem) (56).

No Setor de Microbiologia, do SPC do CHUC, sao usados meios de cultura preparados
comercialmente, da BioMérieux Diagnostics. Estes estao armazenados a 4°C e s6 sao retirados
no inicio do dia de trabalho e na quantidade necessaria, evitando assim contaminagoes e

alteragoes de temperatura consecutivas que os podem danificar.

6.2. Identificacao de Microrganismos

A observagao da morfologia das colénias em cultura permite uma identificagao presuntiva
das bactérias presentes em determinada amostra, o que ajuda na decisao de continuagao do
estudo daquele produto bioldgico, no entanto é fundamental a identificagao de cada espécie

presente bem como a sua suscetibilidade aos antimicrobianos.

A identificagio é realizada no equipamento Vitek®MS, BioMérieux Diagnostics de forma
automatizada e em pouco tempo. Este equipamento usa a técnica de espetrometria de massa
MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight), que permite detetar

moléculas intactas dos microorganismos, permitindo a sua identificagao.

A amostra a analisar é colocada numa matriz, juntamente com uma solugao acida (mistura

saturada de acido a-ciano-4-hidroxicinamico em acetonitrilo e acido trifluoroacético) (57). A
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matriz é depois irradiada com um laser e as proteinas ganham carga elétrica, ou seja, sao

ionizadas, sem que ocorra a sua fragmentagao.

As proteinas sao separadas de acordo com a sua razdo massa/carga elétrica num perfil de
espetro de massa. Este espetro é depois comparado com espetros de uma base de dados de

referéncia, identificando assim o microorganismo em questao (57).
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7. CONCLUSAO

Com este estagio percebi que na area de andlises clinicas nao pode haver uma verdadeira
divisao de setores, ou laboratoérios, ja que o conhecimento esta todo integrado numa rede

altamente complexa, que exige muito conhecimento e dedicagao constante.

Consegui também estruturar, com bases mais solidas, todo o conhecimento e experiéncia
adquirida durante o curso, sendo uma mais-valia, na minha vida profissional futura. Sem
duvida que foi um privilégio partilhar este tempo com profissionais qualificados sempre

disponiveis para clarificar as duvidas que iam surgindo.

A oportunidade de trabalhar num laboratério desta dimensao foi fundamental para
desenvolver capacidades de organizagao, responsabilidade e pesquisa, no sentido de dar

resposta a todas as tarefas que me foram propostas, nos diversos setores.

Considero esta experiéncia enriquecedora, com a certeza que contribuiu para fazer de mim

uma melhor profissional de saude, no futuro.
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